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RESUMEN

El cacao (Theobroma cacao L.) es uno de los productos méas importantes de Ecuador,
tanto por su valor econdmico como por su valor cultural. Ecuador es uno de los principales
productores de cacao del mundo, destacando la variedad nacional, denominada Fino de Aroma,
con una produccién anual que supera las 200.000 toneladas. Otra de las variedades mas
ampliamente cultivada es la variedad CCN-51, aunque se le atribuye una calidad inferior. Uno
de los principales problemas en la produccién de cacao es el alto nivel de subproductos y
residuos que se genera, ya que la produccion de semilla de cacao estd entorno al 14% de peso
de la mazorca de cacao. Entre los subproductos y residuos derivados del cacao destacan en
orden de importancia cuantitativa la cascara de la mazorca del cacao, la cascara de la semilla'y
el mucilago, también conocido como exudado, pulpa, agua de cacao o miel de cacao.
Actualmente el nivel de revalorizacion de estos subproductos en Ecuador es muy bajo, y
generalmente se utiliza para la alimentacion animal o se destruye o entierra. La generacion de
este elevado volumen de residuos y subproductos supone enormes problemas de indole
ambiental, por lo que es necesario valorizar estos subproductos para mejorar su gestién ademas
de dar valor afiadido que revierta en los agricultores ecuatorianos.

Dentro de los usos de los subproductos del cacao nos encontramos la generacion de
energia, la producciéon de biocombustibles, usos para la biorremediacion, extraccion de sus
componentes (principalmente fibra y polifenoles), y su aplicacién como ingrediente en
alimentacion animal y humana. De los tres principales subproductos del cacao como son la
vaina del cacao, la cascara de la semilla del cacao y el mucilago, este Gltimo es el mas
infrautilizado y, por ello, ha sido objeto de estudio en esta Tesis Doctoral. La obtencion del
mucilago de cacao, comienza tras la separacion de la vaina de la mazorca del cacao, tras la que
comienza una fermentacidn natural de la pulpa del cacao que recubre las semillas, conveniente
para mejorar los aromas de las semillas del cacao. En esta fermentacién, gobernada por
levaduras, bacterias acido-lacticas (BAL) y bacterias acido-acéticas, se produce una paulatina
licuefaccion de la pulpa del cacao debido a los procesos enzimaticos autoliticos y microbianos
gue se van produciendo durante su obtencién. Una vez producida la fermentacion, el proceso de
obtencidn del cacao continta con la pasteurizacion del conjunto de pulpa y semillas para
inactivar los microorganismos. En este punto es donde se obtiene el mayor porcentaje del
mucilago del cacao. El producto resultante es un liquido viscoso, de caracter hialino y que se
esta empezando a utilizar en la produccion de bebidas alcoholicas, jalea, gelatinas, mermeladas
y otros productos alimentarios. EI mucilago del cacao es rico en carbohidratos y fibra, contiene
aproximadamente un 10% de proteinas, y contiene minerales. Ademas, el mucilago de cacao
tiene propiedades antioxidantes debido a la presencia de compuestos con estas caracteristicas
entre los que destacan los polifenoles.

En este contexto, la revalorizacion del mucilago de cacao se presenta como una
oportunidad para impulsar el desarrollo sostenible de la industria alimentaria en Ecuador y para
promover la conservacion de la biodiversidad y los recursos naturales del pais. La
revalorizacion del mucilago de cacao puede contribuir a mejorar la calidad y la seguridad de los
alimentos, asi como a generar nuevas oportunidades de negocio para los productores de cacao
en Ecuador. En este sentido, se han llevado a cabo diferentes estudios para analizar las
propiedades nutricionales y funcionales del mucilago de cacao, asi como para desarrollar
nuevas tecnologias y procesos de produccion que permitan aprovechar al maximo este recurso.
Por todo lo anterior, el objetivo principal de la Tesis Doctoral fue revalorizar el mucilago del



cacao mediante su empleo para la produccion de biocombustible y reformulacion de diferentes
alimentos. Como objetivos especificos se ha pretendido evaluar la idoneidad del mucilago del
cacao para producir bioetanol, elaborar bebidas fermentadas a base de frutas, kombucha y
cerveza, parafinalmente utilizar el mucilago del cacao para prolongar la vida dtil de diferentes
tipos de carnes por sus propiedades bioconservantes. Para este propoésito se utilizd mucilago de
cacao de las dos principales variedades de cacao que se producen en Ecuador, las variedades
Fino de Aroma y CCN-51. Este mucilago fue caracterizado por sus propiedades fisico-quimicas
y Opticas. Los resultados mostraron que el mucilago CCN-51 present6é un pH mas bajo (pH
4,17) asociado a un mayor % de acidez (1,06 % de acido lactico). El contenido en sélidos
solubles totales fue superior en el mucilago Fino de Aroma con 15,5°Brix. EI mucilago Fino de
Aroma presentd una coloracién dmbar claro asociado a una mayor luminosidad (L*=46,06
unidades), menor color rojo (coordenada a*=8,11 unidades) y mayor color amarillo
(coordenada b*=30,41), mientras que el mucilago CCN-51 present6 un color &mbar oscuro.

En cuanto al primero de los objetivos especificos de esta Tesis Doctoral, la generacién
de bioetanol; se desarroll6 un disefio experimental basado en la evaluacion de dos mucilagos de
cacao, de las variedades Fino de Aroma y CCN-51, tanto en estado solido como liquido,
ademas de evaluar la influencia de los niveles de in6culo de levadura Saccharomyces cerevisiae
(0%, 0,01% y 0,05% de inbculo). El bioetanol fue sometido a diferentes analisis para
determinar sus caracteristicas fisicoquimicas. El bioetanol producido presentdé como
caracteristicas mas relevantes unos valores medios de densidad de 0,93 g/cm?, turbidez 5,84
NTU y 0,97 kJ/Kg °C de calor especifico, mientras que 0,96 kJ/Kg °C se observaron para CCN-
51. Los grados alcohdlicos obtenidos tras la fermentacion fueron 57,50% para la variedad Fino
de Aroma y 51,50% para CCN-51 que fueron dependientes del porcentaje del in6culo de
levadura afiadido, obteniendo los mejores resultados con un indculo del 0,05% respecto al
0,01%. Finalmente, lo mas destacado fue que la variedad CCN51 alcanz6 un valor de
rendimiento de 535 mL y el cacao Fino de Aroma 492,50 mL.

Como segundo objetivo especifico se ha planteado el uso de mucilago de cacao para la
elaboracion de bebidas fermentadas a base de frutas. El disefio experimental de este trabajo
consistio en evaluar la combinacion de mucilago de cacao de las variedades Fino de Aroma 'y
CCN-51 en concentraciones del 10 y 15% con zumos de naranja y carambola. Tras la
fermentacion de estos productos se evalud su calidad mediante el andlisis de pH, acidez,
contenido en solidos solubles totales, grados de alcohol, densidad, transmitancia, absorbancia y
sélidos en suspension y analisis organolépticos. El tipo de fruta fue el factor que, de forma
significativa, mas afecto a los resultados, especificamente a los pardmetros de pH, acidez,
solidos solubles totales, absorbancia, transmitancia y grado alcohdlico. Es destacable este
Gltimo parametro, en el que la bebida elaborada con carambola presentd un volumen alcohélico
del 14,8°, mientras que la naranja fue de 8,2°. La variedad de cacao no tuvo influencia
significativa en los parametros evaluados, aunque la concentracion influy6 en la acidez, sélidos
solubles totales y grados alcohélicos. Finalmente, hay que sefialar que los datos sensoriales
mostraron una adecuada aceptacion de estas bebidas fermentadas con frutas y mucilago de
cacao, ya que en los atributos de color, aroma y sabor de todas las combinaciones se obtuvieron
puntuaciones medias superiores a 6.

Al igual que con bebidas fermentadas de frutas, se ha evaluado la elaboracion de
bebidas fermentadas con SCOBY a base de té con adicion de mucilago de cacao. EI SCOBY es
una mezcla simbidtica de bacterias y levaduras que se utiliza para fermentar el té y producir una



bebida fermentada denominada kombucha. Al evaluar la aplicacion de mucilago de cacao de la
variedad CCN-51 se utilizaron concentraciones de 15, 20 y 30% como fuente de azlcares en el
proceso fermentativo. Ademas, la bebida fue elaborada tanto con té verde como con té negro.
Las bebidas con té y mucilago elaboradas fueron analizadas en base a los parametros fisico-
quimicos pH, acidez, solidos solubles totales, absorbancia, transmitancia, sélidos en suspension,
densidad, turbidez, y grado alcohdlico. Ademas, se evalud la poblacion de microorganismos
aerobios mesofilos totales y levaduras, y los pardmetros sensoriales de apariencia, color, aroma
y sabor. El tipo de té afect6 a todos los pardmetros fisico-quimicos excepto los sélidos en
suspension. De tal manera que la kombucha con té verde fue mas acida, con menos °Brix, mas
turbia y densa y con menor grado alcoholico que la kombucha elaborada con té negro, aunque
en general las diferencias no fueron acusadas. El porcentaje de mucilago influy6 en todos los
parametros fisico-quimicos excepto la absorbancia, sélidos en suspension y turbidez. A mayor
contenido en mucilago de cacao CCN-51 la kombucha presentd mayor acidez y °Brix, mas
denso y con mas alcohol. Los recuentos de microorganismos aerobios mesoéfilos se situaron por
encima de 5 log ufc/mL, aungue no se observaron diferencias significativas. Finalmente,
respecto a los parametros sensoriales, se puede decir que las kombuchas elaboradas con
mucilago de cacao fueron altamente aceptadas con puntuaciones superiores a 6 en todos los
atributos elaborados. EI mejor aroma se encontrd con 20% de mucilago de cacao, presentando
diferencias significativas con las otras concentraciones.

Otro de las aplicaciones desarrolladas en esta tesis doctoral fue la aplicacion de
mucilago de cacao en la elaboracion de cerveza artesanal tipo Ale. La cerveza es una de las
bebidas alcohdlicas mas populares del mundo y su elaboracion es un proceso que ha
evolucionado a lo largo de la historia, incorporando nuevos ingredientes y técnicas. En esta
investigacion se aborda la elaboracion de cerveza con la adicién de mucilago de cacao de dos
variedades (Fino de Aroma y CCN-51) a concentraciones de 20 y 30%, ademas de evaluar dos
tipos de lGpulo: Cascade y Northern Brewer. A las cervezas artesanales elaboradas se le evalud
el pH, acidez, sélidos solubles totales, solidos en suspensién, densidad, espuma, grado
alcohdlico, amargor, absorbancia, transmitancia, turbidez y parametros opticos (L*, a*, y b*).
La variedad de mucilago influy6 en el pH, acidez, °Brix, densidad, espuma, amargor, y
parametros Opticos de tal manera que las cervezas elaboradas con mucilago Fino de Aroma
presentaron menor acidez y contenido en sélidos solubles, fue menos densa, con mas espuma,
mas amarga y con un color dorado més claro. La inclusién de mucilago de cacao provoco el
aumento de los grados alcohélicos al doble de la cerveza control. EI aumento de mucilago en
las formulaciones incrementd de forma significativa la espuma, los grados alcohélicos y el
amargor. El lipulo Northem Brewer increment6 los sélidos solubles en suspension, el amargor
y la luminosidad de la cerveza. Todos los resultados obtenidos en el presente estudio se
encontraron dentro de los parametros establecidos por la norma ecuatoriana INEN2262 (2013).
Finalmente, se pudo observar la alta aceptacion de las cervezas elaboradas con mucilago de
cacao en los parametros sensoriales de apariencia, aroma, sabor y sensacion en boca.

En el dltimo objetivo especifico desarrollado en esta tesis doctoral se evalud el uso del
mucilago del cacao para la conservacién de diversos tipos de carnes. En este sentido, la
microbiologia desarrollada de forma espontanea del mucilago del cacao en el que dominan,
ademas de las levaduras, las bacterias acido-lacticas, posibilita su uso para el control de los
microorganismos que se desarrollan durante la conservacién de la carne, bien por la accion
directa de las bacterias o bien por sus metabolitos antimicrobianos entre los que destacan los
acidos organicos, en particular el acido lactico, y las bacteriocinas. Para este trabajo se estudio



el efecto de los mucilagos de las variedades de cacao Fino de Aromay CCN-51 sobre carnes de
cerdo, pollo y ternera durante 7 dias de almacenamiento a 4°C. Se evaluaron los parametros de
pH, % de acidez, humedad, capacidad de retencion de agua, dureza, luminosidad (L*), color
rojo (a*) y color amarillo (b*). La aplicacion de mucilago afecto a todos los pardmetros
anteriormente sefialados, destacando que las carnes tratadas con mucilago fueron mas écidas,
con mas humedad y capacidad de retencion de agua, menor dureza y mas luminosas que las
carnes sin tratar. No se observaron diferencias relevantes entre la aplicacion de los diferentes
tipos de mucilagos. Finalmente, en los aspectos microbioldgicos, la aplicacion de mucilago de
cacao redujo los recuentos de Escherichia coli y levaduras en torno a 2 unidades logaritmicas.
Por todo ello, el mucilago de cacao puede ser una alternativa viable para la conservacion de la
carne fresca.

De esta manera, los trabajos desarrollados en esta Tesis Doctoral ponen de manifiesto la
conveniencia de considerar el mucilago del cacao como un subproducto con amplias opciones
para su revalorizacion asociadas a su composicion y propiedades funcionales. En el contexto de
la produccién de cacao en Ecuador, el aprovechamiento del mucilago del cacao para los fines
propuestos en los trabajos desarrollados en esta Tesis Doctoral contribuiria, por un lado, a
aliviar los problemas ambientales que genera la gestion del mucilago del cacao y, por el otro, a
generar nuevas oportunidades de negocio que mejoren la calidad de vida y la economia de las
regiones productoras de cacao.
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11.1. ECUADOR: SITUACION GEOGRAFICA, RECURSOS NATURALES Y CONTEXTO
SOCIOECONOMICO

Ecuador es considerado como uno de los 12 paises megadiversos del mundo en
términos de diversidad bioldgica, con ecosistemas y culturas vivas representadas en sus
nacionalidades y 18 pueblos con costumbres, idiomas y tradiciones multiples posee también el
11% de la biodiversidad del mundo en un territorio de tan solo 283.520 km?2 con una gran
diversidad climatica, étnica y cultural (Castillo et al., 2018).

Al respecto, la economia ecuatoriana sigue dependiendo de los ingresos percibidos por
los productos del sector primario; es decir, no conllevan un valor agregado considerable. En
otras palabras, la estructura productiva no ha tenido un cambio que permita darle una mejora en
los niveles de competitividad para asi responder de forma positiva a las exigencias que dictan
los mercados internacionales. Las caracteristicas naturales de Ecuador, principalmente debidas
a que es el pais con mayor contenido en agua dulce y por su ubicacion geografica, goza de una
gran riqueza natural y entre sus recursos naturales mas destacados estan el banano, el cacao, las
frutas tropicales, las especies marinas, el petr6leo y los tubérculos (Orellana & Laivay, 2018).
Estas caracteristicas y recursos definen las actividades productivas del Ecuador, y son diversas
las formas como lo hacen, al igual que son diversas las maneras de entender como tales formas
afectan la situacion social. Las actividades que estan directamente relacionadas con la
explotacién de recursos naturales muestran un peso constante dentro de la estructura porcentual
del Producto Interno Bruto (PIB), que de forma mas o menos estable se encuentra estructurado
de la siguiente manera: agricultura 8,6%; pesca 1,8%; minas y canteras 21,3%; manufacturas
13,9%; productos alimenticios 7,7%; textiles y cuero 2,0%; produccion y manufactura maderera
1,3%; papel 0,5%; quimicos y caucho 1,0% (Geoecuador, 2008). El sector agropecuario en el
pais es de vital importancia debido a su aporte al PIB. De acuerdo con datos oficiales del Banco
Central durante el afio 2019 (INEC, 2021b), el aporte del sector fue del 7,7%. Hablando del
empleo, el mayor porcentaje de personas ocupadas (29,4%) se encuentran laborando en
actividades agropecuarias. Ademas, desempefia un papel estratégico dentro del concepto global
de seguridad alimentaria, ya que contribuye al menos con la quinta parte de la produccién de
bienes y servicios del pais (Boletin Técnico ‘“Encuesta de Superficie y Produccién
Agropecuaria Continua, 2020, 2021).

En Ecuador, la superficie de cultivos fue de 5,2 millones de hectéareas. Para agregar esta
categoria es necesario sumar los valores de las superficies de cultivos permanentes, transitorios,
pastos cultivados y naturales (INEC, 2021a). En la Figura I1.1. se muestra que la superficie de
cultivos permanentes en 2021 fue de 1.498.668 hectareas, en los que se incluyen el platano, el
banano, la cafia de azlcar, la palma africana y el cacao. El cacao, representa el 41,83 % de la
superficie total plantada, siendo el principal cultivo del pais (INEC, 2022).
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Figura I1.1. Superficie de los cultivos permanentes en Ecuador correspondiente al afio 2021.

11.1.1. Productividad agricola y pobreza rural

Es importante resaltar que en Ecuador el 40% de la poblacion vive en areas rurales, de
los cuales el 60% son pobres. Los pobres rurales tienden a estar concentrados en el sector
agricola, tienen limitado acceso a la tierra y trabajan la tierra poco productiva.
Consecuentemente, su ingreso esta atado a la produccidn agricola y forestal, de modo que las
politicas para incrementar la productividad agricola y el acceso a la tierra prometen ser
herramientas efectivas para reducir la pobreza rural y probablemente la degradacion ambiental
(Geoecuador, 2008; Leon, 2016). La produccion agricola, el uso de insumos y la eficiencia
varian con respecto del tamafio de la propiedad, y asi también los retornos a los diferentes tipos
de insumos. Las areas pequefias (de 0 a 1 ha) son generalmente mas productivas que las
propiedades grandes (de mas de 10 has).

El acceso al crédito representa el aliciente mas importante para el aumento de
productividad en la agricultura de pequefia escala, donde los pobres rurales estdn concentrados.
La educacion técnica agricola y el acceso a fertilizantes y pesticidas inciden también en la
productividad, aunque estos Gltimos pueden tener consecuencias ambientales negativas que
deben ser tomadas en cuenta (Geoecuador, 2008).

La correlacion entre la productividad agricola y el ingreso es mas débil entre los
trabajadores agricolas en comparacion a los que se autoemplean, lo que sugiere que el acceso a
la tierra juega un rol clave en la determinacion de la distribucion de los beneficios asociados
con mejoras en la productividad agricola.

Las personas que laboran en la produccion en el sector agricola en el pais pertenecen en
su mayor parte al grupo de adultos, existe poco interés por parte de los jovenes en incursionar
en este sector. Es necesario mencionar que la instruccion formal de aquellas personas que se
dedican a este sector en su gran mayoria solo posee un nivel de escolaridad primaria, situacion
que se ve acentuada por el hecho de que en el sector rural el 90% de los nifios no acceden a la
educacion secundaria (Armijos, 2021).

Del total de productores investigados en 2021, el 55,62 % han manifestado haber
terminado la primaria; mientras que el 14,20 % indican no tener ningln tipo de instruccion
formal. So6lo un 11,06% indicaron haber finalizado estudios superiores (Figura 11.2). En este



contexto se hace necesario la bdsqueda de nuevas alternativas de negocio, basadas en la
economia circular, que contribuyan al desarrollo socioeconémico de estas regiones.
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Figura I1.2. Instruccion formal de las personas productoras en Ecuador. Fuente: (INEC, 2020)

11.2. INDUSTRIAALIMENTARIA
11.2.1. LASOBERANIAALIMENTARIA

La soberania alimentaria se entiende como el derecho de los pueblos a definir sus
propias politicas y estrategias sustentables de produccion, distribucion y consumo de alimentos,
sobre los intereses del comercio. Este concepto fue introducido por el movimiento social de la
Via Campesina en la Cumbre contra el hambre de la FAO en 1996. Se trata de la proclamacion
del derecho de los pueblos, de los paises y regiones a definir sus propias politicas agropecuarias
y de produccion de alimentos. Se ha visto fortalecido con la lucha de las organizaciones
campesinas por mantener el control del proceso de produccion de alimentos y de los factores de
produccion, incluyendo las semillas (Alvarez et al., 2012).

El sistema alimentario mundial estd provocando una degradacién ambiental a gran
escala y es uno de los principales contribuyentes al cambio climéatico. Su baja diversidad y la
falta de produccidén de suficientes frutas y verduras esta contribuyendo a una crisis sanitaria
mundial. La extraordinaria diversidad de especies de arboles tropicales se reconoce cada vez
més como vital para la salud del planeta y especialmente importante para apoyar la mitigacion
del cambio climatico. Sin embargo, estan mal integrados en los sistemas alimentarios (Jansen et
al., 2020).

11.2.2. SEGURIDAD ALIMENTARIA

Seguridad Alimentaria segun la FAO y las politicas nacionales la definen como:
“Seguridad alimentaria nutricional es el acceso fisico, econémico y socio cultural de todas las
personas en todo momento a alimentos suficientes, inocuos y nutritivos, de manera que puedan
ser utilizados adecuadamente para satisfacer sus necesidades nutricionales, a fin de llevar una
vida activa y sana” (Rodriguez, 2019).



11.2.2.1. Componentes de la seguridad alimentaria

1. Componente Disponibilidad: A nivel local o nacional tiene en cuenta la produccion, las
importaciones, el almacenamiento y la ayuda alimentaria. Para sus estimaciones se han de tener
en cuenta las pérdidas postcosecha y las exportaciones de alimentos (FAO, 2019).

2. Componente Acceso: El acceso a los alimentos puede ser fisico y/o econémico. La falta de
acceso fisico se da cuando los alimentos no estan disponibles en cantidad suficiente alli donde
se necesita consumirlos. El aislamiento de las poblaciones y la falta de infraestructuras pueden
incidir en la imposibilidad de contar con alimentos en condiciones adecuadas de manera
permanente o transitoria. A menudo, el acceso se analiza desde una perspectiva de ausencia de
renta de las personas para alimentarse con regularidad, calidad y dignidad, debido a la
imposibilidad de pagar los precios de los alimentos dado el bajo poder adquisitivo de la
poblacion (FAO, 2019).

3. Componente Consumo: Se refiere a que las existencias alimentarias en los hogares
respondan a las necesidades nutricionales, a la diversidad, la cultura y las preferencias
alimentarias. También tiene en cuenta aspectos como la inocuidad, la dignidad, las condiciones
higiénicas de los hogares y la distribucion con equidad dentro del hogar (FAO, 2019).

4. Componente Utilizacion Bioldgica: Esta relacionada con el estado nutricional, como
resultado del uso individual de los alimentos (ingestion, absorcion y utilizacion) y el estado de
salud. A continuacion, se definen los términos mas habituales relativos a la nutricion en el
marco de la seguridad alimentaria:

 Subnutricion: Inseguridad alimentaria crénica, en que la ingestion de alimentos no cubre las
necesidades energéticas basicas de forma continua.

» Malnutricion: Estado patoldgico resultante por lo general de la insuficiencia o el exceso de
uno o varios nutrientes o de una mala asimilacion de los alimentos.

 Desnutricion: Estado patologico resultante de una dieta deficiente en uno o varios nutrientes
esenciales o de una mala asimilacion de los alimentos. Entre los sintomas se encuentran: retraso
del crecimiento, insuficiencia ponderal, capacidad de aprendizaje reducida, salud delicada y
baja productividad (FAO, 2019).

5. Componente Estabilidad: Se refiere a solventar las condiciones de inseguridad alimentaria
transitoria de caracter ciclico o estacional, a menudo asociadas a las campafias agricolas, tanto
por la falta de produccion del alimento en momentos determinados del afio, como por el acceso
a recursos de las poblaciones asalariadas dependientes de ciertos cultivos. En este componente
juega un importante papel la existencia y disponibilidad de infraestructura de almacenamiento a
nivel nacional y/o local en condiciones adecuadas, asi como la posibilidad de contar con
recursos alimenticios e insumos de contingencia para las épocas de déficit alimentario (FAO,
2019).

La prevalencia del sobrepeso y la obesidad esta aumentando rapidamente entre los

nifios latinoamericanos, lo que plantea desafios para los sistemas de salud actuales y aumenta el
riesgo de una amplia gama de enfermedades. En toda la region, los nifios enfrentan una doble
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carga de desnutricion y exceso de peso. Si bien los esfuerzos para abordar la desnutricion han
logrado mejoras notables, la obesidad infantil esta en aumento como resultado de dietas que
favorecen alimentos ricos en energia y pobres en nutrientes y la adopcién de un estilo de vida
sedentario (Corvalan et al., 2017).

11.2.2.2. La inseguridad alimentaria

La inseguridad alimentaria en los paises subdesarrollados se debe a la incapacidad de
los hogares en adquirir los alimentos debido al bajo poder adquisitivo. Los problemas
alimenticios que generan la inseguridad alimentaria en Ecuador no se originan por la escasa
disponibilidad de los alimentos, estos se generan por el pobre acceso econdmico de los hogares
a los alimentos para un régimen de alimentacion que satisfaga las demandas nutricionales
(Eche, 2018).

Las personas que experimentan una inseguridad alimentaria moderada afrontan
incertidumbres sobre su capacidad para obtener alimentos y se han visto obligadas a reducir, en
ocasiones durante el afio, la calidad o la cantidad de alimentos que consumen debido a la falta
de dinero u otros recursos. Esta hace referencia, por tanto, a una falta de acceso continuado a
los alimentos, lo cual disminuye la calidad de la dieta, altera los habitos alimentarios normales y
puede tener consecuencias negativas para la nutricion, la salud y el bienestar. En cambio, en el
caso de las personas que afrontan una inseguridad alimentaria grave es probable que se hayan
guedado sin alimentos, hayan experimentado hambre y, en las situaciones mas extremas, hayan
pasado varios dias sin comer, lo cual pone su salud y bienestar en grave riesgo (FAO, 2019).

Inseguridad alimentaria grave segun las ultimas estimaciones del afio 2018 supone el
9,2% de la poblacién mundial (o0 algo mas de 700 millones de personas), lo cual implica
reducciones de la cantidad de alimentos consumidos hasta el punto de que estas personas
pueden haber experimentado hambre. No resulta sorprendente que la cifra de 2018 y los niveles
registrados durante el periodo comprendido entre 2014 y 2018 guarden una coherencia amplia
con los relativos a la prevalencia de la subalimentacion, lo cual confirma la complementariedad
entre los dos indicadores a la hora de hacer un seguimiento del alcance de la privacion de
alimentos grave o “hambre” (FAQ, 2019).

11.2.3. CLASIFICACION E IDENTIFICACION DE LA AGROINDUSTRIA
ALIMENTARIA DE ECUADOR

Segun datos del Ministerio de Agricultura y Ganaderia del 2019 la clasificacion de la
agroindustria alimentaria tiene mayor peso con un 68% a diferencia de las no alimentarias. Esto
es debido a que el pais genera gran variedad de alimentos y a su vez esta se subdivide en 133
actividades de la agroindustria que corresponden a: sin transformacion, almacenamiento y con
transformacion (MAG, 2019). En el afio 2002, en el Ecuador, expidieron el decreto del
Reglamento de Buenas Practicas de Manufactura para Alimentos Procesados en las empresas,
con el objetivo de que obtengan el Registro Sanitario de sus productos alimenticios.

El sector de la industria alimentaria es ese gigante invisible o poco valorado, necesario

para la supervivencia y desarrollo de un pais y que pese a estas caracteristicas, no es tomado en
cuenta con la importancia que merece, es el que se encarga de cubrir una de las necesidades
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basicas del ser humano como es la alimentacion y que se encuentra al mismo nivel que la salud,
el descanso y otras funciones vitales ( Fuentes-Pérez, 2020).

La clasificacion de la agroindustria en el Ecuador estd en funcién de los productos que
interviene en los procesos productivos y su valor agregado, sin embargo, Ofate et al. (2021)
propuso otra clasificacion de la agroindustria ecuatoriana que, en general, incluye la alimenticia
y la no alimenticia (Tabla 11.1). Esta particular clasificacion identifica cuatro sectores
agroindustriales vinculados a la produccion, transformacién (procesamiento), comercializacion
y distribucion de alimentos para el consumo en general (Ofiate et al., 2021).

Tabla I1.1. Clasificacion e identificacion de la agroindustria alimentaria del Ecuador.

Tipo de Agroindustria Condiciones de Produccion Productos
Primario Exportadora  Grandes extensiones de tierra. Banano, café.
tradicional Uso de agroquimicos. Cacao, cafia de azlcar

Mayor inclusién de mano de obra.

Agroindustria de Extensiones medias y grandes de tierra Cereales grasas vegetales.
produccion de vegetales Dependiendo del tipo de cultivo Aceites y otros.
y derivados Mayor inclusion de la produccidn campesina

Uso medio de mano de obra y agroquimicos.

Agroindustria de Mayor nivel de tecnologia. Enlatados, harinas
procesamiento de Mano de obra especializada. Refrescos, jugos, otros.
alimentos y bebidas Produccién en cadena.

Agroindustria de Grandes extensiones de tierra. Queso, yogurt,
procesamiento de Mano de obra menor en labores de pastoreo, mantequilla, carnes, aceites
lacteos y carne cuidado y ordefio. y grasas animales

Mayor inversion en tecnologia.

Fuente: (Ofate et al., 2021)

11.3. PRODUCTOS VEGETALES CON ESCASA REVALORIZACION
11.3.1. LAS CADENAS DE VALOR

Las cadenas de valor dentro del sector agroalimentario son importantes puesto que
permiten a las empresas tomar decisiones para reducir el riesgo e incrementar los beneficios.
Esto a su vez permite realizar un trabajo de planificacion y contribucién de informacion,
mercadeo y estructura de costos (mano de obra, maquinaria, materia prima, insumos, entre
otros), que se comparten para obtener la mayor ganancia y la competitividad de la cadena
(Durén, 2020).

La implementacion de la cadena de valor en los agronegocios se convierte en un
instrumento efectivo para combatir la desigualdad entre productores, al favorecer mayores
ingresos de los productores y una apropiacion mas equilibrada del valor agregado, por lo que
una correcta implementacién de las politicas publicas tienen un papel central en estos procesos,
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por ende el gobierno nacional y los gobiernos locales juegan un papel primordial en el
desarrollo de las cadenas de valor como herramienta administrativa eficiente (Poma, 2022).

La produccion y el consumo de alimentos y por ende su comercio internacional se
enfrentan a una creciente demanda en términos de volumen y calidad. Su vinculo con el
desarrollo sostenible, la pobreza, la nutricion y los impactos ambientales mantiene al sector en
el centro de numerosas politicas nacionales y mundiales (Figura 11.4). En ese contexto, la
cadena de valor alimentaria (que incluye actores en distintos paises) esta incorporando nuevas
practicas que pretenden integrar todas estas dimensiones. A la inocuidad se han sumado una
serie de atributos relacionados con el cultivo, procesamiento y comercializacion de los
alimentos, en un esquema de corresponsabilidad (Olmos, 2017).

Elementos
ambientales

“‘ L
Entorno nacional propicio Elementos sociales '

OSTENIBILIDAD

Entorno mundial propicio

Figura I1.4. Marco conceptual de las cadenas de valor alimentarias sostenible. Fuente: (Olmos,
2017).

11.3.2. VALORIZACION DE SUBPRODUCTOS

Las empresas de procesamiento de alimentos estan controladas por influencias sociales
e intereses econdmicos, pero sus esfuerzos con respecto a la reduccién de la pérdida y el
desperdicio de alimentos son muy diferentes. Las empresas de procesamiento de alimentos son
responsables de hasta 18 por ciento del desperdicio total de alimentos en paises de Europa.
Entre el 10 y el 55 % de la pérdida de alimentos y los residuos pueden clasificarse como
evitables durante el procesamiento, ya que las empresas producen diferentes cantidades de
desperdicio de alimentos por diferentes razones. La pérdida y el desperdicio de alimentos
emergentes estan basados en decisiones comerciales, gestion ineficiente, garantia de calidad o
en general manipulaciéon de alimentos (almacenamiento y preparaciéon). La generacién de
pérdida y desperdicio de alimentos depende de la tecnologia que se utilice y de la naturaleza del
alimento mismo (Rosler et al., 2021). Ademas, la agroindustria en general produce grandes
cantidades de subproductos y residuos en las diferentes etapas de los procesos productivos que
actualmente supone una problematica a nivel mundial, debido a que en la mayoria de los casos
no son procesados o dispuestos adecuadamente, situacion que contribuye al proceso de
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contaminacion ambiental. EI impacto de estos residuos se puede disminuir en el medio
ambiente y no afectar a las comunidades aledafias. La clave es una buena gestién de los
residuos que el proceso genera, lo cual permite aprovechar los nutrientes que estos residuos
poseen para otros cultivos o para la produccion de otros productos como energia,
biocombustible, alcoholes, etc. (Garcia et al., 2022).

En todo el mundo, los enfoques inspirados en el modelo de Economia Circular han ido
en constante aumento, generando nuevas oportunidades de negocio, como la recuperacién de
moléculas de alto valor afiadido como, por ejemplo, los pigmentos, los polifenoles, la fibra, etc.
a partir de residuos de alimentos vegetales que pueden aplicarse como aditivos alimentarios. De
hecho, el desperdicio de alimentos es un problema global que no parece estar disminuyendo, lo
que genera problemas econdmicos, ambientales y sociales. Ademas, el empleo de sustancias de
sintesis, como por ejemplo los tintes sintéticos se han asociado con efectos adversos en la salud
humana, lo que fomenta la investigacion para explorar pigmentos mucho mas seguros, naturales
y ecologicos (Lombardelli & Esti, 2022). Por lo tanto, la valorizacion de los subproductos
alimentarios en el marco de una economia circular se esta volviendo cada vez mas crucial por
razones econdémicas y medioambientales (Rojo et al., 2020).

En la agroindustria, las materias primas son sometidas a procesos de adecuaciéon o
transformacion para darle valor agregado, mediante la implementacidn de operaciones unitarias
para facilitar su consumo; generando una de las principales problematicas ambientales en
nuestro medio, la alta produccion de residuos. En algunos casos estos residuos son tratados
hasta reducir el impacto negativo que su emision, vertimiento o disposicion pudiera generar;
convirtiéndolos en un producto Util y de mayor valor agregado que solucione una problematica
y genere ingresos econdmicos adicionales (Cury et al., 2017).

La valorizacion de primera generacion se orienta a la obtencién de productos de
consumo: alimento para animales, compost, sustrato para cultivos de hongos, biogas, bioetanol,
biohidrégeno; mientras que la de segunda generacién, busca la extraccion de componentes tales
como fenoles, azlcares, almidon, ceras, resinas, pectina, celulosa, colageno, quitosano,
aminoacidos, etc. para la fabricacion de productos basicos y especialidades quimicas, a través
de procesos de conversidn quimica y catalitica, conversién biol6gica y sintesis limpia. Ademas,
la revalorizacion de subproductos agricolas permite aprovechar los generados diariamente.

11.3.3. PRINCIPALES CULTIVOS DE ECUADOR

Dentro de la produccion agropecuaria se encuentra distribuida por provincias en
funcion al nimero de hectéreas cultivadas como se detalla en la Tabla I1.2. Se encuentran los
principales cultivos que se siembran en las cinco provincias del Ecuador con su superficie
respectiva. Los cultivos méas representativos son: Banano, platano, mango y cacao, todos ellos
son cultivos de exportacidn. Otros cultivos son para el consumo interno como: arroz, café, cafia
de azucar, palma africana, maiz duro, naranja y maracuya reportados por el Ministerio de
Agricultura y ganaderia (MAG, 2021).
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Tabla 11.2. Principales cultivos por provincias de la Costa de Ecuador en hectareas (2019).

Cultivo Santa Elena Guayas Manabi Los Rios El Oro Total
Arroz 207.706 6.621 69.649 1.760 285.736
Banano 1.602 36.674 3.214 56.324 43.066 140.880
Cacao 400 36.674 114.553 133.219 11.534 296.380
Café 60 12.035 642 12.677
Caria de 159 89.854 1.087 90.941
Azlcar
Platano 772 9.648 49.658 345 59.651
Palma 6.373 22.209 37.806 66.388
Africana
Maiz duro 4.467 41.364 94.203 96.320 2.257 234.144
Naranja 6.767 6.767
Mango 68 20.382 20.382
Maracuya 1.890 1.890

Fuente: (Burgos, 2021)

Durante el afio 2020 los cultivos agricolas con mayor produccion en ecuador fueron:
azucar de cafia (42,2%), bananos (23,1%), aceite de nuez de palma (9,4%), arroz (5,1%) y maiz
(5,0%), por lo que estos 5 cultivos representaron 22.127.255 toneladas, es decir, el 84,8% del
total de la produccién nacional (INEC, 2020).

En cuanto a los cultivos con mayor superficie cosechada estuvieron: cacao (23,8%),
maiz (15,4%), arroz (14,1%), aceite de nuez de palma (8,5%) y bananos (7,3%), con un total de
1.530.623 hectéreas, el 69,2% del total nacional, seguidos por: azucar de cafia, platanos y otros,
abacd, cafiamo de manila, café, verde y papas, patatas (INEC, 2020).

11.4. CACAO (THEOBROMA CACAO L.)

Como se ha comentado con anterioridad, Ecuador gracias a su riqueza en recursos
bioldgicos y sus condiciones geograficas brinda unas condiciones climéticas adecuadas para el
cultivo del cacao. Durante el siglo XX el orden socioecondémico ecuatoriano se desarrollaba en
gran medida alrededor del mercado internacional del cacao (Theobroma cacao L.). Hoy en dia,
el Ecuador posee un importante predominio en este producto. Mas del 70% de la produccién
mundial de cacao Fino de aroma se origina en el pais, convirtiéndolo en el mayor productor de
este tipo de cacao en el mundo. Del total de la exportacion ecuatoriana se estima que un 75% es
de la variedad de cacao Fino de aroma; mientras que el restante 25% pertenece a otras
variedades consideradas cacao corriente, dentro de este grupo se encuentra el clon CCN-51
(INEC, 2021b). En 2021, la superficie plantada de cacao a nivel nacional fue de 626.962
hectareas. En Ecuador, la produccion de cacao se concentra un 80% en las provincias de
Guayas, Los Rios, Manabi, Esmeraldas, EI Oro y Santa Elena, mientras que el resto se
distribuye en las provincias de la Amazonia. En la Tabla 11.3 se puede observar la superficie
cultivada de cada a nivel nacional durante los afios 2019, 2020 y 2021.
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Tabla 11.3. Superficie plantada de cacao a nivel nacional.

Afio Superficie (Has.) Produccion Ventas (Tm)
Plantada Cosechada (Tm)

2019 601.954 525.435 283.680 375.798

2020 590.579 527.347 327.903 327.415

2021 626.962 543.547 302.094 301.807

Fuente: (INEC, 2021b)

A nivel nacional hay una distincion clara de dos grupos: los pequefios productores, con
menos de 10 ha con sistemas de produccion limitados, con plantaciones asociadas a otros
cultivos y arboles y el grupo de los medianos y grandes productores cuyas plantaciones en su
mayoria son de monocultivos (Poma, 2022).

Los granos de cacao son las semillas crudas fermentadas o sin fermentar del arbol de
cacao. Este arbol, procedente de la zona septentrional de América del Sur y actualmente
difundido por todo el cinturdn tropical, requiere un clima himedo y célido, con temperaturas
anuales medias de 24-28°C, prospera en alturas hasta de 600 m y se cultiva frecuentemente
junto a plantas umbrosas (Antiasaran, 2000). El fruto se considera botdnicamente como una
baya, tiene forma y mide de 15 a 25 cm de largo por 7-10 cm de grosor. En su interior contiene,
insertos en una pulpa viscosa, entre 25 y 50 granos ovales aplanados, de unos 2 cm de longitud
y 1 cm de anchura. Un arbol de cacao en la cumbre de su productividad proporciona entre 0,5y
2 kg de granos por afio. Para el aroma del cacao y para los productos fabricados con él, es
importante que los frutos se recolecten bien maduros, sin llegar a la maduracion excesiva
(Quicazan et al., 2017). En cuanto a su composicion nutricional, se puede observar en la Tabla
11.4, que es un producto cal6rico, con alto contenido en hidratos de carbono y grasas.
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Tabla 11.4. Nutrientes del cacao por 100 g de porcion comestible, extraido del archivo

canadiense de nutrientes (CNF, consultado en 2023).

Nombre del nutriente

Humedad
Ceniza

Proteina

Grasa total
Carbohidratos
Energia (kcal)
Fibra, dieta total
Azlcares, total
Calcio, Ca
Hierro, Fe
Magnesio, Mg
Fosforo, P
Potasio, K
Sodio, Na

Zinc, Zn

Cobre, Cu
Manganeso, Mn
Selenio, Se
Folacina, total
Folato natural
Niacina

Acido pantoténico
Riboflavina
Tiamina
Vitamina B-6
Colina, total
Vitamina k
Tocoferol, alfa
Acidos grasos, saturados, totales
14:0

16:0

18:0

Acidos grasos, monoinsaturados, totales

18:1
Acidos grasos, poliinsaturados, totales

Cafeina
Teobromina
Luteina y zeaxantina

Unidad

Q O X o @ @ @

- tE T
S EIEE S EEEEEEEEEE

mg

mg
mg
ug

Fuente: (CNF, 2023; Food code : 4223, 2015).

Valor por 100 g de porcién comestible

3,00
5,80
19,60
13,70
57,90
228
37,0
1,75
128
13,86
499
734
1524
21
6,81
3,788
3,837
14,3
32
32
2,185
0,254
0,241
0,078
0,118
12.0
2,5
0,10
8,070
0,020
3,690
4,250
4,570

4.570
0,440

230
2057
38
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11.4.1. VARIEDADES DE CACAO CULTIVADAS EN ECUADOR

En Ecuador se cultivan diferentes tipos, cultivares y variedades de cacao, predominando
el clon de cacao CCN-51 (Coleccion de Castro Naranjal) y el cacao de tipo Nacional X
Trinitario, también conocido como "Fino de Aroma" o "Arriba" (Diaz & De Vuyst, 2022).
Ecuador por su posicion geografica esta ubicado en la franja tropical, que lo expone a cambios
ambientales y riesgo fitosanitario para cultivos aln mayores es asi que es de vital importancia
desarrollar un sistema de trazabilidad para este producto de exportacion para cumplir con las
caracteristicas de calidad e inocuidad a nivel nacional e internacional (Freire, 2018), el cacao
Fino de Aroma, es un producto muy valorado en el mundo, por su sabor suave y aromatico
(Guzmén, 2020; Sotomayor el al., 2017).

El cacao nacional es también conocido como Fino de Aroma, debido a que tiene una
fermentacion rapida, que le otorga al chocolate un sabor y aroma muy agradable, dicho cacao
por su sabor resaltante, tiene la denominacion de cacao “sabor arriba”, 1o que repercute en una
mayor proporcion de exportacion y consumo, sin embargo sus semillas tienden a ser mas
pequefias que los clones (CCN-51), su produccion también es mucho mas reducida, por ende su
costo de produccion es mas elevado, en comparacion con otras variedades (Freire, 2018). El
fruto de cacao Fino de Aroma es de color amarillo intenso, ovoide con superficie rugosa y
también los hay cuyos frutos son de color rojo, y aungue los subproductos de su procesamiento
representan un problema de disposicion importante para la industria, también son fuentes
prometedoras de compuestos que pueden ser utilizados debido a su propiedades favorables
tecnolégica o nutricional (Murillo et al., 2020).

Existe un hibrido denominado CCN-51, también conocido como ramilla, en
comparacion con el cacao Fino de Aroma. Genera mayores rendimientos por hectarea y
menores costos de produccién (manejo), debido a su alta resistencia a plagas y enfermedades.
El fruto de cacao CCN-51 es de color variable como rojo, morado, café. Este clon CCN-51 se
caracteriza por su alta capacidad productiva, siendo esta cuatro veces mayor a las producciones
en huertas tradicionales.

La disponibilidad de variedades genéticamente mejoradas con mayor productividad que
el CCNb51; es una prioridad dentro de los programas de mejoramiento genético de cacao fino de
aroma de Ecuador. La obtencion de variedades con mayor valor econdmico depende de dichos
procesos de mejoramiento y de seleccién conducidos en centros de investigaciéon como la
Estacion Experimental Tropical Pichilingue (EETP) del Instituto Nacional de Investigaciones
Agropecuarias (INIAP). En esta Estacion Experimental, el pais cuenta con un banco de
germoplasma de cacao compuesto por varias colecciones vivas, ademas de parcelas de
observacion y nuevas poblaciones hibridas creadas durante las ultimas décadas (Sotomayor et
al., 2017).

Los derivados de cacao se definen como productos que se obtienen por extraccion,
prensado, o pulverizacién, y que pueden ser tratados quimicamente y mezclados o no con
azUcares u otros ingredientes (NOM-186, 2020). La grasa de cacao también llamada manteca de
cacao es utilizada particularmente en productos como chocolates, confiteria, reposteria,
cosméticos y en la industria farmacéutica (Sanchez et al., 2016).

La fermentacion es una de las tecnologias de procesamiento de alimentos mas antiguas
del mundo. Para los productos de cacao y café, la fermentacién microbiana juega un papel
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importante en sus procesos de produccion y puede tener un impacto importante en la calidad y
el valor del producto (Kim-Ngoc et al., 2022). El cacao y el café son los pocos productos
alimenticios que quedan producidos a escala mundial donde la fermentacién ocurre de manera
espontanea. Si bien se han realizado importantes investigaciones con respecto a la mejora de
cultivos iniciadores utilizados en el procesamiento de café y cacao, se han hecho muy pocos
esfuerzos para su implementacion en condiciones de campo (Melo, 2015). En general, los
procesos fermentativos del cacao estan dominados por levaduras de los géneros Hanseniaspora
y Candida, bacterias &cido-lacticas del género Lactobacillus, y las bacterias acido-acéticas del
género Acetobacter (Lagunes et al., 2007). Se han evaluado los efectos en la calidad de la
modificacion en el inicio de los procesos de fermentacion mediante la aplicacion de una cepa de
levadura Kluyveromyces marxianus, que aumento el volumen de liquido drenado y afecto la
estructura de la poblacion de microorganismos durante la fermentacion, lo que mejora hasta el
final del proceso (Leal et al., 2008). En otro estudio, un consorcio iniciador de Saccharomyces
cerevisiae, Lactobacillus plantarum y Acetobacter aceti fue definido para fermentar los granos
de cacao. El efecto de los consorcios de cultivos iniciadores sobre la fermentacién y la calidad
del cacao es significativo por lo que se podria adaptar el proceso de factibilidad tecno
econdmica con indculos precisos (Saunshi et al., 2020).

11.4.2. SUBPRODUCTOS DEL CACAO. EXTRACCION DEL MUCILAGO DE
CACAO

Las moliendas mundiales de cacao en grano aumentaron levemente en casi 1% durante
la camparfia 2019/20, elevandose asi de 4 631 miles de toneladas a 4 669 miles de toneladas. A
nivel regional, se han incrementado en casi 1% las proyecciones para Europa (de 1 647 miles de
toneladas a 1 671 miles de toneladas), las Américas (de 872 miles toneladas a 880 miles
toneladas) y Asia y Oceania (de 1 105 miles de toneladas a 1 116 miles de toneladas) (Romero,
2020). La mazorca de cacao estd constituida por la cascara o vaina de la mazorca de cacao
(CM), exudado del mucilago (P) y céscara de la semilla (CS) (Figura I1.5), equivalentes
alrededor del 70-80% del fruto total en peso seco. Dentro de los componentes de la mazorca de
cacao contiene placenta que envuelve a las almendras, la cocota que es la parte fibrosa que sirve
como proteccion de las semillas y el mucilago es la parte liquida que controla el desarrollo de
las semillas.
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Figura I11.5. Componentes de la mazorca de cacao.

Como se ha comentado anteriormente, la produccion de cacao conlleva la generacion de
un gran numero de residuos y subproductos. Como se muestra en la tabla 11.5, las diferentes
partes de la mazorca del cacao han sido empleadas para diferentes fines.

Tabla 11.5. Resumen de los subproductos del cacao.

Aplicaciones

Producto

Componente del
cacao

Referencia bibliogréfica

Biocombustibles

Produccién bioguimica

de hidrégeno (BHP)

Biogas

Biocombustible

mucilago de cacao

mucilago de cacao
vaina de la mazorca del
cacao

mucilago de cacao

Rangel et al. (2021).

Rojas et al. (2020); Delgado-
Noboa et al. (2021); Romero et
al. (2018); Koido et al. (2018);
Dahunsi et al. (2019a; (2019b);
Suhartini et al. (2021); Muharja

et al. (2023).

Carvajal et al. (2018);
Igbinadolor & Onilude, (2013);
Hernéndez-Mendoza et al.
(2021)

Biodetoxificacion

Tratamiento de aguas
residuales

Bioadsorbente

mucilago de cacao

mazorca del cacao

Andrade, (2021).

Eletta et al. (2020); Lopez et al.
(2022); Tejeda-Tovar et al.
(2022)

Usos cosmeéticos

Tintes

mazorca del cacao

Fioresi et al. (2017); Svarc-
Gaji¢ et al. (2023); Karim et al.
(2016); Gyedu-Akoto et al.
(2015); Gabbay et al. (2017).

Componentes

Polifenoles

mucilago de cacao

Gabbay et al. (2019); Valadez-
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Aplicaciones

Componente del

Producto
cacao

Referencia bibliogréfica

bioactivos

Produccidn de celulosa

mucilago de cacao
La cascara del grano de

Antioxidantes
cacao

Carmona et al. (2017).
Saavedra et al. (2021).
Llerena et al. (2023); Aranaz et
al. (2019)

Proteinas mazorca de cacao

Rojo-Ventura et al. (2020);
Bonvehi & Coll, (1999); Awang
et al. (2010); Okiyama et al.
(2019); Bonvehi & Coll, (1999);
Chung et al. (2003).

vaina y las cascaras de

Fibra y pectinas .
yP las semillas

Martinez et al. (2012); Rojo-
Poveda et al. (2020);
Lecumberri et al. (2007); Nsor-
Atiana et al. (2012); Chan &
Choo, (2013); Jarrin-Chacén et
al. (2023); Vriesmann et al.
(2012); Adi-Dako et al.
(2018); Samuel (2006).

Semillas y cascara de

Metilxantinas
cacao

Heck & De Mejia, (2007);
Sansone et al. (2017).

Recubrimientos
comestibles

Barreras bioactivas mucilago de cacao

Actividad

_ . mucilago de cacao
antimicrobiana

Bioconservante mucilago de cacao

(Solanoo et al., 2018).
(Moreno et al., 2021) (Medina-
Jaramillo et al., 2020) (Nazir &

Sayuti, 2018) (Azmin & Nor,
2020) (Hutomo et al., 2012).
Morante-Carriel et al. (2023);

Meersman et al. (2013);

Papalexandretou et al. (2011);
Munekata et al. (2020).

Produccién de
microorganismos

Biopesticida mucilago de cacao

Fertilizantes

. mucilago de cacao
convencionales

Achi et al. (2020); Akpo et al.
(2020)

Aboyeji et al. (2016); Ayeni et

al. (2008); Santana et al. (2018)

Alimentacién
animal

Mazorca y mucilago de

. - cacao
Mezclas alimenticias

mazorca de cacao

Laconi & Jayagenara (2015);
Silva et al. (2005).
Esong et al. (2015); Sobamiwa
et al. (1994)

Nuevos alimentos

La miel de cacao mucilago de cacao

Emulsificantes y
retenedores de
humedad

vaina de cacao

Edulcorantes mucilago de cacao

Bebidas fermentadas

. . mucilago de cacao
tipo vino

Panificacion vaina de cacao

Guirlanda et al. (2021); Afolabi
et al. (2015); Klis et al. (2023)

Delgado-Ospina et al. (2021);
Flor et al. (2023)

Moreira-Macias et al. (2023);
Guirlanda et al. (2021); Firdaus
et al. (2022).

Tinh et al. (2016); Yuliana et
al. (2023); Klis et al. (2023)
Amir et al. (2013); Martinez-
Cervera et al. (2011)
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La vaina de la mazorca del cacao es el principal subproducto del cacao, suponiendo
entre el 67 y 76% del peso total del fruto (Campos-Vega et al., 2018). Dicho de otra manera, se
generan 10 toneladas de vaina de mazorca de cacao por cada tonelada de semillas. La vaina de
la mazorca es generalmente desechada por los agricultores tras su separacion de las semillas del
cacao, constituyendo un serio problema de generacion de residuos a la vez que se desaprovecha
un recurso con gran potencial para su revalorizacion (Makinde et al., 2019; Vriesmann et al.,
2011). La composicion de este subproducto se basa en proteinas (5,9-9,1%), carbohidratos
(46,6%), fibra (22,6-35,7%), grasa (1,2-10%) y minerales entre otros (Makinde et al., 2019;
Oddoye et al., 2013).

En cuanto a las cascaras de las semillas de cacao (CS), es uno de los principales
subproductos de la transformacion del cacao, que representan del 10% al 17% del peso total del
grano de cacao. Los datos acerca de su composicion son altamente variables, aunque se pueden
sefialar como rangos de valores 7,8-70,2% de carbohidratos, 10,3-27,4% de proteinas, 17,4-
66,3% de fibra y 1,5-8,4% de grasa (Makinde et al., 2019; Rojo-Poveda et al., 2020). Ademas,
presenta compuestos volatiles del cacao, minerales, vitaminas y un gran espectro de polifenoles
y metilxantinas.

Finalmente, el subproducto objeto de esta tesis doctoral, el mucilago del cacao, también
llamado exudado, “agua de cacao” o “miel de cacao”, ha sido generalmente considerado un
desecho porque su almacenamiento es delicado a temperatura ambiente. Presenta una
composicioén rica en carbohidratos (68 g/100 g de materia seca), cenizas (7,5 g/ 100 g de
materia seca), proteinas (5,5 g/100 g de materia seca) y grasas (2 g/100 g de materia seca),
aunque existen diferencias marcadas en funcién de la variedad de cacao como demostraron
Chang et al. (2023) al comparar el exudado de las variedades Fino de Aroma, CCN-51 y IMC-
67. La fibra dietética total supone alrededor de 17 g/100 g de materia seca (Anvoh & Gnakri,
2009; Neto et al., 2016; Santos et al., 2014; Silva et al., 2014). Ademas, presenta un interesante
contenido en compuestos con actividad biolégica como el contenido en compuestos fendlicos,
con valores superiores a 100 mg de equivalentes de &cido galico/100 g de muestra, y
actividades antioxidantes mediante los métodos ABTS, DPPH y ORAC de alrededor de 4 LM
equivalentes de trolox/g (Llerena et al., 2023; Martinez et al., 2012). Ademas, se caracteriza por
su contenido en diferentes &cidos organicos como acido citrico (2,1-2,4 %), acido lactico (0,03
%) y acido acético (0,04%). Contiene también vitaminas como el &cido ascérbico y la
cobalamina (Sakia et al., 2022).

La extraccion del mucilago del cacao comienza tras la ruptura en el campo de las
vainas, en las que las semillas son extraidas junto con la pulpa mucilaginosa (Rojo-Poveda et
al., 2020). Tras la extraccion de las semillas y la pulpa comienza una fermentacidn espontanea
en el propio campo. Esta fermentacién continla en bateas, y tiene un gran impacto en el
desarrollo de los precursores del aroma del cacao. La microbiologia del mucilago del cacao
tiene un impacto determinante en el sabor del cacao, que es la propiedad organoléptica méas
importante segun los consumidores de chocolate. Entre los grupos microbianos, las levaduras
tienen un papel esencial en la generacién de los compuestos volatiles asociados a la calidad del
cacao. A traves de reacciones asociadas con el metabolismo de los aminoacidos, las levaduras
generan importantes aromas precursores como ésteres de acetato y ésteres etilicos de acidos
grasos que son esenciales para desarrollar sabores afrutados y aromas en el producto final
(Gutiérrez et al., 2022). Ademas, algunas levaduras pueden tener propiedades pectinoliticas y
actividad antifangica, lo cual es deseable en el proceso de poscosecha del cacao. Se han
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identificado representantes de las Saccharomyces cerevisiae, Candida tropicalis, Pichia
kudriavzevii, Pichia galeiforms, Galactomyces Geotrichum, Wickerhamomyces anomalus.
Ademas, algunos aislados de levadura especificos podrian usarse como marcadores biol6gicos
para predecir la determinacion de las caracteristicas sensoriales del chocolate y para indicar el
origen geografico o la historia de procesamiento de los lotes de granos de cacao (Diaz & De
Vuyst, 2022; Junior et al., 2023; Koné et al., 2016). Ademas de las levaduras, diversas especies
de bacterias &cido-lacticas y &cido-acéticas han sido identificadas como Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus fermentum, Acetobacter pasteurianus y Acetobacter tropicalis, que
tienen un papel esencial en la modificacion del pH mediante la produccién de diversos acidos
orgénicos al igual que en la generacién de compuestos aromaticos (Lee et al., 2019).

Mediante las actividades enzimaticas de los microorganismos disminuye la densidad y
viscosidad del mucilago tras la degradacion de las pectinas. Con ello se facilita la incorporacion
de oxigeno y el estimulo para el desarrollo de bacterias acido-acéticas, que contintan la
fermentacion (Chagas Junior et al., 2020). Debido a la licuefaccion de la pulpa, este jugo es
drenado durante el comienzo de la fermentacidn hasta finalmente la pasteurizacion del cacao,
donde se obtiene la mayoria del jugo (Santos et al., 2014; De Vuyst & Leroy, 2020; Diaz-
Mufioz et al., 2021). El drenado del liquido tradicionalmente se ha realizado con prensas de
madera, aunque en la actualidad se estan introduciendo las prensas de acero para evitar la
contaminacion microbiana (Abballe et al., 2021). En la Figura 11.6 se muestra el aspecto del
mucilago o exudado del cacao.

Figura 11.6. Aspecto del mucilago, exudado, agua de cacao o miel de cacao (Guirlanda et al.,
2021).

Una vez obtenido el mucilago, es necesario aplicar métodos de conservacion para su
posterior utilizacién. Esto es debido a la elevada carga microbiana presente en este liquido
asociada a las diferentes etapas del proceso artesanal de produccién del cacao, a los materiales
inadecuados utilizados en su obtencion tanto en las estructuras como en los utensilios. Si los
microorganismos no se inactivan inadecuadamente, contindan los procesos microbianos
produciendo cambios reol6gicos y sensoriales no deseables. De hecho, el principal obstaculo
para su posterior utilizacion en la aplicacion de métodos de conservacién econémicamente
viables (Guirlanda et al., 2021).

A continuacidn, se detallan las principales operaciones realizadas posteriormente a la
extraccion de mucilago de cacao (Figura I1.7).
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Filtracion: En esta etapa se efectla para eliminar materiales vegetales que quedan de la
cosecha y semillas, ademas de piedras u otras sustancias extrafas.

Pasteurizacion: se incrementa su temperatura a 60°C durante 30 minutos para eliminar la
mayor parte de los microrganismos que naturalmente colonizan el cacao y que pueden
contaminar durante la posterior extraccién del mucilago ya que tiene contacto con pisos,
drenajes y cajas de madera en las cuales se fermenta el cacao para que adquiera mayor aroma.

Enfriamiento: Disminucion de temperatura para llevar a la siguiente etapa que es la
refrigeracion.

Refrigeraciéon: El mucilago es envasado en envases de cristal ya que puede activarse las
levaduras presentes en el cacao y, por lo tanto, se genera el proceso fermentativo incrementando
la presion interna en el envase. En esta fase el mucilago se mantiene durante 24 horas a 4°C
antes de ser aplicado.

Mucilago de cacao de las variedades CCN-51 v
Fino de aroma

Etapas para el
acondicionamiento
del mucilago
Temperatura 60°C
durante 30 minulos
Conservacion ]

24 horas a 4 °C antes de ser
aplicado

s

Figura 11.7. Operaciones posteriores a la extraccion de mucilago de cacao.

11.4.2.1. Subproductos del cacao y sus aplicaciones

A pesar de que el aprovechamiento y la revalorizacion de los subproductos y residuos
del cacao en Ecuador esta todavia muy lejos de alcanzar unos resultados razonables, existen
diversas investigaciones que ponen de manifiesta la posibilidad de generar valor afiadido a
partir de los deshechos de la produccién del cacao (Lu et al., 2018; Porto et al., 2022; Vasquez
et al., 2019). Para una mejor comprensioén de las aplicaciones y destinos de los diferentes
subproductos del cacao, se presenta la clasificacion en: alimentacion animal, produccién de
biocombustible, biodetoxificacion, usos cosméticos, extraccién de componente bioactivos,
plastificantes y recubrimientos comestibles, y finalmente su utilizacion en la innovacion
alimentaria.

24



o Fertilizantes y fitosanitarios

Algunos trabajos han puesto de manifiesto la utilizacion de los subproductos del cacao
como fertilizantes y fitosanitarios. El trabajo de Moreno et al. (2021) pone de manifiesto la
utilidad del mucilago del cacao para tratar ciertos fitopatdgenos propios del cultivo del cacao
como Moniliophthora roreri. La actividad antifingica se asocié a los &cidos organicos
presentes en el mucilago derivados de su fermentacién. Otros trabajos ponen de manifiesto que
el elevado contenido en minerales de la vaina del cacao, particularmente potasio, calcio y
fosforo, posibilitando la sustitucion parcial de fertilizantes convencionales por estos
subproductos (Aboyeji et al., 2016; Ayeni et al., 2008).

e Alimentacién animal

Segun Makinde et al. (2019) la totalidad de los subproductos del cacao son adecuados
para la alimentacion animal. Sin embargo, la revision bibliografica de estos autores pone de
manifiesto que su adecuacion para la alimentacion animal depende del tipo de subproducto, y
de los porcentajes de inclusion de subproductos del cacao en la dieta, pudiéndose encontrar
efectos perjudiciales si la sustitucion es muy elevada. Las vainas de la mazorca del cacao
constituyen una buena fuente para la alimentacion del ganado. Laconi & Jayagenara (2015)
evaluaron diferentes tratamientos sobre este subproducto para la alimentacién de novillos. Estos
tratamientos incluian la adicion de 1,5% de urea, 3% de molasas, 3% de contenido del rumen, e
indculos de Phanerochaete chrysosporium. La inclusion de cascara de cacao y polvo de cacao
puede ser una buena eleccion para mejorar la alimentacién de cabras basado en el uso de
subproductos de la industria cervecera (Aregheore, 2002). Del mismo modo, se ha observado
gue es viable sustituir hasta un 9% de harinas de maiz o soja con harina de cacao para la
alimentacion de cabras lactantes (Silva et al., 2005).

En cuanto a la alimentacién de los no rumiantes, se ha podido comprobar que la
sustitucion del maiz hasta en un 20% con vaina de mazorca de cacao no disminuyé las
ganancias de peso de conejos (Esong et al., 2015). Los resultados de la alimentacién de pollos
con vainas de mazorca de cacao muestran que la capa superficial de estas vainas, el epicarpio,
supone la principal limitacion para el uso de este subproducto debido a su elevado contenido en
lignina y pectinas que disminuyen los rendimientos en el crecimiento de los pollos (Sobamiwa
etal., 1994).

e Produccién de biocombustibles

La produccion de fuentes de energia a partir de biomasa estd creciendo de forma
exponencial en los Gltimos afios debido a la crisis en el sector energético y a las demandas
sociales de energias limpias provocadas por la alerta global asociada al cambio climético. Los
biocombustibles son la manera costo-eficiente méas efectivas para reducir emisiones de carbono,
puesto que la disminucion del diéxido de carbono producird un impacto positivo en el efecto
invernadero, reduciendo asi la contaminacion ambiental derivada por la quema de combustibles
fosiles (Macias et al., 2022). El alto contenido en azUcares reductores, carbohidratos y fibra de
los diferentes residuos del cacao posibilitan su utilizacibn como materia prima para la
generacién de etanol y otros biocombustibles. Los subproductos y residuos del cacao como
fuente de biomasa para la generacion de combustible y energia han sido ampliamente
estudiados (Carvajal et al., 2018); sin embargo, el alto contenido en cenizas puede suponer una
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limitacién para la combustién de estas materias, especialmente en el caso de las vainas de
mazorca de cacao (Martinez et al., 2012).

Igbinadolor & Onilude (2013) han revisado los aspectos clave de la utilizacién de las
vainas de las mazorcas del cacao para la produccion de bioetanol. En esta revision se pone de
manifiesto la importancia de los pretratamientos para transformar la lignocelulosa en fuentes de
carbono utilizables durante la fermentacion. La produccion de bioetanol a partir de la vaina de
la mazorca del cacao ha permitido determinar valores teéricos de rendimiento del 51,45%
(Herndndez-Mendoza et al., 2021). Sin embargo, el costo de produccién de etanol a partir de
biomasa lignocelulosa puede ser muy elevado (Pantoja, 2015).

Ademés de etanol, el empleo de subproductos, en concreto la vaina de la mazorca del
cacao, resulta interesante para la produccion de biogas, en el que la fermentacion anaerobio-
dirigida por bacterias acetogénicas y metanogénicas produce como componentes principales
metano, dioxido de carbono, sulfuro de hidrégeno y vapor de agua (Koido et al., 2018).
Nuevamente se pone de manifiesto la importancia de unos adecuados pretratamientos para
mejorar los rendimientos. En este sentido, la aplicacion de tratamientos con perdxido de
hidrégeno mejor6 en méas de un 70% los rendimientos en biogas a partir de cascara de mazorca
de cacao a los tratamientos acidos (Dahunsi et al., 2019a; 2019b). En el estudio de Valladares-
Diestro et al. (2022), el pretratamiento enzimatico de la vaina de mazorca de cacao y la
fermentacion con in6culos de Candida tropicalis y S. cerevisiae permitié obtener rendimientos
en etanol de hasta 45 g por kilo de materia prima. Ademas de las mazorcas del cacao, su
codigestion con hojas de cacao también ha producido buenos rendimientos en la generacion de
biogas (Suhartini et al., 2021). Por otra parte, se ha evaluado comparativamente con otras
fuentes la posibilidad de utilizar los residuos del cacao para la produccion bioquimica de
hidrégeno que, como ventajas, tiene una alta eficiencia energética, y su combustion no genera
emisiones contaminantes (Rangel et al., 2021).

Ademas de la vaina de mazorca de cacao, el mucilago, gracias a su composicion,
permite la produccion de bioetanol. Este residuo puede actuar como sustrato para proporcionar
biogas, y contiene altos niveles de azlcares, fibras, proteinas y nutrientes (Rojas et al., 2020).
En este sentido, los trabajos de Delgado-Noboa et al. (2021) y Romero et al. (2018) ponen de
manifiesto la viabilidad de utilizar este subproducto, obteniendo producciones de bioetanol de
hasta 23 g/L.

Una de las ultimas aplicaciones de las vainas de cacao en este &mbito ha sido la
produccion de biobutanol. Muharja et al. (2023) ponen de manifiesto la importancia de los
pretratamientos de depectinacion, delignificacion y tratamientos enzimaticos para alcanzar unos
rendimientos adecuados, llegando a una produccion de 20,4 g/L.

e Biodetoxificacion

Dentro de las soluciones sostenibles para reducir la contaminacién ambiental,
especialmente de los acuiferos, estd el empleo de subproductos agricolas como agentes de
biodetoxificacion. Tal es la importancia de las propiedades absorbentes de la vaina de mazorca
del cacao que Eletta et al. (2020) revisaron sus aplicaciones en este ambito en forma de
bioadsorbente, con o sin modificaciones quimicas, y como base para la produccién de carbon
activo. Las investigaciones ponen de manifiesto las excelentes propiedades adsorbentes frente a
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gran parte de los metales pesados (LOpez et al., 2022; Tejeda-Tovar et al., 2022) y tintes
(Fioresi et al., 2017) més preocupantes a nivel ambiental. Por su parte, el mucilago de cacao en
concentraciones adecuadas es eficaz en sustitucion parcial del FeCls en la eliminacion de la
carga contaminante de las aguas residuales que se producen en la obtencién tradicional del
almidon de yuca (Andrade, 2021).

e Usos cosmeéticos

Gracias a la riqueza en sustancias bioactivas de los subproductos del cacao se ha
planteado su uso cosmético. En este sentido, Svarc-Gaji¢ et al. (2023) obtuvieron, mediante
extraccion con agua supercritica, extractos que estuvieron caracterizados por su adecuado
contenido en compuestos fendlicos (37-45 mg GAE/g) y flavonoides (14-21 mg RE/g). Las
actividades antioxidantes se cuantificaron mediante los DPPH (IC50 ~ 11-13 pg/mL) y ABTS
(IC50 ~ 7-9 pg/mL). Con estos extractos se realizaron formulaciones de cremas con
propiedades de proteccion solar. Ademas, Karim et al. (2016) demostraron las propiedades de
extractos provenientes de la vaina del cacao para el tratamiento de las arrugas de la piel.

Otro uso interesante a nivel cosmético es el aprovechamiento de las cenizas de la vaina
del cacao, con alto contenido en potasa, para la elaboracion de jabones (Gyedu-Akoto et al.,
2015).

e [Extraccion de componentes bioactivos

Los subproductos de la produccién del cacao constituyen una interesante fuente de
compuestos bioactivos. Campos-Vega et al. (2018) y Rojo-Poveda et al. (2020) han revisado el
aprovechamiento de la vaina de la mazorca del cacao y la céscara de la semilla,
respectivamente, como fuente de compuestos bioactivos. Entre los subproductos del cacao, la
vaina de la mazorca, debido a su importancia, ha sido la mas ampliamente caracterizada en
cuanto al contenido de compuestos funcionales, seguido de la cascara de las semillas. A
continuacion, se muestras las fracciones de compuestos que mas interés han suscitado en la
comunidad cientifica, como son las proteinas, la fibra, los polifenoles y las metilxantinas.

- Proteinas

Las proteinas son los compuestos menos estudiados entre los obtenidos a partir de
subproductos del cacao. Los contenidos medios de proteinas en las vainas son del 8,5%,
inferiores a los encontrados en la cascara de las semillas situados en 10,3-27,4% (Rojo-Ventura
et al., 2020; Bonvehi & Coll, 1999). Awang et al. (2010) han identificado 44 proteinas de las
mas de 700 detectadas mediante analisis con MALTI-TOF/TOF MS. La funcion de estas
proteinas estd relacionada con el metabolismo celular y la produccion de metabolitos
secundarios. Algunos autores han propuesto la cascara de las semillas del cacao como fuente
para la extraccion de proteinas (Okiyama et al., 2019), que presentan con una adecuada
digestibilidad (Bonvehi & Coll, 1999). Los aminoacidos esenciales estan representados en su
totalidad, y suponen el 44,07% de los aminoacidos (Bonvehi & Coll, 1999; Chung et al., 2003).
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- Fibra

En cuanto a la fibra, se puede afirmar que los valores de fibra total dietética (39,2-66,3
0/100 g), fibra dietética soluble (7,0-16,9 g/100 g) y fibra dietética insoluble (28,3-50,4 g/100 g)
son similares entre la vaina y las céscaras de las semillas, aunque los valores de la fibra soluble
son ligeramente superiores en la cascara (Rojo-Poveda et al., 2020). Por su parte, los contenidos
de fibra del mucilago son significativamente inferiores, con valores de fibra total dietética de
16,7 g/100 g; fibra dietética soluble de 16,1 g/100 g, vy fibra dietética insoluble de 0,7 g/100 g
(Martinez et al., 2012). Ademas de su contribucion al transito intestinal, se ha asociado el
consumo de fibra de subproductos del cacao con la reduccion del riesgo cardiovascular
mediante la reduccion de los niveles de colesterol y triacilglicéridos, y la reduccion del riesgo
de diabetes por la reduccion de la absorcion de glucosa (Lecumberri et al., 2007; Nsor-Atiana et
al., 2012).

Entre los componentes de la fibra, las pectinas han sido objeto de un amplio estudio,
especialmente para su extraccion de las vainas del cacao. Los trabajos de Chan & Choo (2013),
Jarrin-Chacén et al. (2023) y Vriesmann et al. (2011a; 2012) ponen de manifiesto la
importancia del método de extraccién tanto para el rendimiento como para la composicion vy el
grado de metilacion. Segun estos trabajos, el agua caliente acidificado con acido citrico mejora
los rendimientos hasta valores superiores al 10%, con elevado porcentaje de acido urdnico y
grado de metoxilacién que la simple aplicacion de agua caliente. Similares resultados se han
obtenido con el empleo de 40 L g* de celulasas (Hennessey-Ramos et al., 2021). Los valores
de &cido urdnico se incrementaron hasta el 80% empleando extraccion con &cido nitrico, con
alto grado de esterificacion y acetilacion de las pectinas (Vriesmann et al., 2011b). Con estas
propiedades, se ha propuesto el uso de estas pectinas como gelificantes en condiciones acidicas
(Campos-Vega et al., 2018; Vriesmann & Petkowicz, 2013) asi como su aplicacion como
excipientes en formulaciones farmacéuticas (Adi-Dako et al., 2018; Samuel, 2006). Aunque hay
que sefialar que las pectinas de las vainas y de la cascara de la semilla se ha considerado de baja
calidad y sus rendimientos son inferiores a otras fuentes de extraccion de las pectinas como
pueden ser los citricos (Arlorio et al., 2001; Chan et al., 2013; Mollea et al., 2008).

- Polifenoles

Los polifenoles son los compuestos bioactivos que, junto con la fibra, mas han atraido
la atencién de los investigadores sobre los subproductos del cacao. Los subproductos del cacao
son especialmente interesantes por el contenido en flavanoles, que son un grupo especial dentro
de los polifenoles flavonoides (Wollgast & Anklam, 200). Los efectos beneficiosos para la
salud de la ingesta de polifenoles incluyen su poder antioxidante (Davison et al., 2012; Gu et
al., 2006; Othman et al., 2007; Schinella et al., 2010) ya que actian como secuestradores de
radicales libres y reducen el estrés oxidativo. Ademds, se han asociado con procesos
antiinflamatorios, reduccién de la diabetes y otras enfermedades como el cancer,
neurodegenerativas y de indole cardiovascular (Martin et al., 2016; Rossin et al., 2019; Vauzour
et al., 2010), ademas de propiedades antibacterianas y antivirales (Kamei et al., 2016; Smullen
etal., 2007).

La composicidn en fenoles de la vaina de la mazorca del cacao muestra una diversidad

de compuestos entre los que se encuentran fenoles acidos (derivados del acido protocatecuico,
acido galico, acido cumarico y &cido p-hidroxibenzoico), flavonoides (apinegina, ramnetina,
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derivados del kaempferol, y derivados de flavonas, quercetina, catequina y epicatequina,
luteolina y linarina), tal y como han descrito Karim et al. (2014a) y Valadez-Carmona et al.
(2017). Los rendimientos en la extraccion varian de forma significativa en funcion de los
métodos empleados, los disolventes, las variedades y el origen de los productos con valores de
compuestos fendlicos totales comprendidos entre 2 y 57 mg eq. acido galico/g de materia seca
(Arlorio et al., 2014; Herndndez-Hernandez et al., 2018; Karim et al., 2014b; Martinez et al.,
2012; Soares et al., 2022; Svarc-Gaji¢ et al., 2023; Valadez-Carmona et al., 2017; 2018), y 4-22
mg eq. de rutina/g de materia seca (Karim et al., 2014a; Svarc-Gaji¢ et al., 2023).

Por su parte, el contenido en fenoles totales de la cascara de la semilla del cacao
presenta valores similares a la vaina, con valores comprendidos entre 3,12 y 94,5 mg eq. acido
gélico/g de céscara de semilla seca; mientras que los valores de flavonoides totales presentan
valores superiores en la céscara, con cifras comprendidas entre 1,6 y 40,7 mg eq. rutenina/g de
cascara seca (Llerena et al., 2023; Rojo-Poveda et al., 2020; Soares et al., 2022; Yapo et al.,
2013). De forma especifica, los polifenoles més abundantes de la cascara de las semillas del
cacao son procianidinas y catequinas. Entre ellas destacan la (—)-epicatequina como la mas
abundante, flavan-3-ol, (+)-catequina y sus dimeros, entre otros (Barbosa-Pereira et al., 2018;
Gonzélez et al., 2019; Rojo-Poveda et al., 2019). Por su parte, el mucilago presenta valores
inferiores tanto de compuestos fendlicos totales como de flavonoides totales. Los principales
compuestos identificados con la catequina, epicatequina y las procianidinas B1l, B2 y C1
(Llerena et al., 2023).

Las aplicaciones de los polifenoles en los alimentos y cosméticos estan asociados a su
poder antioxidante (Gabbay et al., 2017). Estos compuestos fendlicos presentan interesantes
propiedades antioxidantes (Aranaz et al., 2019) y antibacterianas frente a Escherichia coli,
Salmonella, Staphylococcus aureus y Bacillus cereus (Bubonja-Sonje et al., 2011; Kayaputri et
al., 2019; Nsor-Atindana, 2012).

Metilxantinas

Las principales metilxantinas de los subproductos del cacao son la teobromina y la
cafeina. Ambos compuestos son alcaloides con mdltiples actividades biolégicas. Se han
relacionado con la mejora del animo debido a su activacion del sistema nervioso central. Tienen
propiedades diuréticas, anticancerigenas y antiponderales (Heck & De Mejia, 2007). Si bien el
exceso de cafeina tiene repercusiones negativas para la salud, se utiliza de forma habitual como
aromatizante en bebidas y en formulaciones farmacéuticas. Por su parte, la teobromina presenta
mucho menos impacto que la cafeina a nivel del sistema nervioso central, y posee propiedades
relajantes y activadoras del corazén (Baggott et al., 2013).

Las concentraciones de teobromina en la cascara de la semilla se sitGan en torno a 4
mg/g de cascara, aunque pueden incrementarse significativamente tras la fermentacion
(Hernandez-Hernandez et al., 2018). Es muy interesante para las aplicaciones médicas la
proporcién entre teobromina y cafeina, que estan entre 5y 7 veces superior de la teobromina
(Rojo-Poveda et al., 2019), ya que se ha observado la relacion del consumo de las metilxantinas
del cacao con el aumento de los niveles de epicatequinas en plasma (Sansone et al., 2017).
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e Peliculas, recubrimientos comestibles, bioplasticos y agentes encapsulantes

Debido a las pérdidas en productos hortofruticolas durante su comercializacion por el
manejo postcosecha inadecuado y las alteraciones fisicoquimicas y microbiol6gicas, en los
altimos afios se ha buscado el desarrollo y la produccion de bioplasticos, peliculas y
recubrimientos comestibles biodegradables como una forma de proteccién. Mientras que los
recubrimientos se definen como una capa fina y continua que es directamente aplicada sobre los
alimentos, las peliculas comestibles estan previamente preformadas y se colocan alrededor o
entre alimentos (Paidari et al., 2021). Estos bioplasticos, peliculas y recubrimientos comestibles
estan hechas con materiales como carbohidratos, proteinas o lipidos, con caracteristicas fisicas
y mecénicas similares a los envases no degradables, pero con la ventaja de funcionar como
barreras bioactivas, ya que, mediante la adicién de extractos vegetales, pueden presentar
actividad antimicrobiana (Solanoo et al., 2018).

Entre los ejemplos del aprovechamiento de los subproductos del cacao en este ambito
encontramos la mejora de la formulacion de recubrimientos de alginato con nano fibrillas de
celulosa de la céscara de la semilla del cacao, que fueron aplicadas en arandanos. Los resultados
de la adicion mejoraron las propiedades mecanicas y épticas de los recubrimientos, ademas de
tener un impacto positivo en la calidad de los arandanos (Medina-Jaramillo et al., 2020). Se han
elaborado recubrimientos a base de pectinas de las vainas (Nazir & Sayuti, 2018) y de las
cascaras del cacao. Su aplicacion a tomate ha permitido mantener la calidad y, con ello,
prolongar su vida Gtil (Pholsin et al., 2024).

Los subproductos del cacao se han utilizado del mismo modo para la elaboracion y
mejora de bioplasticos en combinacion con almidén de la semilla de yaca (Artocarpus
heterophyllus) incluyendo celulosa microcristalizada de la vaina del cacao (Lubis et al., 2017).
Otra aplicacidn ha sido emplear una base polimérica reciclable (polietileno y polipropileno) con
material polimérico obtenido de la vaina de cacao (De Andrade et al., 2021). Otro desarrollo
exitoso de bioplasticos se ha realizado con la combinacion de 75% de celulosa de vainas de
cacao y 25% de fibra de bagazo de cafa, presentando las peliculas obtenidas adecuadas
propiedades fisicoquimicas y reoldgicas (Azmin & Nor, 2020).

Finalmente, se puede destacar el aprovechamiento de las vainas del cacao, debido a sus
propiedades antioxidantes y biocidas (Lateef et al., 2016), como agente encapsulante para la
proteccion de probidticos (Hutomo et al., 2012).

e Produccién de microorganismos

El mucilago de cacao (2%) combinado con melaza (2%) ha sido utilizado como prueba
alternativa de cultivo de Bacillus thuringiensis var. kurstaki HD-1 (Btk HD-1) para la
produccion de un biopesticida. Los recuentos medios obtenidos de 1,6x10° UFC/mL para
células y 2,3x10° UFC/mL para esporas muestran las adecuadas propiedades de este medio para
la produccion del bioplaguicida Btk HD-1 (Akpo et al., 2020). Del mismo modo, el mucilago de
cacao ha sido empleado para la produccién de celulosa bacteriana por Gluconacetobarter
xylinus, aunque los resultados mostraron la necesidad de suplementacion con nitrégeno y de
regular el pH para alcanzar los mayores rendimientos (Saavedra et al., 2021). Otras moléculas
producidas por microorganismos a partir de subproductos de cacao son goma xantana producida
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por Xhantomonas campestris (Diniz & Druzian, 2012), lipasas por Aspergillus niger (Amorin et
al., 2012) y fructosiltransferasa por Rhizopus stolonifer (Lateef et al., 2008).

Por otro lado, la utilizacion de la vaina del cacao ha mostrado ser efectiva para la
produccion de xilitol por la levadura Candida boidinii, produciendo rendimientos de 0,52 g/g
(Santana et al., 2018).

¢ Nuevas formulaciones de alimentos

La innovacion estd actualmente presente en todas las é&reas del desarrollo,
particularmente en la industria de los alimentos. La innovacion requiere esfuerzo creativo,
audacia, habilidades tecnolodgicas y/o comerciales. En la evolucién de los alimentos y de los
procesos asociados, han existido muchos fracasos, pero también muchas innovaciones e
innovadores exitosos (Valenzuela & Valenzuela, 2015). En los paises desarrollados, la gestion
del mercado en cualquier oferta de productos se ha visto modificada en los ultimos afios como
consecuencia de los habituales cambios en los patrones de consumo y las modificaciones en los
gustos y preferencias de los consumidores. Un ejemplo paradigmético de este cambio, por su
caracter estratégico para todas las economias, lo representa el sector agroalimentario, que junto
con estas modificaciones se ha visto afectado por relevantes crisis alimentarias y por nuevas
acepciones del alimento por parte del consumidor. Ademas, el continuo aumento de la
produccion junto al estancamiento de su demanda ha dado lugar a una saturacién del mercado.
Esta situacién ha provocado que los productores y transformadores de la industria en general y
de la agroalimentaria en particular, se hayan visto en la necesidad de innovar y desarrollar
nuevos productos para satisfacer las necesidades y deseos de los mercados y mejorar la posicion
competitiva de las empresas (Figueroa et al., 2013).

Entre las principales innovaciones en la industria alimentaria destaca el sector de los
alimentos funcionales que son todos aquellos alimentos o productos alimenticios que ademas de
su aporte natural de sustancias nutritivas, proporcionan un beneficio especifico en la salud de la
persona. Para ello deben contener componentes bioactivos, pero ademas deben ser
biodisponibles y esto depende de caracteristicas propias del compuesto como asi también de la
matriz estructural alimentaria donde se encuentre. No constituyen un grupo de alimentos como
tal, sino que resultan de la adicion, sustitucion o eliminacién de ciertos componentes a los
alimentos habituales, si bien en un concepto amplio de alimento funcional se incluyen no solo
los productos manufacturados, sino también ciertos alimentos tradicionales (aceite de oliva,
tomate, legumbres, etc.) que contienen componentes con “otras propiedades” beneficiosas para
la salud que los avances cientificos van descubriendo, mas alla de las conocidas desde el punto
de vista nutricional cléasico (Aguilera et al., 2007).

La elaboracidn de nuevos productos derivados del cacao, con impacto en el mercado
alimentario, farmacéutico y cosmético no ha dejado de crecer en los ultimos 20 afios (Gomez-
Molina et al., 2019), como demuestran el numero de patentes registradas. Entre ellas se
encuentra una elevada gama de productos tanto en la industria alimentaria, como en la
farmacéutica y cosmética. Sin embargo, a pesar de la riqueza en sustancias bioactivas de los
subproductos del cacao, principalmente fibra dietética y polifenoles, ain son escasas las
aplicaciones de estos compuestos en la formulacion de alimentos (Lu et al., 2018). La céscara
de la semilla de cacao presenta unas adecuadas propiedades tecno-funcionales gracias a su
composicién en proteinas, lipidos, fibra dietética y moléculas antioxidantes, por lo que
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presentan un gran potencial para el enriquecimiento de alimentos tradicionales. En el caso de la
vaina de cacao, es esencial la inactivacion térmica de las enzimas para preservar las propiedades
antioxidantes asociadas a los compuestos fendlicos. Ademas, el alto contenido en fibra dietética
con una adecuada capacidad de retencion de agua hace de la vaina de cacao un excelente
candidato para sustituir emulsificantes y retenedores de humedad (Delgado-Ospina et al., 2021).

Los subproductos del cacao han sido empleados como ingredientes para la formulacion
de alimentos. En este caso, el mucilago o exudado del cacao ha sido el principal subproducto
utilizado para este fin orientado a la elaboracion de nuevas bebidas. En este sentido, Arciniega-
Alvarado (2020) propuso la comercializacion directa del mucilago del cacao mezclado con
distintas cantidades de agua tras su pasterizacion. Los resultados del analisis sensorial
mostraron una aceptacion moderada por parte de los 30 catadores empleados. Otros autores
proponen el empleo del mucilago del cacao para la inclusion o desarrollo de diversos tipos de
bebidas. Por ejemplo, se han propuesto sustituciones del jugo de yaca de hasta el 15% con
mucilago de cacao con funcidn estabilizadora, observando propiedades sensoriales similares al
jugo original (Flor et al., 2023). Igualmente se han ensayado mezclas del 10 y 20% de mucilago
y pulpa de cacao con zumos de pifia y mango como propuesta de bebida no fermentada (Vélez
& Moyano, 2023). Se ha planteado el desarrollo de una bebida funcional con soja, mucilago de
cacao y diferentes edulcorantes como sacarosa, panela y stevia, obteniendo interesantes
propiedades sensoriales (Moreira-Macias et al., 2023). Ademas, se han elaborado “vinos”
directamente de la fermentacion del mucilago con Saccharomyces cerevisiae, obteniendo 11, 2°
de alcohol y una coloracion naranja calido y unas particulares propiedades sensoriales (Tinh et
al., 2016, Zigue et al., 2022). Otra propuesta de bebida con potencial funcional es la kombucha
elaborada con mucilago de cacao, a la que se inocul6 con 3% de SCOBY. Esta bebida present6
unos elevados valores de actividad antioxidante asociados a los contenidos en compuestos
fendlicos (Yuliana et al., 2023).

En el ambito de las bebidas se encuentran trabajos en los que se ha utilizado la pulpa
del cacao. La incorporacién de pulpa de cacao en bebidas agrega valor al subproducto del cacao
y ofrece nuevas opciones con un alto valor nutritivo en bebidas para nifios y adultos. La pulpa
de cacao se puede fortificar con nutrientes tales como vitaminas de otras fuentes o el jugo se
puede mezclar con otros jugos de frutas como la pifia que son buenas fuentes de vitaminas. La
bebida resultante contiene niveles crecientes de calcio, hierro y fésforo, pero menor cantidad de
proteinas, carbohidratos y vitamina C (Afolabi et al., 2015). En el estudio de Klis et al. (2023)
se fermentd 10 % de pulpa de cacao con Laetiporus persicinus, consiguiendo una bebida con
toques frutales, florales, dulces, a melocotdén asociados a la presencia de los compuestos
volatiles como (R)-Linalool, metil benzoato, 2-fenyletanol, 5-butil-2(5H)-furanona y (E)-
nerolidol. Ademas, las valoraciones sensoriales mejoraron sensiblemente tras la fermentacion.

Finalmente, la bibliografia muestra la opcion de utilizar la céscara de las semillas de
cacao para la elaboracién de té. San et al. (2022) caracterizaron la actividad antioxidante de la
cascara de semilla de cacao sometida a diferentes tratamientos térmicos obteniendo unos
interesantes valores en las determinaciones de contenido fenolico total, contenido total de
flavonoides, secuestro de radicales libres (DPPH), capacidad de reduccion de hierro (FRAP) y
la capacidad de quelacion de iones ferrosos (FIC). La temperatura de tostado influyé tanto en
las propiedades antioxidantes como en el perfil de sabor del té de cacao resultante. Se observo
que las propiedades antioxidantes se mantuvieron en valores deseables hasta temperaturas de
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tostado de 100 °C. El té de cacao elaborado presentd un mayor contenido de teobromina y un
contenido de cafeina mucho méas bajo en comparacion con el té verde.

El alto contenido en azlcares, y con ello su sabor dulce ha permitido postular al
mucilago del cacao para su uso en preparaciones alimenticias como sustituto natural del azlcar
refinado (Guirlanda et al., 2021).

Una interesante propuesta para el mucilago de cacao (915 g) y la placenta del cacao
(165 g) es la elaboracion de mermelada (Anvoh & Gnakri, 2009). Tras el proceso de
elaboracién y la incorporacién de 750 g de azucar se obtuvieron 67,14°Brix, pH de 3,14, 5,13%
de grasa, y 5,26% de celulosa. Las valoraciones sensoriales fueron ligeramente inferiores al
comparar con mermelada de albaricoque. Igualmente se ha propuesto la elaboracion de sirope
con pulpa de cacao adicionado de azucar de cafia (Firdaus et al., 2022). Los resultados del
andlisis sensorial fueron satisfactorios, sin embargo, la carga microbiana limité su consumo a 5
dias en refrigeracion.

La inclusion de polvo de vaina de cacao en masas panarias con el objetivo de
incrementar los porcentajes de fibra dio como resultado panes méas densos y duros, y de color
mas oscuro. Sin embargo, cuando la incorporacion de polvo de vaina de cacao se limitd al 5%
las valoraciones sensoriales fueron altas (Amir et al., 2013). Otro interesante trabajo ha
propuesto la sustitucion parcial de grasas vegetales (entre un 50 y 75% de sustitucién) por polvo
de vaina de cacao pretratado enziméaticamente en magdalenas de chocolate (Martinez-Cervera et
al., 2011). Algunas de las propiedades de las magdalenas fueron mejoradas respecto a los
controles como la textura y la humedad, aunque presentaron menor crecimiento, un sabor
ligeramente amargo y la superficie pegajosa.

Recientemente se ha explorado el potencial que tiene el mucilago de cacao como
bioconservante en carne de ternera (Morante-Carriel et al., 2023). Esta capacidad de prolongar
la conservacion de la carne esta asociada a la poblacion microbiana desarrollada durante la
fermentacion del mucilago, en el que diversas especies de lactobacillus tienen un papel esencial
(Meersman et al., 2013; Papalexandretou et al., 2011). Estas bacterias, y las bacteriocinas que
producen tienen la capacidad de controlar el desarrollo de bacterias patégenas como Salmonella
sp., Escherichia coli y Listeria monocytogenes entre otras (O Sullivan et al., 2002). Ademas, el
uso de ingredientes funcionales en productos carnicos ofrece a los procesadores la oportunidad
de potenciar el valor funcional, nutricional e higiénico de sus productos (Kausar et al., 2019).
Los polifenoles obtenidos de los productos del cacao podrian aportar caracteristicas deseables a
la carne gracias a su poder antioxidante y antimicrobiano como se ha demostrado con extractos
fenolicos del olivo (Fasolato et al., 2016; (Munekata et al., 2020).

En la actualidad se ha explorado el potencial de los subproductos del cacao como
conservantes de alimentos. En este sentido podemos citar los trabajos de Desvita & Faisal
(2022) y Desvita et al. (2023) en el que proponen que la obtencion de humo liquido procedente
de combustién de los subproductos del cacao presenta interesantes propiedades antimicrobianas
frente a E. coli, Candida albicans y Aspergillus niger.
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I11. Objetivos
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111.1. Objetivo General

El objetivo general de esta tesis doctoral es revalorizar el mucilago del cacao, un
subproducto de la industria de la produccion del cacao, comparando las dos variedades
principales cultivadas en Ecuador, la variedad tradicional Fino de Aroma, y la nueva variedad
CCN-51 (Figura 111.1).

111.2. Objetivos especificos:

Para el desarrollo del objetivo principal de esta tesis doctoral se han planteado los
siguientes objetivos especificos:

* Explorar la disponibilidad del mucilago de cacao de las variedades Fino de Aroma y CCN-51
para ser empleadas en la produccién de bioetanol.

* Evaluar el efecto de la adicion de mucilago de cacao de las variedades Fino de Aroma y CCN-
51 en la elaboracion de bebidas fermentadas de frutas.

* Evaluar el efecto de la adicion de mucilago de cacao en la elaboracion de bebidas fermentadas
a base de té.

*Evaluar el efecto de la adicion de mucilago de cacao de las variedades Fino de Aroma y CCN-
51 para producir cervezas artesanales con dos tipos de lpulo.

*Valorar el efecto antimicrobiano del mucilago de cacao de las variedades Fino de Aroma y
CCN-51 en la bioconservacion de carnes para consumo humano

(H) H)

/‘ rx : SH)
~H ) \H.‘
Mucilago de cacao
(Fino de Aroma vs
CCN-51)
\ ,fi, \

Produccidn de bioetanol I " Elaboracion de bebidas

] fermentadas de té

[E=) : :
\ 1 (té negro y té verde)

= 4
| | et
aboracion de bebidas ‘ ‘ ) |
fermentadas de frutas | J J “ ‘
(naranja y carambola)  ——
Elaboracion de cerveza Bioconservacion de
artesanal carnes (pollo, ternera y
(lapulos Cascade y cerdo)

Northem brewer)

Figura I11.1. Esquema general de los objetivos de la presente tesis doctoral.
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IV. MATERIALES Y METODOS
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IV.1. Diseflo experimental

En la Tabla IV.1 se muestra de forma resumida los ensayos llevados a cabo en el
desarrollo de esta Tesis Doctoral. Como se detalla en la tabla, en este trabajo se ha planteado la
revalorizacion de uno de los principales residuos en la produccién del cacao como es el
mucilago del cacao. En este sentido, se ha evaluado la adecuacion del mucilago del cacao de las
dos variedades principales cultivadas en Ecuador, la variedad Fino de Aroma, también
denominada Nacional, y la variedad CCN-51. Para ello se han planteado cinco aplicaciones
diferentes:

- Produccion de bioetanol
- Elaboracidn de bebidas fermentadas de frutas, en concreto naranja y carambola.

- Elaboracion de bebida fermentada de té, empleado como materias primas tanto té verde como
té negro.

- Elaboracion de cerveza tradicional, evaluando asimismo la adecuacién de dos tipos de lupulo,
la variedad Cascade y la variedad Northem brewer.

- Aumentar la conservabilidad de carnes de ternera, cerdo y pollo.

En esta tabla se muestran las principales modificaciones ensayadas en cuanto a la
concentracion de los diferentes ingredientes. Ademas, se indican los principales parametros
fisico-quimicos, microbioldgicos y sensoriales evaluados en cada producto.

En cada caso, se trata de innovaciones pensadas en el bienestar y la satisfaccion del
consumidor, al mismo tiempo que se busca reducir el impacto ambiental de la produccion del
cacao en Ecuador.

Los analisis de estos estudios se ejecutaron en los laboratorios correspondientes de
bromatologia, suelos, quimica basica, biotecnologias y microbiologia, que se encuentran
ubicados en la sede de la Universidad Técnica del Estado de Quevedo, finca experimental “La
Maria”, en el km 7 1 /2 de la via Quevedo — EI Empalme, campus San Felipe, Cantén Mocache,
Provincia de Los Rios (Ecuador).
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Tabla I1V.1. Esquema general de los disefios experimentales del desarrollo de los productos con inclusion de mucilago de cacao.

Producto Base

Formulaciones

Concentraciones

Parametros Fisicoquimicas

Parametros
Microbiol6gicos

Andlisis sensoriales

Bioetanol

Bebidas fermentadas
de frutas

Bebidas fermentadas
de té

Cerveza artesanal

Bioconservacion de la
carne

. Variedades de
cacao: CCN-51 y Fino de
aroma

. Inéculo:
Saccharomyces cerevisiae

. Variedades de
cacao: CCN-51y Fino de
aroma

. Frutas: Naranja 'y
Carambola

o ¢Variedad de
Cacao?

. Té: verde y Negro
. In6culo: Scoby

. Variedades de

Cacao: CCN-51y Fino de
aroma

. Variedades de
lupulo: Cascade y Northem
brewer

. Variedades de
cacao: CCN-51y Fino de
aroma

. Carne de ternera,
cerdo y pollo

Residuos sélidos y
liquidos

Porcentaje de
indculo: 0%, 0,01%,
0,05%

Mucilago: 10y 15%

Mucilago: 15, 20 y
30%

Mucilago: al 20% y
30%

Turbidez, densidad, calor especifico,
produccién de bioetanol, pH, s6lidos
totales, acidez y grados alcohdlicos

pH, acidez titulable, sélidos solubles,
s6lidos suspendidos, transmitancia y
absorbancia, y densidad

pH, acidez titulable, turbidez, sélidos
solubles, contenido en alcohol,
densidad, absorbancia y transmitancia

pH y la acidez, la turbidez, sélidos en
suspension, solidos solubles, contenido
en alcohol, densidad, colorimetria,
absorbancia y transmitancia, grado de
amargor, cantidad de espuma

pH, acidez, humedad, capacidad de
retencion de agua, textura, colorimetria

Levaduras, Salmonella,
Escherichia coli.

Escherichia coli
Salmonella
Microrganismos totales

Coliformes, mohos y
levaduras, bacterias del
acido lactico

Color, olor, sabor,
dulzor y astringencia

Color, olor, sabor,
dulzor, astringencia

Color, olor, sabor,
dulzor, astringencia
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IV.2. Productos obtenidos con mucilago de cacao

A continuacion, se detallan los disefios experimentales realizados en el desarrollo de los
5 productos desarrollados con la inclusion de mucilago de cacao.

IV.2.1. Origen y extraccion del mucilago de cacao

Este trabajo pretende revalorizar el residuo mucilago de cacao. Para ello se trabajé con
las dos principales variedades cultivadas en Ecuador. Estos mucilagos fueron obtenidos de la
finca “Voluntad de Dios” que se encuentra en el sector Fumisa, via camaronera, recinto Rio
Chila, ubicada en la provincia de Los Rios en el sector Oeste, con una Altitud de 121 ms. n. m.
También se recolecto el mucilago de comercializadoras de cacao ubicadas en el canton
Valencia, provincia de Los Rios (Ecuador).

Extraccion del mucilago de cacao

A continuacion, se detallan las principales operaciones para la extraccion de mucilago
de cacao (Figura 1V.2).

Filtracion: En esta etapa consistié en la separacion de residuos que quedan después de realizar
la cosecha al momento de separar las semillas de la corteza, ademas de piedras u otras
sustancias extrafias para lo cual se utilizé un filtro de manga.

Pasteurizacion: Al mucilago se increment6 su temperatura a 60°C durante 30 minutos para
eliminar algin microrganismo que posiblemente se adhiera durante la cosecha del cacao y
posteriormente durante la extraccion del mucilago ya que tiene contacto con pisos, drenajes y
cajas de madera en las cuales se fermenta el cacao para que adquiera mayor aroma.

Enfriamiento: Disminucién de temperatura para llevar a la siguiente etapa que es la
refrigeracion.

Refrigeracion: El mucilago es envasado en envases de cristal ya que puede activarse las
levaduras presentes en el cacao y por lo tanto se genera el proceso fermentativo incrementando
la presion interna en el envase. En esta fase el mucilago se mantuvo durante 24 horas a 4 °C
antes de ser aplicado a los diferentes procesos desarrollados en este trabajo.
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Mucilago de cacao de las variedades CCN-51 y
Fino de aroma

Etapas para el
acondicionamiento del
mucilago

Temperaturaa
60°C durante
30 minutos

‘ Conservacion

24 horas a 4 °C antes de ser
aplicado

Figura IV.2. Diagrama de flujo de la extraccion de mucilago de cacao.

1V.2.1.2. Analisis

Para la caracterizacion del mucilago del cacao de las variedades Fino de Aroma y CCN-
51 se realizaron los analisis de pH, % acidez, sélidos solubles totales, densidad, turbidez,
solidos en suspensién, colorimetria mediante el espacio CIElab, y absorbancia y transmitancia
tal y como se describe en los epigrafes IV.3.

IVV.2.2. Produccién de bioetanol a partir de residuos de cacao

El bioetanol se obtuvo mediante el proceso de fermentacion de residuos de dos
variedades de cacao: Nacional y CCN51, los cuales fueron recolectados en forma de semilla y
liquido en una comercializadora de cacao ubicada en Valencia, Los Rios (Ecuador). Las
levaduras (Saccharomyces cerevisiae) fueron adquiridas en la empresa Beerland Store ubicada
en la ciudad de Quito provincia de Pichincha.

IV.2.2.1. Disefio experimental y etapas de la produccion de bioetanol

En la siguiente figura se muestra el esquema general del proceso de produccion de
bioetanol a partir de mucilago de cacao (Figura I1V.3).
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DESTILAGON BIOETANCL

Degradacion de azucares del mucilago de
cacao para producir bioetanol

Inoculacion levadura
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Figura IV.3. Diagrama de flujo de la produccion de bioetanol a partir de mucilago de cacao.

Recepcion: El cacao comercializado se deposito en cajas fabricadas en madera, con orificios
que permiten la separacion de las partes sélidas y liquidas de los granos de cacao. La forma
liquida es el mucilago y la forma solida son los granos de cacao. Se recogid el mucilago y el
cacao sdlido que se encontraba en los fermentadores de madera por separado. La materia prima
fue sometida a un analisis inicial de pH y solidos totales y posteriormente utilizada en
fermentacion

Inoculacién: Las concentraciones de levadura (0%, 0,01%, 0,05%) Saccharomyces cerevisiae
fueron aplicadas a cada experimento y se homogeneizd mediante un agitador magnético con
placa calefactora de marca Farmalatina (Chile) para asegurar una distribuciéon adecuada de la
levadura a 25°C en 4000 mL de mucilago de cacao.

Fermentacion: El proceso de fermentacion se produce en anaerobiosis a una temperatura de
253 °C. Se coloco una valvula de CO; con esclusa de aire para controlar la produccién de
dioxido de carbono generada por la fermentacion del mucilago en cada experimento. En esta
fase, los azlcares del mucilago del cacao se convierten en etanol (Figura IV.4).
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Figura IV.4. Fermentador para la produccion de bioetanol a partir de mucilago de cacao.

Destilacion: Se realiz6 en un destilador simple construido por la carrera de Ingenieria Mecanica
(Universidad de Quevedo, Ecuador), de 18 litros de capacidad y con un sistema eléctrico para
regular la temperatura de destilacion (80°C), y consta de un condensador para recirculacién de
refrigerante. Cada unidad experimental tardo aproximadamente 2 horas en la etapa de
destilacion (Figura 1V.5).

Figura IV.5. Destilador para la produccion de bioetanol a partir de mucilago de cacao.

En base a esto, se analizaron fermentaciones de dos variedades de cacao (Fino de
Aroma y CCN-51), tanto de los residuos s6lidos como liquidos, con tres niveles de inoculacion
de levaduras de 0%, 0,01% y 0,05%. Las fermentaciones se efectuaron por duplicado a cada
unidad experimental.

1V.2.2.2. Analisis:

Se realizaron los analisis fisicoquimicos relativos a la turbidez, densidad, calor especifico,
produccion de bioetanol, pH, sélidos totales, acidez y grados alcohdlicos. Los analisis se
realizaron por duplicado. Los andlisis se realizaron tal y como se describen en las secciones
IV.3.

IVV.2.3. Elaboracion de bebidas fermentadas de naranja y carambola con adicion
de mucilago de cacao

La materia prima para la elaboracion de la bebida fermentada de mucilago de cacao
combinada con carambola y naranja se adquirieron en los mercados locales de la ciudad de
Quevedo (Ecuador). Todas las frutas presentaron un estado de maduracién similar, y estaban
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libres de plagas y alteraciones. Los mucilagos de cacao se adquirieron en la ciudad de Valencia
en el Recinto La Familia finca “La Matilde” (Ecuador).

IV.2.3.1. Disefio experimental y etapas de la elaboracion de las bebidas
fermentadas de frutas

Para el disefio experimental se utilizé un disefio aleatorio, con arreglo factorial A*B*C,
cuyos factores fueron:

A= tipos de frutas (naranja y carambola);
B= concentraciones de mucilago de cacao (10% y 15%);
C=tipo de mucilago (CCN-51 y Fino de aroma).

Tal y como se muestra en la tabla 1V.2. se desarrollaron 8 unidades experimentales (UE)
de las que se realizaron tres réplicas.

Tabla IV.2. Descripcion de las unidades experimentales.

Unidades Descripcion

Experimentales

1 Naranja + Concentracion Mucilago 10% + CCN-51
Naranja + Concentracion Mucilago 10% + Fino de aroma
Naranja + Concentracion Mucilago 15% + CCN-51
Naranja + Concentracion Mucilago 15% + Fino de aroma
Carambola + Concentracion Mucilago 10% + CCN-51
Carambola + Concentracion Mucilago 10% + Fino de aroma
Carambola + Concentracién Mucilago 15% + CCN-51
Carambola + Concentracién Mucilago 15% + Fino de aroma

O NO Ol WwWw N

En la siguiente figura se muestran las principales etapas que se desarrollaron para
elaborar las bebidas fermentadas (Figura 1V.6):
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Elaboracion de bebidas fermentadas de naranja y
carambola con adicion de mucilago de cacao
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Figura IV.6. Imagenes de las principales etapas desarrolladas para elaborar las bebidas
fermentadas de naranja y carambola.

Enfasado

Las etapas que se llevaron a cabo son las siguientes:

Seleccién y limpieza: Se seleccionaron frutos en buen estado, libres de alteraciones
microbianas y dafios mecéanicos (cortes, golpes u otros). Se eliminaron impurezas como tierra,
ramitas y hojas que pudieran contener los frutos.

Pelado de la naranja: Esta operacion se realizd en naranjas para evitar que los aceites

esenciales de la cascara de naranja, de tal manera que pudieran acidificar los jugos. Esto puede
bloguear el proceso de fermentacion, lo que lleva a un sabor astringente.
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Acondicionamiento de la carambola: Se picaron 25 kg de carambola en rodajas pequefias
para obtener el extracto de carambola. Fueron sumergido en &cido citrico a una concentracién
del 0,02% durante 15 minutos para evitar la oxidacion del fruto.

Pasteurizacion: Los extractos de naranja y carambola se obtuvieron con el uso de un extractor
de jugos de frutas marca Oster FPSTJE316W (Estados Unidos). Posteriormente fueron
pasteurizados a 65 °C durante 15 minutos en un sistema de mezclado alimentado con vapor para
su calentamiento, en este sistema consta de un termémetro y valvulas de ingresos de vapor para
controlar la presion de trabajo. Previo a la extraccion se sumerge la fruta en agua con una
temperatura de 90°C por un tiempo de 3 minutos y luego se disminuy6 su temperatura
drasticamente para que exista un choque térmico para eliminar todo tipo de microorganismos en
los frutos.

Elaboracion del mosto: En esta etapa se combina el extracto de carambola y/o naranja con un
volumen de 2000 mL con cada uno de los porcentajes de mucilago establecidos en la
investigacion, para obtener una mejor fermentacion se corrigié los grados Brix a 21 con la
adicion de sacarosa.

Fermentacion: EI mosto se colocd en un recipiente acondicionado. Para el proceso
fermentativo se sellé correctamente, y se coloc6 una valvula (Air lock CO,) para eliminar el
CO; producido durante el proceso oxidativo de los azlcares. Cabe recalcar que no se aplico
ningun tipo de levadura comercial a este tipo de fermentacion fue natural por contener
levaduras propias del mucilago de cacao.

Maduracion: El proceso de maduracion es la etapa en la que adquiere una mayor intensidad de
sus aromas Y sabores. Este proceso duro 40 dias a una temperatura de 24 +3 °C sin la presencia
de luz y con una humedad promedio de 70%. Cuanto mayor sea el tiempo de maduracion,
mayor es la intensidad de los sabores, aromas y color.

Almacenamiento: Se realiz6 un envasado en botellas de vidrio y posteriormente se
almacenaron durante siete dias en refrigeracion a 4 °C cuya finalidad es evitar algin tipo de
reactivacion fermentativa, luego se coloc6 en perchas a temperatura ambiente con baja
intensidad de luz.

I1V.2.3.2. Muestreo y analisis:

Una vez finalizada la maduracién de 40 dias y transcurrido el periodo de almacenamiento se
tomaron las muestras que fueron evaluadas en cuanto al pH, acidez titulable, sélidos solubles,
solidos suspendidos, transmitancia, absorbancia, y densidad. Ademas, se evalud sensorialmente
los atributos de color, olor, sabor, dulzor y astringencia. Los analisis se realizaron tal y como se
describen en las secciones IV.5.

IV.2.4. Elaboracion de bebidas fermentadas a base de té con adicion de mucilago
de cacao

Para desarrollar estas bebidas se utilizaron hojas de té verde y té negro, inoculo de
Scoby, y mucilagos de cacao como se ha descrito en 1V.2.2. Las materias primas como el
mucilago de cacao se obtuvieron en las comercializadoras de cacao de Valencia (provincia de
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Los Rios), los dos tipos de té fueron adquiridos en despensas de la ciudad de Valencia de la
marca Nature's Heart cada una en presentaciones de 20 gramos.

IV.2.4.1. Disefio experimental y etapas de la elaboracién de las bebidas
fermentadas de té

En la presente investigacion se utilizd un modelo de disefio de bloques factorial (AXB).
El factor A fue la concentracién de mucilago de cacao (15, 20 y 30%), mientras que el factor B
fueron los dos tipos de té utilizados para el proceso de elaboracién de la bebida fermentada (té
verde y té negro) (Tabla IV.3).

Tabla IV.3. Disefio de bloques factoriales (A*B).

Unidades Experimentales Descripcién

15% mucilago + T¢é verde
15% mucilago + T¢é negro
20% mucilago + Té verde
20% mucilago + Té negro
30% mucilago + Té verde
30% mucilago + Té negro

OO WN -

Tal y como se muestra en la tabla 1V.3. se desarrollaron 6 unidades experimentales (UE)
con tres réplicas, lo que supone un total de 18 muestras.

El proceso de elaboracion de la bebida fermentada de té con mucilago de cacao
fermentado se describe en los siguientes pasos (Figura I1V.7):

Descripcion del proceso de produccion de un sustrato para
bebidas fermentadas a base de té

Homogenizador

Mezcla de Téy
mucilago
Pasteurizacion Enfriami -
- _
del Teé

? -
Mucilago de cacao ¢
i .
— o
=
. PR ] @
- ' g
- E E
| I :
: l l
e l

Erlwasack]

:

Figura IV.7. Esquema general de las etapas para la elaboracion de bebida fermentada de té con
adicion de mucilago de cacao.

Acondicionamiento de materiales: ElI mucilago de cacao fue tamizado para eliminar
impurezas, para luego ser envasado en recipientes de cristal, los envases de cristal deben estar
esterilizados para prevenir alguna contaminacién del producto.
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Preparacion de las soluciones de té y pasteurizacion: Se utilizaron tres gramos de té diluidos
en 1000 mL de agua. La coccion se lleva a cabo a 100 °C durante 5 minutos, dando como
resultado una solucion concentrada y libre de microorganismos.

Enfriamiento del té: Esta operacién permitio que la solucion de agua y té reposara hasta que
su temperatura descendiera aproximadamente 25 °C para la siguiente etapa que es el mezclado.

Pasteurizacion del mucilago: EI mucilago de cacao se traté a 80 °C durante aproximadamente
5 minutos en un sistema de mezclado alimentado con vapor para su calentamiento, en este
sistema consta de un termometro y valvulas de ingresos de vapor para controlar la presion de
trabajo de (8+3 PSI) y su temperatura controlada mediante termémetros (Figura 1V.8).

Figura IV.8. Pasteurizacion del mucilago de cacao.

Enfriamiento del mucilago: En esta operacion, el mucilago se deja reposar y enfriar hasta que
descienda a 25°C, por debajo de la cual es posible mezclar.

Mezcla y homogenizacion: Una vez que el té y el mucilago alcanzaron los 25 °C, se colocaron
las dos soluciones en el mismo recipiente. La mezcla se realiz6 muy lentamente para una
correcta integracion. Aqui se aplico a la mezcla el porcentaje de mucilago de cacao segln las
unidades experimentales (15, 20 o 30%).

Fermentacion: Luego se trasvaso el liquido en un recipiente de vidrio que contiene el SCOBY
hasta que cubri6 completamente el SCOBY. Luego, se selld con papel filtro o toallas
absorbentes para la correcta intervencion del oxigeno y gases emitidos durante el proceso. Se
almacenaron en un ambiente seco, protegido de la luz y el calor. La fermentacion tuvo lugar
durante 7 dias (Figura I\V.9).

Figura IV.9. Imagen de la fermentacion de la bebida a base de té con adicion de mucilago de
cacao.
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Tamizado: En esta operacion, se utilizdé un tamiz metalico de 21 centimetros de didmetro y una
altura de 6’5 centimetros, con agujeros de 0,5 milimetros para retener grumos visibles después
de la fermentacion causados por el Scoby y el mucilago de cacao.

Envasado: Después de siete dias, el producto pasa por la etapa de filtracion para lo cual se
utiliz6 un proceso de microfiltracion generando una barrera que evita el paso de
microparticulas, conectado a un sistema eléctrico de envasado.

Almacenamiento: EI almacenamiento se realiza bajo refrigeracién 4 °C por un periodo de 8
dias para disminuir la temperatura y detener el proceso de fermentacién (o ralentizarlo
significativamente).

IV.2.4.2. Muestreo y analisis:

Las fermentaciones fueron analizadas después del octavo dia de almacenamiento
evaluando el pH y acidez, turbidez, sélidos solubles, contenido de alcohol, densidad,
absorbancia y transmitancia, recuentos de levaduras, Salmonella y Escherichia coli. Ademas, se
evalud sensorialmente los atributos de color, olor, sabor, dulzor y astringencia. Los analisis se
realizaron tal y como se describen en las secciones IV.3.

IVV.2.5. Elaboracion de cervezas artesanales con mucilago de cacao

Para la elaboracion de la cerveza artesanal tipo Ale con adicion parcial de mucilago,
este se adquirié de la finca “Voluntad de Dios” que se encuentra ubicada en el sector Fumisa,
via camarones, recinto Rio Chila, situado en la provincia de Los Rios Oeste, con una altitud de
121 m, con clima tropical seco caracteristico de la provincia de Los Rios. Los lipulos y la malta
para la elaboracion de la cerveza tipo Ale se obtuvieron de la empresa Beerland Store que se
encuentra en la ciudad de Quito-Ecuador.

IV.2.5.1. Disefio experimental y etapas de la elaboracion de la cerveza artesanal
con mucilago de cacao

Para el disefio experimental se utilizd un disefio aleatorio, con arreglo factorial de
A*B*C, cuyos factores fueron:

A= variedades de cacao (CCN-51 y Fino de aroma)
B= concentracion de mucilago de cacao (20 % y 30 %)
C=tipo de lupulo (Cascade y Northern Brewer)

Este disefio experimental corresponde a 10 unidades experimentales (UE) con tres
réplicas, con un total de 30 unidades analiticas, como se presenta en la Tabla IV.4.
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Tabla IV.4. Descripcion de la composicién de las unidades experimentales.

Unidad experimental Descripcion

Variedad CCN-51 + Concentracion de mucilago 20 % + LUpulo Cascade
Variedad CCN-51 + Concentracion de mucilago 20 % + Lapulo Northem brewer

Variedad CCN-51 + Concentracion de mucilago 30 % + LUpulo Cascade
Variedad CCN-51 + Concentracion de mucilago 30 % + Lapulo Northem brewer

Variedad Fino de aroma+ Concentracion de mucilago 20 % + Lupulo Cascade

Variedad Fino de aroma + Concentracion de mucilago 20 % + LUpulo Northem
brewer
Variedad Fino de aroma + Concentracion de mucilago 30 % + LUpulo Cascade

Variedad Fino de aroma + Concentracion de mucilago 30 % + Lupulo Northem
brewer
Sin mucilago + Lupulo Cascade

© 00 ~N o o B~ W N P

Sin mucilago + Lupulo Northem brewer

[any
o

A continuacién, se detallan las etapas que se siguieron para la elaboracidn de la cerveza
(Figura 1V.10):

Elaboracion de la cerveza con la adicion de mucilago de
cacao

Malta -lipulo

Adicion de lipulo £

Aplicacion de la
levadura a 33 °C

Recepcion de la
materias primas

["Adicién Mucilago
de cacao

Almacenamiento y
maduracién

Embotellado

Figura 1V.10. Esquema de los procesos de la elaboracion de cerveza artesanal con la inclusion
de mucilago de cacao.

Malteado: Durante el malteado los granos de cereal, normalmente de cebada, atraviesan un
proceso de germinacion controlada con el fin de activar las enzimas presentes en el grano, que
luego seran necesarias durante la maceracion. Para la presente investigacion la cebada se
adquirié ya malteada.
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Molienda: El molido del grano se efectud con la ruptura del pericarpio de la malta de cebada en
un molino eléctrico (Marca Victoria, adaptado a un motor eléctrico de 1 hp de potencia; Figura
IV.11), esta accidn permite extraer con mayor facilidad los azlcares que contiene la malta.

Figura IV.11. Imagen del proceso de molienda de la malta de cebada.

Maceracién y filtrado: Una vez molido el grano de cereal, se mezclé con agua para preparar el
mosto cervecero cuya proporcion es por cada kilogramo de malta se aplica 4,85 litros de agua.
La temperatura se incrementa gradualmente, logrando extraer las enzimas y azlcares que posee
la malta. Se inici6 con 40 °C al realizar la mezcla y se pone a calentar para activar las enzimas
aromaéticas en torno a los 50 °C. La malta molida, a partir de los 75 °C, desencadena por
hidrdlisis la produccion de los azucares, la maltosa y las dextrinas, transformando el almidén
que contenga esa malta (Figura 1V.12). Finalizada la maceracion se llevo a cabo la filtracion del
mosto, en la que se separd el mosto de los restos de malta. Para ello se filtrd el mosto a través
de un filtro prensa de la marca Perfection performance Innovation (Plants India) el cual posee
una capacidad de 20 litros.

Figura IV.12. Imagen del proceso de maceracion de la malta de cebada.

Coccion: En este proceso se incrementd la temperatura a 80°C al mosto (20 litros) por un
tiempo de 60 minutos, con el objetivo de esterilizar el mosto e inactivar las enzimas de la malta.
Debido a que se utilizaron 2 Itpulos, el mosto se dividio en 2 recipientes metalicos, se
agregaron 60 g de lupulo Cascade en el primer recipiente metélico y en el segundo recipiente
metalico se agregd la misma cantidad de lGpulo Northern Brewer. Este proceso se llevo a cabo
agregando cada lupulo en dos etapas, en las que se agregaron 30 g al mosto, y después de 15
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minutos se aplico el lGpulo restante al mosto con agitacion constante para que se produzca la
coccion del lapulo.

Enfriamiento del mosto: En el enfriamiento del mosto se redujo la temperatura a 33 °C. Una
vez alcanzada la temperatura, se inoculd la levadura Saccharomyces cerevisiae (ale) en una
cantidad de 5,75 g para 20 litros de mosto. También se agreg6 un agente clarificante (selafine)
en proporcidén de 1 g para los 20 L de mosto.

Fermentacion: Tras la adicion de la levadura, la fermentacion tuvo lugar durante dos semanas
a una temperatura de 26 °C, pero esta temperatura depende de la cepa de levadura a utilizar.
Durante la fermentacion no se permitié que la luz influyese en la fermentacién y para ello los
recipientes se cubrieron con una pelicula negra por un tiempo de 15 dias. Para la liberacion de
los gases se colocaron valvulas Air Lock CO; en los fermentadores.

En el caso de las muestras en las que se incluy6 el mucilago del cacao, esta adicién se
realiz en porcentajes del 20%, que equivale a 600 mL, y 30%, que equivale a 900 mL, de
mucilago de cacao en recipientes polietileno con una capacidad de 5 litros para cada una de las
variedades, completando con el mosto 3 litros en cada uno de los tratamientos.

Embotellado: La cerveza se envaso en botellas de cristal de 330 cc. Para conservar el &cido
carbdnico en la cerveza, el llenado se realiz6 mediante un dispensador de liquidos automatico
recargable, de marca Shopily, asegurando asi la calidad de la cerveza.

Maduracion: El liquido envasado requiere de un periodo de maduracion de 15 dias, la cerveza
puede madurarse a 22°C o 4°C. Para evitar algun tipo de activacion fermentativa se trabajé a 4
°C para que el sabor y los aromas logrados durante el proceso se estabilicen y se consiga el justo
balance entre los diferentes matices.

Almacenamiento: Finalmente, la cerveza artesanal se almacend en refrigeracién a una
temperatura de 4 °C durante un periodo de 6 dias.

El siguiente diagrama (Figura IV.13) muestra todas las etapas descritas anteriormente.
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Recepcion de la
materia prima malta

6.81 kg de
malta base
(cebada)

Temperatura a 80°C al mosto (20
litros)

—,

°C, se colocaron la levadura
ra que actuen (5.75 g) por 20 L

Temperatura; 25 + 2 °C Fermentacion de la
Tiempo 15 das cerveza

Ld

Figura 1V.13. Diagrama de flujo de la elaboracion de cerveza artesanal.

IV.2.5.2. Muestreo y analisis:

Las muestras se tomaron tras 15 dias de almacenamiento de las cervezas. Las
fermentaciones fueron analizadas evaluando el pH y la acidez, la turbidez, so6lidos en
suspension, soélidos solubles, contenido en alcohol, densidad, colorimetria, absorbancia y
transmitancia, grado de amargor, cantidad de espuma, recuentos de aerobios mesofilos,
Salmonella y Escherichia coli. Ademas, se evalu6 sensorialmente los atributos de color, olor,
sabor, dulzor y astringencia. Los analisis se realizaron tal y como se describen en las secciones
V.3
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IVV.2.6. Bioconservacién de carne mediante mucilago de cacao

Para este trabajo se utilizaron carnes de cerdo, pollo y ternera, obtenidas de
supermercados locales de la region del cantén Quevedo (Ecuador). Los cerdos faenados
tenian una edad de 4 a 6 meses de engorde a esto se suma las cerdas de descarte o que ya no se
utilizan para reproduccion con una edad de 2 a 4 afios. Dentro de las razas que se faenan en la
ciudad tenemos: Pietrain, Landrace, Hampshire criados con formulas de crecimiento y engorde,
ademas de eso con la adicion de residuos vegetales. Segun la informacién disponible, la carne
de pollo utilizada provenia de animales cuyas edades se encuentran entre la sexta y séptima
semana. Dentro de las razas que se consumen en el medio son: Broiler y Orpington. Finalmente,
las edades de los vacunos oscilaron desde 1,5 a 6 afios. Las razas que se faenan en el camal de
la ciudad son: Brahman, Holstein-Friesian, Gyr, Brown Swiss y mestizos, trasportados desde
los sectores aledafios al Canton Quevedo.

Asimismo, se utilizd mucilago de cacao de las variedades CCN-51 y Fino de aroma que
se obtuvo de la finca ubicada en el km 29 de la via Buena Fe - Santo Domingo.

IV.2.6.1. Disefio experimental y etapas de la preparacion de las muestras de carne
con mucilago de cacao

En la figura 1V.14. se muestran las principales etapas realizadas para el disefio del
experimento de bioconservacion de carnes con mucilago de cacao

Bioconservacién de carnes con la aplicacion de
mucilago de cacao

Proceso de Bioconservacion
realizaron cortes de 7 centimetros de
longitud por 4 centimetros de ancho y

0.5 centimetro de espesor a cada
muestra

¥

cada corte se aplico 100 mL de mucilago

r un tiempo de 45 minutos I
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Bioconservacion de la carne con la aplicacién
de mucilago de cacao.

Recubrimiento con
T = mucilago de cacao
| b -
| |

Lavado —

Refrigeracion \

Conservacionde 1-7 dias a 4°C

Figura 1V.14. Descripcién del proceso de conservacion de las carnes de cerdo, pollo y ternera mediante
la aplicacion de mucilago de cacao.

A continuacion, se detallan las principales operaciones realizadas para conservacion de
carnes:

Recepcidén: Las carnes (cerdo, pollo y ternera) fueron seleccionadas, pesadas y lavadas para
eliminar cualquier impureza tomando en consideracion un mismo lugar de extraccion como la
parte del musculo que contiene las extremidades.

En el caso de la carne de cerdo se obtuvo la carne magra. En concreto, se trabajo con la
parte superior de la pierna trasera del cerdo, esta pieza entera suele destinarse a la elaboracion
del jamon curado.

Para la carne de pollo se tomd del muslito o jamoncito de pollo (estan situados en la
parte inferior de la pata por debajo de la articulacion de la rodilla).

Con lo referente a la carne de ternera se tomd la contratapa. La contratapa es una pieza
localizada en la parte exterior del muslo, perteneciente al despiece del cuarto trasero.

Lavado: Inmediatamente después las carnes fueron lavadas con abundante agua con 30 ppm de
hipoclorito sodico, con el fin de eliminar cualquier tipo de impureza.

Preparacion de las piezas y refrigeracion: Justo a continuacion de lavar las carnes, inici6 el
proceso de pesado de las muestras para separar los experimentos de estudio, cada muestra tuvo
un peso 250 gramos. Todos los cortes de cada especie fueron refrigerados a una temperatura de
4 °C durante un periodo de 24 horas para eliminar la sangre y agua que aun contiene después de
ser faenados. Se colocaron los cortes sobre almohadillas absorbentes para evitar la proliferacion
de microorganismos.

Recubrimiento: Una vez transcurridos las 24 horas se realizaron cortes de 7 centimetros de
longitud por 4 centimetros de ancho y 0,5 centimetro de espesor a cada muestra, con un total de
36 cortes. A cada corte se aplicé 100 mL de mucilago por un tiempo de 45 minutos. Posterior a
esto, se llevé a refrigeracion a 4 °C por un periodo de 1 y 7 dias. Como controles, se utilizaron
piezas sin recubrimiento (Figura 1V.15).
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Figura 1V.15. Recubrimiento con mucilago de cacao para conservacion de las carnes.

En base a esta descripcion, con tres tipos de carnes a los que se aplicaron 2 tipos de
mucilagos, se evaluaron a los tiempos de conservacion de 1y 7 dias y se obtuvieron 3 réplicas
de cada tratamiento, se analizaron un total de 54 unidades de carne.

IV.2.6.2. Muestreo y analisis:

Los analisis se realizaron a los 1 y 7 dias de conservacion en refrigeracion. Las piezas
carnicas fueron analizadas evaluando el pH y la acidez, humedad, capacidad de retencion de
agua, colorimetria, textura. Ademas, se realizaron analisis microbiolégicos de mohos y
levaduras, coliformes totales, y bacterias acido-lacticas. Los analisis se realizaron tal y como se
describen en las secciones 1V.3.

1V.3. Analisis

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

IV.3.1. Determinacién de parametros fisicoquimicos

IV.3.1.1. Determinacion del pH para liquidos

La determinacion del pH se realiz6 siguiendo las normas ecuatorianas. Para ello se
utiliz6 un pH metro de la marca y modelo OHAUS modelo STARTER 5000.

Se siguidé el método definido por la Norma INEN-ISO 2917: 2013 (Instituto
Ecuatoriano de Normalizacién (INEN), 2013). Para el caso de los liquidos se realizod
directamente la toma ingresando el electrodo al vaso de precipitacion que se encuentra 10 mL
de la muestra.

IV.3.1.1.1. Determinacion del pH para sélidos

La determinacion del pH de las carnes se realizd pesando 10 g de la muestra en una
balanza marca ACCULAB modelo VIC-612, previamente triturada en un macerador y puesta en
un vaso de precipitacion de 50 mL. Se afiadieron 10 mL de agua destilada y se agitd durante 1
minuto. Transcurrido ese periodo de tiempo el pH se registré en un potenciémetro de la marca
OHAUS modelo STARTER 5000.
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1V.3.1.2. Determinacion de la acidez titulable para liquidos

La determinacion de acidez (%) se realiz6 por el método 947.0 de la AOAC (“AOCAC
Official Method 947.05 Acidity of Milk,” 2000). Este método consiste en la titulacion de 10 mL
de muestra con 0,1 N NaOH y utilizando fenolftaleina como indicador.

1V.3.1.2.1. Determinacion de la acidez titulable para sélidos

En el caso de la carne, se pesaron 10 g de carne triturada en una balanza marca
ACCULAB, modelo VIC-612; colocando en un vaso de precipitacion junto con 100 mL de
agua destilada homogeneizando por 1 minuto. Se filtré en manta de cielo, y se coloco el liquido
filtrado en un matraz de 250 mL, para luego ser aforado con agua destilada. Se colocaron 25 mL
de la solucidn aforada en un matraz Erlenmeyer de 150 mL, afiadiendo 75 mL de agua destilada
y 2 gotas de fenolftaleina, para seguidamente agitar suavemente. Después se procedio a titular
con NaOH 0,01 N. Los resultados se expresaron en porcentaje de &cido lactico con la siguiente
formula:

0,1*VNa0H*0,09

9022 100 (1)

% acido lactico =

eV NaOH = volumen gastado de hidréxido de sodio 0,1 N
e  Pm=peso de muestra
e  Factor 0,09 = peso equivalente del acido lactico

1V.3.1.3. Determinacion del contenido en solidos en suspension

Se tomé 1 mL de muestra en un tubo Eppendorf, y luego se centrifugaron durante 5 min
a 13.000 rpm en una centrifuga (Microcentrifuga Spectrafuge™24D, USA - Nueva Jersey).
Antes de la centrifugacion se tomé el pes6 de la muestra en una balanza analitica (BOECO,
modelo BAS 31 plus, Alemania). Tras la centrifugacion y la eliminacion del sobrenadante, los
eppendorf se pesaron nuevamente para obtener el valor final (%) de los s6lidos aglomerados
por efecto de la centrifugacion Norma mexicana (NMX-AA-034, 2015).

1V.3.1.4. Determinacion del contenido de sélidos solubles totales

Se utiliz6 un refractometro electrénico (marca ATAGO). Las mediciones se realizaron a
una temperatura de aproximadamente 25 °C. Se colocaron de 1 a 2 gotas de la muestra en el
diafragma del equipo. Este dispositivo tiene una escala de 0 a 100 °Brix. (AOAC Official
Method, 2012).

1VV.3.1.5. Determinacion del contenido de humedad

Las muestras procesadas se determinaron mediante el método del horno cuya marca fue
MEMMERT modelo TV-400 serie A 4930974. Se pesaron 3 g de muestra en crisoles de peso
conocido. Los crisoles con las muestras se colocaron en un horno operado a 105 °C durante 3
horas. Se llevo a cabo por el método gravimétrico descrito por (Ledn, 2018).

(P1+4P2)—-P3

%Humedad = 100 (3)

e  P1=Pesode laplaca(g)
e P2 =Pesode la muestra (g)
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e P3=Pesode laplaca + Peso de la muestra

1V.3.1.6. Determinacion del grado alcohdlico

Para la determinacion del grado alcohdlico se utilizaron 90 mL en el caso de la
produccion de bioetanol, y 150 mL en el resto de los ensayos. Luego se introdujo el
alcoholimetro Gay Lussac (°GL), que le permitid flotar para obtener los resultados del analisis
segun la Norma INEN 340 Bebidas alcohdlicas (NTE340, 1994).

1V.3.1.7. Determinacion de densidad

Para determinar la densidad, en primer lugar, se peso el picndmetro limpio y seco con
aproximacién al 0,1 mg en una balanza (BOECO, modelo BAS 31 PLUS, Alemania).
Posteriormente se realizd el llenado del picndmetro con la muestra, y se pes6. Finalmente se
vacio el picnometro y limpio; se seco interiormente con una corriente de aire seco y se llené de
agua destilada hasta la marca respectiva, evitando la formacion de burbujas de aire.
Nuevamente se obtuvo la pesada con agua destilada, con aproximacion al 0,1 mg. Se determine
segUn la norma NTE 349 en unidades de g/cm?® (INEN349, 1978) aplicando la formula:

d=m2-m1/m3-ml (4)
d'= densidad relativa g/cm?
ml = masa del picndmetro vacio, en gramos.
m2 = masa del picndmetro con la muestra, en gramos.

m3 = masa del picndmetro con agua destilada, en gramos.

1V.3.1.8. Determinacion de la turbidez

El equipo de turbidimetro 2100 AN de la marca Hach procedencia de Estados Unidos
fue calibrado previamente. Este equipo mide la intensidad de la luz dispersada a 90 grados
cuando un rayo de luz pasa a través de la muestra. Se colocaron en cubos de vidrio de 30 mL de
muestra y se cerrd con los tapones. Las muestras se colocaron en el soporte del turbidimetro, se
esper6 un tiempo de 15 minutos para observar la lectura de los analisis realizados en unidades
NTU/FNU (Unidad de turbidez nefelométrica; (HACH, 2020).

1V.3.1.9. Determinacion del calor especifico

Se determind mediante una Bomba Calorimetro “TBCF”, T213-2008, modelo BLS-
384. El incremento de temperatura es de acuerdo con el calor de cada muestra la cual se mueve
constantemente con un agitador, y luego la solucion reacciona a 6 voltios y 1 amperio. Los
resultados se expresaron en kJ/Kg °C.

1V.3.1.10. Determinacion de la potencia de combustion

Este anélisis se realiz6 combinando etanol con gasolina y probando en un motor de
combustién Datsun 1200 (motor A12 de 1,0 litros (988 cc) durante 60 minutos en una
proporciéon de 10% de bioetanol y 90% de gasolina comercial, 5% de bioetanol y 95% de
gasolina comercial.
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IV.3.1.11. Determinacion de la transmitancia y absorbancia

Se analizaron 2 mL de muestra para esta determinacion. Se utilizé un espectrofotometro
DR3900 HACH serie 1488262, con una longitud de onda de 430 nanometros. Se aplica la ley
de Beer-Lambert para la absorcion que relaciona la intensidad a la salida de la muestra If, con la
intensidad inicial lo, la concentracion de moléculas y la distancia recorrida por la luz en la
muestra mediante el método de absorcion.

1V.3.1.11. Anélisis del color

La medicidn del color se realiz6 siguiendo las recomendaciones dadas por la American
Meat Science Association (L*, a*, b*), método CIELa b (Ripoll et al., 2012). Se utilizd un
colorimetro marca CHROMA METER CR 400, determinando los siguientes parametros:

e L* define la luminosidad
e a* componente de color rojo-verde
e b* componente de color amarillo-azul

La diferencia entre medir el color de la carne y el color de las fue la preparacion de la
muestra. La carne fue cortada en rodajas finas para que la luz pueda penetrar facilmente en la
muestra. La cerveza, por otro lado, fue vertida en un vaso para que el colorimetro pueda medir
el color de la superficie de la cerveza.

La conversion de las coordenadas CieLAB a color se realizaron mediante la aplicacion
gratuita disponible en: https://www.nixsensor.com/free-color-converter/.

1V.3.1.12. Determinacién de la cantidad de espuma

Adaptado el principio “NIBEM” se determind la estabilidad de la espuma, vertiendo en
una probeta 300 mL de cerveza. Ya estabilizada la espuma mide el tiempo en que se mantiene y
desaparece. EI método "NIBEM" mide el colapso de la espuma creada en el vertido de la
botella en el vaso (Sanchez et al., 2016).

I1V.3.1.13. Determinacidon del grado de amargor

El grado de amargor se determind por el método de IBU (International Bitterness Unit)
(Calado et al., 2019) mide en unidades internacionales de amargor (IBU), que son una medida
de la cantidad de isohumulones, un tipo de alfa acido del lGpulo, presentes en la cerveza. Los
isohumulones son responsables del sabor amargo de la cerveza para lo cual se aplicé la
siguiente ecuacion:

IBU = Wh+x%AA*Ugq 5)

Viw*1,34
Wh= porcentaje de lupulo.
%AA= porcentaje de cidos alfa.
Uaa= Cuantos acidos alfa son usados en el proceso de hervido.

Vw= volumen de mosto.
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1V.3.1.14. Determinacion de la capacidad de retencion de agua

Para calcular la capacidad de retencion de agua (CRA) de las carnes se utiliz6 el
método de presion en papel de filtro (Lopez & Segovia, 2015). El célculo de la CRA (%) se
realizd mediante la formula:

Formula:

CRA (gHZO retenida) _ (my*H)—(my—ms3)

= +* 100 (6)
100 g H,0 mq*H

e ml =masa de la muestra (g).
e m2 = masa del papel de filtro himedo (g).

e m3 = masa del papel de filtro seco (g).

1V.3.1.15. Determinacion de la textura

Se utiliz6 el método de compresidn y puncion para medir propiedades de textura en
alimentos. Se colocé la muestra en el Texturometro SHIMADZU que es operado por el
software TRAPEZIUM version 1.4.0. Los valores son registrados en Newtons después de que
se aplicard una sonda de compresion (Carvajal, 2008).

1VV.3.2. Anélisis microbiologicos

Para la deteccién y conteo de diferentes tipos de microorganismos en las bebidas
fermentadas de frutas, la bebida fermentada de té, cerveza y carnes frescas el procedimiento
seguido fue el siguiente:

Para el desarrollo de las diluciones decimales se tomaron asépticamente volimenes de
10 mL en el caso de los alimentos liquidos y se pesaron 10 g de las carnes. Estas muestras
fueron mezcladas con 90 mL de agua de peptona y homogenizados convenientemente durante 2
minutos. Posteriormente se realizaron las subsecuentes diluciones decimales mediante el
pipeteo de 1 mL de las diluciones anteriores en 9 mL de agua de peptona. Entre dilucion y
dilucion las soluciones fueron homogenizadas mediante agitacion en un Vortex (Labnet modelo
S0200-230V-Estados Unidos) durante 1 minuto.

Todos los medios de cultivo fueron disueltos mediante agitadores calentadores
magnéticos con agitacion constante siguiendo las instrucciones de los fabricantes. Los medios
agarizados, una vez llevados a ebullicién, y los medios sélidos, fueron esterilizados en una
autoclave marca K GEMMY aplicando un tratamiento de 121°C durante 15 minutos.

Para la determinacién de los microorganismos aerobios totales se utilizaron placas de
Agar Nutriente de la marca Britania adquirido en Argentina como medio de cultivo, incubando
las placas a 30°C durante 48 horas.

Para la determinacion de los coliformes se utilizé el medio de cultivo Gelose VRBL,
Agar BK152HA de la marca Scharlau Microbiologia (Espafia), incubando las placas a 37°C
durante 48 horas.
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La deteccion y cuantificacion de Escherichia coli se realizd mediante Agar Mac
Conkey de la marca Britania adquirido en Argentina, incubando las placas a 37°C durante 48
horas.

Para la determinacion de Salmonella sp. se utiliz6 el medio Salmonella Shigella Agar
de la marca Britania adquirido en Argentina, incubando las placas a 37°C durante 48 horas.

La cuantificacion de mohos y levaduras se realizd mediante la siembra en Potato
Dextrose Agar de la marca Scharlau Microbiologia (Espafia), como medio de cultivo,
incubando las placas a 25°C durante 5 dias.

Las bacterias acido-lacticas se cuantificaron mediante MRS Agar de la marca Britania
adquirido en Argentina, incubando en placas a 30°C durante 48 horas.

En la tabla IV.5 se detalla los microorganismos detectados, el medio de cultivo utilizado
y que método que se siguid.

Tabla I1V.5. Anélisis microbioldgicos realizados, medios de cultivo empleados y
método seguido.

Microorganismo Medio de cultivo Método

Mohos y levaduras Potato Dextrose Agar (INEN 767, 1985)

Aerobios Agar Nutriente (Amazara, 2022) (1SO4833,
2013)

Escherichia coli Agar MacConkey (INEN-2667, 2013) e (INEN
765, 2013)

Salmonella Salmonella Shigella Agar (INEN-1529-15, 2009) (NTE
INEN 2802, 2015)

Coliformes totales Gelose VRBL, Agar INEN 1529-8

BK152HA
Bacterias Acido- M.R.S. Agar ISO 15214 (1998)
Lacticas

Para el conteo de los microorganismos se seleccionaron placas con aproximadamente
30-300 colonias. Los resultados se expresaron en log ufc/g o mL.

1V.3.3. Andlisis sensorial

IV.3.3.1. Bebidas fermentadas de naranja y carambola con adicién de mucilago de
cacao

Las caracteristicas y analisis organolépticos de las bebidas fermentadas se determinaron
usando una escala de 5 puntos para color, olor, sabor, dulzor y astringencia. (1=no me gusta
mucho, 2=no me gusta, 3=neutral, 4=me gusta, 5=me gusta mucho). La prueba del producto fue
realizada por una seleccion de 10 catadores no entrenados entre 20 y 25 afios seleccionados
entre los estudiantes de las Universidad Estatal de Quevedo (Ecuador). Cada panelista recibid
tres muestras con un volumen de 30 mL, codificadas mediante tres digitos aleatorios. Se
instruyd a los panelistas para que limpiaran sus paladares con agua antes y entre cada muestra.
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1V.3.3.2. Bebidas fermentadas de té con adicién de mucilago de cacao

Las caracteristicas y anélisis organolépticos de las bebidas fermentadas de té se
determinaron usando una escala de 10 puntos para color, olor, sabor, dulzor y astringencia. (2
puntos = no me gusta mucho, 4 = me gusta poco, 6 = neutral, 8 = me gusta y 10 = me gusta
mucho.). La prueba del producto fue realizada por una seleccion de 18 catadores no entrenados
entre 25 y 45 afos seleccionados entre los trabajadores y los estudiantes de las Universidad
Estatal de Quevedo (Ecuador). Cada panelista recibié cinco muestras diferentes, con un
volumen de 20 mL, codificadas mediante tres digitos aleatorios. Se instruy6 a los panelistas
para que limpiaran sus paladares con agua antes y entre cada muestra.

1V.3.3.3. Cerveza artesanal con adicién de mucilago de cacao

Las caracteristicas y analisis organolépticos de las cervezas artesanales se determinaron
usando una escala de 5 puntos para color, olor, sabor, dulzor y astringencia. (1=no me gusta
mucho, 2=no me gusta, 3=neutral, 4=me gusta, 5=me gusta mucho). La prueba del producto fue
realizada por una seleccidn de 18 catadores no entrenados entre 30 y 45 afios seleccionados
entre los trabajadores de la Universidad Estatal de Quevedo (Ecuador). Cada panelista recibio
cinco muestras diferentes, con un volumen de 20 mL, codificadas mediante tres digitos
aleatorios. Se instruy0 a los panelistas para que limpiaran sus paladares con agua antes y entre
cada muestra.

A continuacién, se muestra como ejemplo la ficha para el andlisis sensorial entregada a
los panelistas.
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FICHA SENSORIAL -ORGANOLEPTICA DE
CERVEZA

Evaluador: Fecha:
Indicaciones:

A continuacién, se dispone de muestras cerveza artesanal tipo Ale con mucilago de cacao
en combinacion con lupulo Cascade y Northern Brewer, las cuales deberén ser catadas por
personas aptas y bebiendo agua después de cada evaluacion.

Marque con una “X" la calificacion que el parezca, segun las caracteristicas solicitadas. 1.
Me disgusta mucho, 2. Me disgusta poco, 3. Neutral, 4. Me guasta poco, 5. Me gusta

mucho

Componente sensorial Caracteristicas Seleccidn

Apariencia 1. Me disgusta mucho
. Me disgusta poco

. neutral
. Me guasta poco
. Me gusta mucho

. Me disgusta mucho
. Me disgusta poco

. neutral

. Me guasta poco

. Me gusta mucho

Aroma

Sabor . Me disgusta mucho

. Me disgusta poco
. neutral

. Me guasta poco
. Me gusta mucho

. Me disgusta mucho
. Me disgusta poco
. neutral

. Me guasta poco
. Me gusta mucho

Sensacion en la boca

O W NPT, W NRERPOOPRWDNDREROR~WDN

1V.3.4. Tratamiento estadistico

IV.3.4.1. Caracterizacién del mucilago de cacao

Los resultados obtenidos de las analiticas de pH, % acidez, so6lidos solubles totales,
turbidez, densidad, espacio CIElab (L*, a*, y b*), absorbancia y transmitancia se analizaron
mediante el analisis de la varianza (ANOVA) en base a los factores variedad de cacao. En caso
de encontrar medias con diferencias significativas, estas fueron separadas por el test de Tukey
(p<0,050).

1V.3.4.2. Produccion de bioetanol a partir de residuos de cacao

Los resultados obtenidos de las analiticas de turbidez, densidad, calor especifico,
produccién de bioetanol, pH, sélidos totales, acidez y grados alcoholicos se analizaron mediante
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el analisis de la varianza (ANOVA) en base a los factores variedad de cacao, tipo de residuo y
nivel de inoculacion de levadura. En caso de encontrar medias con diferencias significativas,
estas fueron separadas por el test de Tukey (p<0,050).

1V.3.4.3. Elaboracion de bebidas fermentadas de naranja y carambola con adicion
de mucilago de cacao

Los resultados obtenidos de las analiticas de pH, acidez titulable, solidos solubles,
solidos suspendidos, transmitancia y absorbancia, y densidad y los parametros sensoriales se
analizaron mediante el andlisis de la varianza (ANOVA) en base a los factores variedad de
cacao, concentracion de mucilago y tipo de fruta. En caso de encontrar medias con diferencias
significativas, estas fueron separadas por el test de Tukey (p<0,050).

I1V.3.4.4. Elaboracion de bebidas fermentadas a base de té con adicion de mucilago
de cacao

Los resultados obtenidos de las analiticas de pH y la acidez, la turbidez, solidos
solubles, contenido en alcohol, densidad, absorbancia y transmitancia, recuentos de levaduras,
Salmonella y Escherichia coli, y los pardmetros sensoriales se analizaron mediante el anlisis
de la varianza (ANOVA) en base a los factores variedad de cacao, concentracién de mucilago y
tipo de té. En caso de encontrar medias con diferencias significativas, estas fueron separadas
por el test de Tukey (p<0,050).

IV.3.4.5. Elaboracion de cervezas artesanales con mucilago de cacao

Los resultados obtenidos de las analiticas pH y la acidez, la turbidez, sélidos en
suspension, solidos solubles, contenido en alcohol, densidad, colorimetria, absorbancia y
transmitancia, grado de amargor, cantidad de espuma, recuentos de totales, Salmonella y
Escherichia coli, y los pardmetros sensoriales se analizaron mediante el anélisis de la varianza
(ANOVA) en base a los factores variedad de cacao, concentracion de mucilago y tipo de Idpulo.
En caso de encontrar medias con diferencias significativas, estas fueron separadas por el test de
Tukey (p<0,050).

1V.3.4.6. Bioconservacion de la carne mediante mucilago de cacao

Los resultados obtenidos de las analiticas de pH y la acidez, humedad, capacidad de
retencion de agua, colorimetria, textura, recuentos de mohos y levaduras, coliformes totales, y
bacterias &cido-lacticas se analizaron mediante el analisis de la varianza (ANOVA) en base a los
factores variedad de cacao, tipo de carne y dias de almacenamiento. En caso de encontrar
medias con diferencias significativas, estas fueron separadas por el test de Tukey (p<0,050).
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V. Resultados y Discusion
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

V.1. Caracterizacion del mucilago de cacao

En cuanto a las determinaciones fisicoquimicas del mucilago de cacao, recogidas en la
Tabla V.1, se puede observar que el mucilago Fino de Aroma presento valores ligeramente
superiores de pH (pH 4,31) que el mucilago CCN-51 (pH de 4,11). Estas diferencias en el pH
estaban asociadas al porcentaje de acidez, en el que el mucilago Fino de Aroma presentd
valores de 0,68% mientras que CCN-51 presento valores medios de acidez de 1,09%.

Respecto al contenido en sélidos solubles, el mucilago Fino de Aroma presentd
mayores valores de solidos solubles totales (15,50°Brix) que el CCN-51 (11,30 °Brix), que se
asociaron con la turbidez, en la que el mucilago Fino de Aroma presentd valores superiores. Por
el contrario, los sélidos en suspension fueron 0,01 y 0,04 para los mucilagos Fino de Aroma y
CC-51, respectivamente. Respecto a la densidad, se observaron valores superiores en el
mucilago CCN-51 con valores de 1,49 g/L que Fino de Aroma con 1,08 g/L. y turbidez con un
valor inferior de 9,34. Respecto a los pardmetros Opticos, el mucilago Fino de Aroma fue més
luminoso (L*) y con coloraciones mas amarillas (b*), presentando valores bajos de
transmitancia y absorbancia. Asi, este mucilago presentd una tonalidad ambar clara. Por su
parte, el mucilago CCN-51 presentd una coloracion mas rojiza y menos luminosa, presentando
valores superiores de transmitancia y absorbancia. La tonalidad del mucilago CCN-51 fue
ambar oscura. En la revision realizada por Guirlanda et al. (2021) sobre las caracteristicas de la
“miel de cacao”, se observan que los resultados obtenidos de pH, acidez y so6lidos solubles
totales se encuentran dentro de los parametros obtenidos en trabajos previos. Asi, los valores de
pH observados previamente se encuentran entre 2,76 y 4,89 (Villagbmez & Moreta; 2013;
Pisco-Caldas, 2009). Se ha observado un porcentaje de acidez entre 0,36 y 1,08 (Pisco-Caldas,
2009; Sosa & Manaday, 2018); mientras que los sélidos solubles totales se han situado en el
rango de 13,3 y 19,6 °Brix (Balladares et al., 2016; Leite et al., 2019). En general, se puede
afirmar que los valores obtenidos en el presente trabajo estan dentro de los parametros
observados en la revisién realizada por Guirlanda et al. (2021).

Tabla V.1. Andlisis fisicoquimicos del mucilago de cacao de las variedades CCN-51 y Fino de
aroma.

Mucilago de Cacao I

Acidez Titulable
(%)
°Brix
Densidad (g/L)
NTU Turbidez
Sélidos en
suspension
Colorimetria L*
Colorimetria a*
colorimetria b*
Transmitancia

Absorbancia

o
o
o

CCN-51 4,16 1,09 11,30 1,49 9,34 0,04 34,85 15,18 21,72 0,

Fino de aroma 4,31 0,68 15,50 1,08 16,71 0,01 46,06 8,11 30,41 0,10

84



V.2. Produccién de bioetanol

Los problemas ambientales y el cambio climatico ocasionados por el alto consumo de
combustibles fosiles han generado un gran interés en la produccién del etanol y su uso como
combustible alternativo en el transporte (Agudelo, 2014). La magnitud del problema estriba en
las cifras astrondémicas de consumo anual de carbédn, gas y petréleo. En el afio 2002, por
ejemplo, se consumieron 8034 millones de toneladas de petréleo, cifra que representd un
aumento del consumo de 1,3%, con respecto afio anterior. Nada parece indicar que ese
crecimiento se detenga (actualmente se consumen 10 000 millones por afio), pues no sélo los
paises desarrollados consumen mas, sino que los menos desarrollados requieren incrementos
aun mayores para su propio desarrollo, como es el caso de China, la India o Brasil (Collymore
et al., 2008).

El etanol es una fuente neta de energia, facilmente almacenable, con alto contenido de
oxigeno (35 %) y combustion limpia, se le considera de gran aplicacién potencial como
combustible (Gonzélez-Leos et al., 2017). Un recurso renovable es la biomasa generada por los
organismos fotosintéticos, que almacenan la energia en forma de azlcares que se pueden
transformar a etanol para uso como biocombustible por medio del proceso de fermentacion
(Alonso, 2018). El uso de la biomasa como potencial fuente para la produccion de energia es un
aspecto que es necesario investigar debido a las diferentes fuentes energéticas, la composicion
de estas fuentes y el potencial energético (Camargo & Williams, 2012).

En la produccién del cacao se generan tres subproductos fundamentales como son la
vaina de la mazorca del cacao, la cdscara de las semillas y el mucilago o exudado de cacao. La
utilizacién de la céscara de la vaina de cacao para la produccion de bioetanol ha sido
investigada por diversos autores como Hernandez-Mendoza et al. (2021), Igbinadolor &
Onilude (2013), Salim (2013), Valladares-Diestra et al. (2022) entre otros. Ademas, se
encuentra el trabajo de Awolu & Oyeyemi (2015) que investigaron el rendimiento en bioetanol
de la fermentacion de céscara de semilla de cacao. Por su parte, el mucilago del cacao ha sido
poco evaluado, encontrando en la bibliografia el trabajo publicado por Roini et al. (2019). El
aprovechamiento del mucilago para este u otros fines es de vital importancia para los
productores de cacao, ya que durante el procesamiento del cacao pueden surgir problemas que
afecten a la gestion ambiental de la eliminacion del mucilago y otros residuos del cacao
(Konstantas et al., 2018). Este mucilago puede ser una base adecuada para la generacion de
biocombustibles ya que su composicion destaca un elevado contenido en polisacéridos (De
Vuyst & Weckx, 2016; Rodriguez et al., 2021; Sanchez-Olaya et al., 2019; Vera-Loor et al.,
2020). Como se ha mencionado anteriormente, la fermentacion del cacao es una operacion que
se efectla en dos fases; una anaerébica y otra anaerdbica. En la primera levaduras y bacterias
acido-lacticas predominan en el medio y metabolizan los azlcares y el acido citrico presente en
el mucilago del cacao, generando &cido acético y etanol , subiendo la temperatura hasta los 50
°C (Afoakwa et al., 2011; Schwan & Wheals, 2004).

Las levaduras presentes en la fermentacién del mucilago del cacao, entre las que se
encuentra S. cerevisiae, pueden ser empleadas como cultivos para la produccion de bioetanol.
Las levaduras son los microorganismos de mayor uso en la produccién de etanol, debido a su
productividad, baja produccion de inhibidores y facilidad de separacion después de la
fermentacion (Sanchez et al., 2010). Este trabajo se enfocé en la obtencién de bioetanol a partir
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del mucilago de cacao mediante un proceso fermentativo anaerobio con la aplicacion de
diferentes concentraciones de levadura S. cerevisiae.

V.2.1. Parametros fisicoquimicos

Los resultados obtenidos de la caracterizacion de las fermentaciones en funcion de los
factores variedad de mucilago de cacao, concentracion de levadura y estado del mucilago se
presentan en la Tabla V.2.
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Tabla V.2. Efecto de los factores variedades de cacao, porcentaje de levadura y tipo de materia prima, sobre los pardmetros fisicoquimicos de las
fermentaciones de mucilago de cacao.

Grados Calor

Factores pH Acidez (%) S.?(I)'t(:‘?gss((;gﬁ:(e)s Densidad (g/L) alcoholicos (% TF’\'I’.?_'S)e z Especifico Ren?rLrE;ento
VIV) (kJ/kg °C)
niveles X c X c X c X c X c X c X o X c
Variedad mucilago (V)
CCN51 4,18 + 0,19 1,13 + 0,16 13,18 + 126 094 + 0,02 50,00 + 3381 3,07 £ 475 0,95 £+ 0,02 413 + 92
";'rnoomdae 430 + 022 119 + 031 1341 * 101 095 * 002 5158 = 477 466 + 202 09 * 001 414 =+ 79
Levaduras concentraciones (L)
0,00% 415 + 0,12 1,13 + 0,24 1283 + 064 094 + 002 4738 + 232 1,86* + 0,49 0,95 = 0,01 392 + 77
0,01% 420 + 0,13 1,18 + 0,24 13,48 + 131 094 + 002 5238 + 4,06 3,382 £ 4,72 0,95 + 0,01 423 + 56
0,05% 436 = 0,29 1,19 + 0,28 1359 + 127 09 + 002 5263° + 434 6,36° + 3,07 0,96 + 0,02 427 + 114
Estado del Mucilago (E)
Sélido 422 + 0,22 1,13 + 0,31 1321 + 126 094 = 0,02 50,50 = 4,23 331 £ 250 0,95 + 0,01 384 + 79
Liquido 426 + 0,20 1,20 + 0,17 1338 + 1,02 095 * 0,02 51,08 + 454 443 + 459 0,96 + 0,01 443 + 81
P-valores
Pruebas de efectos
\ 0,115 0,644 0,674 0,332 0,315 0,082 0,427 0,961
L 0,081 0,909 0,461 0,756 0,024 0,002 0,658 0,549
E 0,592 0,554 0,743 0,332 0,706 0,207 0,095 0,053
V*L 0,247 0,461 0,976 0,756 0,161 0,188 0,658 0,616
V*E 0,060 0,741 0,566 0,066 0,871 0,061 0,630 0,1122
L*E 0,173 0,755 0,265 0,317 0,919 0,002 0,898 0,034
V*L*E 0,915 0,917 0,774 0,203 0,248 0,082 0,084 0,786

*Medias con letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,050) dentro de los factores.
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La produccién de bioetanol a partir de mucilago de cacao presenté valores de pH
ligeramente superiores a 4 sin diferencias basadas en la variedad de mucilago, la concentracion
de la levadura o el estado del mucilago. Los resultados de este estudio son similares a los
reportados por Castano et al. (2011) y Sanchez et al. (2010). Sin embargo, son superiores a los
valores reportados por Delgado-Noboa et al. (2018).

Los resultados de la Figura V.1 muestran que el pH del bioetanol producido a partir de
mucilago de cacao se situ6 entre 4,38-4,51. Este valor es ligeramente inferior al pH del etanol
puro, que es de 4,7. La diferencia en el pH se debe a la presencia de acidos organicos en el
mucilago de cacao, como el acido citrico, el acido malico y el acido oxalico. Estos acidos
organicos son producidos por las bacterias productoras de acido lactico durante la fermentacion.
Los resultados también muestran que el pH del bioetanol producido a partir de mucilago de
cacao Fino de Aroma es ligeramente superior al pH del bioetanol producido a partir de
mucilago de cacao CCN51. Esto se debe a que el mucilago de cacao Fino de Aroma contiene
menor concentracion de &cidos organicos que el mucilago de cacao CCN51 tal y como se
muestra en tabla V.1.
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Figura V.1. pH del bioetanol producido con mucilago de cacao de las variedades CCN-51 y
Fino de Aroma tras el in6culo de 0%, 0,01% y 0,05% de Saccharomyces cerevisiae.

Los porcentajes medios de acidez se situaron entre 1,13 £ 0,27 y 1,20 + 0,27, en los que
tampoco influyeron los factores (Tabla V.2; p>0,050). Estos valores se encuentran en el rango
de los valores observados por Diaz (2015) y Fernandez (2008), que encontraron valores entre
0,0% y 1,6%. La fermentacion del mucilago de cacao es répida y no es tan acida como la
fermentacion del café, que puede alcanzar valores de hasta 3,5% (Fajardo, 2019). Sin embargo,
la acidez del mucilago de cacao es un factor que puede influir en la produccion de bioetanol.
Los valores mas altos de acidez observados en el presente estudio podrian deberse a una mayor
actividad de las bacterias productoras de &cido lactico, que son las responsables de la
fermentacion del mucilago de cacao (De Vuyst & Weckx, 2015). Ademas, la concentracion de
levadura utilizada también puede influir en la acidez del mucilago de cacao. Las levaduras
también producen acido durante la fermentacion, por lo que una mayor concentracion de
levadura puede conducir a un aumento de la acidez. Estos resultados sugieren que es importante
controlar las condiciones de fermentacion para optimizar la produccion de bioetanol a partir del
mucilago de cacao.

88



El anélisis individual de los lotes de fermentaciones elaboradas mostrd que los valores
de acidez en el presente estudio se situaron entre 1,00 + 0,01 % del mucilago Fino de Aroma
solido sin inoculo de levaduras y 1,35 + 0,07 % en el mucilago Fino de Aroma solido con
0,05% de indculo (Figura V.2).
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Figura V.2. Porcentaje de acidez del bioetanol producido con mucilago de cacao de las
variedades CCN-51 y Fino de Aroma tras el inéculo de 0%, 0,01% y 0,05% de Saccharomyces
cerevisiae.

Los valores de sélidos solubles totales medios se situaron en torno a los 13°Brix (Tabla
V.2), sin influencias de los factores. No se encontraron diferencias a pesar de que la materia
prima presento valores diferentes tal y como se muestra en la tabla V.1. Los valores reportados
por Amaya & Diaz (2019) y Zapata (2010) estan entre el 12% y el 15%, lo que indica que los

resultados del presente estudio son comparables a los de otros estudios realizados con mucilago
de cacao.

Los resultados observados sobre el contenido en sélidos solubles de los diferentes lotes
se muestran en la Figura V.2. Los valores observados en todas las fermentaciones se situaron
entre 11,9 y 14,1 °Brix. Como se puede observar, la aplicacion del mucilago en estado sélido o
liquido o las diferencias en el in6culo no modificaron significativamente los contenidos en
solidos solubles totales. Ademas, estos valores fueron similares a los contenidos iniciales de los
mucilagos mostrados en la tabla V.1.
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Figura V.3. Contenido en sélidos solubles totales (°Brix) del bioetanol producido con mucilago
de cacao de las variedades CCN-51 y Fino de Aroma tras el inéculo de 0%, 0,01% y 0,05% de
Saccharomyces cerevisiae.

La densidad media se sitlo en valores de 0,94-0,95 (Tabla V.2). Estos valores son
similares a los reportados por Santamaria et al. (1995), que encontraron densidades de 0,991-
0,995 g/cm?3 para el bioetanol producido a partir de cafia de azucar. Sin embargo, son inferiores
a los reportados por Delgado-Noboa et al. (2018), que encontraron una densidad de 1,05 g/cm3
para el bioetanol producido a partir de platano. En general, los resultados de este estudio
muestran que la densidad del bioetanol producido a partir de mucilago de cacao es ligeramente
inferior a la densidad del bioetanol producido a partir de otras materias primas.

Los resultados de la Figura V.4 muestran que la densidad del bioetanol producido a
partir de mucilago en los diferentes lotes se situ6 entre los encontrados en la fermentacion de
mucilago Fino de Aroma al 0,05% en estado solido con 0,98 g/cm?, y mucilago Fino de Aroma
al 0,05% en estado liquido con 0,92 g/cm3. Los valores de densidad no variaron en funcion del
indculo de levadura. Por ejemplo, la densidad del bioetanol producido a partir de mucilago de
cacao Fino de aroma al 0,01% de levadura fue de 0,94 g/cm3, mientras que la densidad del
bioetanol producido a partir de mucilago de cacao Fino de Aroma al 0,05% de levadura fue de
0,95 g/cmé.
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Figura V.4. Densidad (g/L) del bioetanol producido con mucilago de cacao de las variedades
CCN-51 y Fino de Aroma tras el in6culo de 0%, 0,01% y 0,05% de Saccharomyces cerevisiae.

Las fermentaciones de mucilago de cacao presentaron una produccion de alcohol media
comprendida entre 47,38 y 52,63 °GL (Tabla V.2). En este caso la adicion de in6culo de S.
cerevisiae mejoro la produccion de etanol significativamente (p=0,024), pero no se observaron
otros efectos significativos de los factores o de las interacciones entre ellos. El Estandar de
Bebidas Alcohodlicas establece que el grado alcohdlico de las bebidas alcohélicas debe estar
entre 39 y 54 °GL. Por lo tanto, los resultados del presente estudio estan dentro de los
estandares establecidos. Otros trabajos han mostrado rendimientos similares de alcohol tal y
como muestran Delgado-Noboa et al. (2021) con mucilago de cacao CCN-51; Pérez-Sarifiana et
al. (2015) con mucilago de café.

Los resultados de la Figura V.5 muestran que el grado alcohdlico de las fermentaciones
en los diferentes lotes se situaron entre los 45,5 °GL en el mucilago de cacao Fino de Aroma al
0,01% de levadura en estado sélido, y 57,5 °GL mucilago de cacao Fino de Aroma al 0,05% de
levadura en estado solido. Este ltimo valor es significativamente mayor que el primero.
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Figura V.5. Grado alcoholico (% v/v) del bioetanol producido con mucilago de cacao de las
variedades CCN-51 y Fino de Aroma tras el inéculo de 0%, 0,01% y 0,05% de Saccharomyces
cerevisiae.

Los valores de turbidez no presentaron diferencias en funcion de la variedad de
mucilago ni el estado del mismo (p>0,050), aunque los valores medios de Fino de Aroma y
estado liquido fueron superiores (Tabla V.2). Si se observaron diferencias en la turbidez entre
concentraciones de inoculos, de tal manera que las fermentaciones sin inocular presentaron
valores medios de 1,86 que se incrementaron significativamente hasta 6,36 con 0,05% de
indculo (p=0,002). Estos resultados son similares a los reportados por Zufiga & Gandini
(2013), que encontraron turbidez de 3,40-4,75 NTU para el bioetanol producido a partir de
residuos de cafia de azUcar. La turbidez del bioetanol puede deberse a la presencia de particulas
en suspension, como células de levadura, proteinas y polisacaridos. La levadura es la principal
responsable de la turbidez, ya que se multiplica durante la fermentacion. EI mucilago de cacao
también puede contribuir a la turbidez, ya que contiene proteinas y polisacaridos. La turbidez
del bioetanol puede ser reducida mediante la filtracion o la clarificacion. La filtracion elimina
las particulas en suspension mediante un medio filtrante, como un filtro de papel o de malla. La
clarificacion elimina las particulas en suspension mediante un proceso quimico, como la
coagulacion o la floculacion.

Los resultados de la Figura V.6 muestran que en general no hubo diferencias entre lotes
en cuanto a la turbidez, con valores comprendidos entre 1,5 y 6 unidades NT. Sin embargo la
fermentacion de mucilago CCN-51 s6lido con 0,01% de in6culo present6 una turbidez de 13,7
NTU, estadisticamente superior al resto (p<0,050).
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Figura V.6. Turbidez (NTU) del bioetanol producido con mucilago de cacao de las variedades
CCN-51y Fino de Aroma tras el indculo de 0%, 0,01% y 0,05% de Saccharomyces cerevisiae.

No se observaron diferencias en el calor especifico de las fermentaciones (Tabla V.2),
que estuvieron comprendidas entre 0,95 y 0,96 kJ/kg °C. Este valor es inferior al calor
especifico Escobar (2008) establece que es de 2,38 kl/kg °C, pero similares a los mostrados por
Castillo (2010) y (2012) que encontraron valores de calor especifico de 0,68-0,92 kJ/kg °C para
el bioetanol producido a partir de residuos de cafia de azlcar. La diferencia en el calor
especifico se debe a la presencia de impurezas en el bioetanol, como células de levadura,
proteinas y polisacaridos. Estas impurezas absorben parte del calor, lo que reduce el calor
especifico del bioetanol. Los resultados también muestran que el calor especifico del bioetanol
producido a partir de mucilago de cacao en estado solido es similar al calor especifico del
bioetanol producido a partir de mucilago de cacao en estado liquido.

Los resultados de la Figura V.7 muestran que el calor especifico del bioetanol producido
a partir de mucilago de cacao en los diferentes lotes estuvo entre 0,94-0,97 ki/kg °C. No se
encontraron diferencias entre tratamientos.
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Figura V.7. Calor especifico (kJ/kg °C) del bioetanol producido con mucilago de cacao de las
variedades CCN-51 y Fino de Aroma tras el inéculo de 0%, 0,01% y 0,05% de Saccharomyces
cerevisiae.
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La produccion de bioetanol media a partir de mucilago de cacao en funcion de los
factores estuvo comprendida entre 384 mL para las presentaciones solidas y 443 mL para las
presentaciones liquidas (p=0,053; Tabla V.2). La variedad de mucilago no presentd diferencias
significativas, pero si se observd una notable diferencia media en las producciones en funcion
del grado de indculo, aungue sin diferencias significativas. Estos valores se encuentran en los
rangos observados por Betancurt (2009) y Otero (2009), que encontraron valores de 77,52-
572,64 mL para la produccion de bioetanol a partir de cafia de azucar. En la Figura V.8 se
muestran los rendimientos de los diferentes lotes, donde se puede observar que los rendimientos
estuvieron comprendidos entre 282+75 mL en la fermentacion con mucilago CCN-51 liquido y
0,05% de levadura y 535 + 21 mL en la fermentacién con mucilago CCN-51 sélido y 0,05% de
levadura. En cualquier caso, no se encontraron diferencias significativas entre lotes.
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Figura V.8. Rendimiento del bioetanol producido con mucilago de cacao de las variedades
CCN-51y Fino de Aroma tras el indculo de 0%, 0,01% y 0,05% de Saccharomyces cerevisiae.

Estos resultados ponen de manifiesto la viabilidad de utilizar mucilago de cacao, tanto
de la variedad Fino de Aroma como CCN-51, en forma solida y liquida, para la produccion de
bioetanol, en el que la utilizacion de inoculos de S. cerevisiae contribuyen a incrementar los
grados alcohdlicos.

V.3. Elaboracion de bebidas fermentadas de frutas

Las bebidas fermentadas a partir de frutas, o los llamados «vinos de frutas» estan
elaboradas con diferentes tipos de frutas: fresa, pera, manzana, mango, naranja entre otras frutas
(Berenguer et al., 2016). Los vinos de frutas son el producto resultante de la fermentacion
alcohdlica normal de mostos de frutas frescas y sanas distintas a la uva, mostos, concentrados
de frutas sanas, que han sido sometidos a las mismas précticas que los vinos de uva y cuya
graduacion alcohdlica minima es de 6 grados alcoholimetros (Ley de normatividades de bebidas
alcohdlicas. Decreto 1686 de 2012).

Durante la fermentacion alcohdlica, el zumo de fruta puede sufrir una serie de
variaciones que se pueden controlar. Dependiendo de la fruta empleada, hay algunos parametros
importantes que se tendran que mantener para la aceptacion de los consumidores finales, tales
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como la acidez, el color (Petravic-Tominac et al., 2013), aroma (Koppel et al., 2015; Molina et
al., 2009) y el sabor distintivo, entre otros.

Este tipo de bebidas permiten aprovechar los excedentes de frutas que puede haber en la
industria fruticola en algunas épocas del afio. En Ecuador, debido a su exceso de produccion,
los frutos a considerar son la carambola (Averrhoa carambola L.) y la naranja. La carambola
destaca por su caracteristica forma de estrella y su color dorado macizo. La composicion y las
caracteristicas fisicoquimicas varian ampliamente durante su maduracién (Narain et al., 2001).
En el caso de la naranja, las caracteristicas fisicoquimicas son acidez total entre 3,5-10 % &cido
tartarico, > 6 °Brix mayor y un pH entre 2,8 y 3,8 (Bedoya et al., 2005). Estos dos tipos de fruta
junto con un cultivo iniciador adecuado podrian ser la base de una bebida fermentada nueva.

El mucilago del cacao es un subproducto de la industria del cacao que tiene en su
composicién una serie de compuestos funcionales beneficiosos para la salud del consumidor
(Soares y Oliveira, 2022). ElI mucilago de cacao es un sustrato muy nutritivo y sin sustancias
toxicas que esta compuesto por células parenquimatosas esponjosas, que contienen células de
savia ricas en azlcares (10-13%), pentosas (2-3%), acido citrico (1- 2%) y sales (8-10%). Este
subproducto tiene un alto potencial como medio de cultivo para microorganismos a nivel
industrial debido a su composicion (Soares y Oliveira, 2022); ademas, de que por si mismo
tiene una poblacion microbiana compuesta por levaduras, bacterias acido-lacticas y acido
acéticas que permitiria llevar a cabo la fermentacion de las bebidas (Rojas-Rojas et al., 2021;
Syahza et al., 2021). Este subproducto se caracteriza por tener un delicioso sabor tropical que
ha permitido que se utilice en distintos procesos industriales para la fabricacion de distintos
productos alimenticios (Freire et al., 1999; Schwan & Wheals, 2004). Asi, ha sido utilizado en
numerosas investigaciones para la produccion de bebidas alcohdlicas y en la elaboracion de
zumos con sabor dulce muy natural, mermeladas y otros productos procesados como refrescos,
kéfir, jalea de cacao, alcohol, vinagre y nata (Dias et al., 2007; Solieri y Giudici, 2009; Duarte
et al., 2010; Takrama et al., 2015). En las investigaciones realizadas hasta el momento se ha
demostrado que la adicion del mucilago de cacao a distintos productos, debido a su aroma,
favorece su aceptabilidad general.

La produccion de bebidas fermentadas a base de frutas es una practica comin en la
industria alimentaria. En esta Tesis Doctoral, se ha evaluado la adicion de mucilago de cacao de
dos variedades a distintas concentraciones para la elaboracion de zumos de carambola y naranja
con un cierto grado alcohdlico. La combinacion de frutas con el mucilago de cacao puede
contribuir a mejorar la calidad y la seguridad de las bebidas fermentadas, asi como a generar
nuevas oportunidades de negocio para los productores de cacao en Ecuador.

V.3.1. Parametros fisico-quimicos y composicién

En este ensayo de la Tesis Doctoral se ha procedido a estudiar la influencia de la
variedad del cacao (CNN51 y fino), de la concentracion de mucilago afiadida (10 y 15%) y de
la fruta a la que se ha afiadido (carambola y naranja) sobre los parametros fisico-quimicos y
composicién de las bebidas fermentadas (Tabla V.3.).
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TABLA V.3. Efecto de los factores estudiados en los pardmetros fisico-quimicos y composicion de las bebidas fermentadas elaboradas con frutas y mucilago

de cacao.
Factores Acidez pH ° Brix Absorbancia Transmitancia  Sol. Suspension Densidad Grado alcohdlico
niveles X o X o X o X o X o X o X o X o
Fruta (F)
Carambola 055" + 0,08 3,68° + 0,03 15,79° + 0,75 0,52 + 0,14 31,422 + 5,6 0,009 0,005 0,98 0,00 14,832 + 2,04
Naranja 0,88 + 0,13 3,78 = 0,07 20,11* + 0,97 1,25% + 0,35 7,28° + 1,3 0,013 0,007 0,99 0,00 8,17° + 0,72
Variedad mucilago (V)
CCN51 0,71 + 0,19 3,73 + 0,71 17,71 + 2,72 0,93 + 0,52 19,85 + 17,09 0,013 + 0,006 0,99 0,005 11,75 + 3,33
Fino 0,71 + 0,20 3,74 + 0,08 18,20 + 2,06 0,85 + 0,39 18,85 + 12,16 0,010 0,007 0,99 0,005 1125 + 4,13
Concentracién mucilago (C)
10%o0 069 + 0,22 3,71° + 0,07 18,22% + 2,71 0,87 + 0,49 20,57 + 1559 0,013 % 0,007 0,99 + 0,005 10,75> + 3,17
15% 0,74 + 0,17 3,76* =+ 0,07 17,68° + 2,06 0,90 + 0,43 18,14 + 13,93 0,010 0,007 0,99 0,005 12,25 + 4,20
P-valores
Pruebas de efectos
F 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,151 1,000 0,000
\% 1,000 0,842 0,062 0,490 0,762 0,379 1,000 0,345
C 0,227 0,034 0,042 0,769 0,470 0,379 1,000 0,010
F*V 0,457 0,905 0,021 0,152 0,125 0,379 1,000 0,345
F*C 0,793 0,842 0,028 0,926 0,820 0,151 1,000 0,124
V*C 0,551 0,115 0,054 0,338 0,922 0,767 1,000 0,213
F*V*C 0,141 0,174 0,048 0,122 0,226 0,767 1,000 0,213

*Medias con letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,050) dentro de los factores.
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Respecto a la acidez, el andlisis estadistico muestra diferencias significativas
Unicamente del efecto del tipo de fruta base de la bebida fermentada (p < 0,05; Tabla V.3). En el
caso del efecto de la variedad y de la concentracion de mucilago, asi como de las interacciones,
no se observaron diferencias significativas (p > 0,05; Tabla V.3).

Los resultados mostraron que la bebida a base de naranja tenia una mayor acidez (0,875
+ 0,13 % é&cido tartarico) que la elaborada a base de carambola (0,553 + 0,08 % 4&cido tartérico;
Tabla V.3). Estos resultados son bastante inferiores a los encontrados por Bedoya et al. (2005) y
Garcia-Zapatero et al. (2016) quienes elaboraron vino de naranja dulce (Citrus sinensis Speck),
por fermentacion inducida por S. cerevisiae y un vino joven de fruta de borojé (Borojoa patinoi
Cuatrec). Sin embargo, si tienen més sentido cuando se comparan con los valores obtenidos por
Akinwale (2000) y Igbinadolor (2009) en relacion a los valores de acidez expresados en % de
acido tartérico obtenidos durante la fermentacion alcohdlica del mucilago de cacao (entre 0,110
y 0,945 % &cido tartéarico) teniendo en cuenta que se utilizé dicho subproducto del cacao como
“cultivo iniciador” de la fermentacion en nuestro estudio.

En la Figura V.9. se observa que las bebidas elaboradas a base de naranja tenian una
mayor acidez que las elaboradas con carambola independientemente de la variedad y de la
concentracion de mucilago afiadidas (p < 0,05).
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Figura V.9. Valores de acidez medios de las bebidas fermentadas elaboradas con fruta y
mucilago de cacao. Tipo de fruta: carambola (C) y naranja (N); concentracién de mucilago:
10% (10) y 15% (15); variedad de mucilago: CCN51 y Fino. Columnas con diferentes letras
minusculas como superindice indican diferencias significativas entre lotes (p<0,05).

El analisis estadistico realizado sobre la variable pH (Tabla V.3) muestra que existen
diferencias significativas con respecto al tipo de fruta base de la bebida fermentada y a la
concentracion del mucilago afiadido (p < 0,05; Tabla V.3). En el caso del efecto de la variedad
de mucilago y de las interacciones, no se observaron diferencias significativas (p > 0,050; Tabla
\.3).

99



Atendiendo a la influencia del tipo de fruta, la bebida fermentada elaborada con
carambola presentaba un pH ligeramente mas acido (3,68 + 0,03) que la elaborada con naranja
(3,78 £ 0,07). Los valores medios de pH obtenidos en este trabajo se encuentran dentro de la
norma de los vinos donde se referencia que el pH debe estar entre 2,8 y 3,8 (NTC 308). Estos
valores son ligeramente inferiores a los publicados por Bedoya et al. (2005) en la produccién de
vino de naranja dulce y Bhat et al. (2011) en la elaboracion de zumo de carambola tratada con
radiacion ultravioleta. Las diferencias encontradas en este estudio pueden deberse a la
utilizacion de otra variedad de naranja y a la utilizacion de mucilago de cacao en vez de
levaduras en la etapa de fermentacion, ya que el pH de este subproducto oscila entre 3,80 y 3,35
a lo largo de la fermentacion alcohdlica (Akinwale, 2000; Igbinadolor, 2009). Por otro lado, las
diferencias obtenidas entre las dos bebidas elaboradas con los dos tipos de fruta tienen sentido
teniendo en cuenta que la fruta base es diferente y la carambola tiene en general valores mas
acidos que la naranja (Narain et al., 2001; Bedoya et al., 2005). Diferencias en los valores de
pH en funcion de la fruta base también fueron encontradas por Corona et al. (2016) en el
analisis de distintos tipos de zumo de frutas y hortalizas (zanahoria, melén, fresa, tomate, entre
otros).

En relacién al efecto de la concentracion de mucilago afiadido, la bebida fermentada era
mas acida cuanto menor era la concentracion de mucilago afiadida (10%; 3,71 + 0,07; 15% 3,76
+ 0,037, respectivamente; Tabla V.3).

En la Figura V.10. se muestran graficamente los valores de pH medios de los distintos
lotes estudiados en este ensayo, observandose en general diferencias entre los lotes estudiados
en funcidn del tipo de fruta y de la concentracion de mucilago afiadido.
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Figura V.10. Valores de pH medios de las bebidas fermentadas elaboradas con fruta y
mucilago de cacao. Tipo de fruta: carambola (C) y naranja (N); concentracién de mucilago:
10% (10) y 15% (15); variedad de mucilago: CCN51 y Fino. Columnas con diferentes letras
mindsculas como superindice indican diferencias significativas entre lotes (p<0,05).
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El anélisis estadistico realizado sobre la variable solidos solubles totales (°Brix) muestra
que existen diferencias significativas con respecto al tipo de fruta base (F), a la concentracion
de mucilago afiadida (C), asi como a las interacciones entre el tipo de fruta y la variedad de
mucilago (F*V), el tipo de fruta y la concentracion de mucilago de cacao (F*C), y el tipo de
fruta, la variedad y la concentracion de mucilago de cacao (F*V*C) (p < 0,05; Tabla V.3). En el
caso del efecto de la variedad de mucilago y de la interaccion entre la variedad y la
concentracion de mucilago (V*C) no se observaron diferencias significativas (p > 0,05; Tabla
V.3).

En relacién con el efecto del tipo de fruta, se observé que las bebidas elaboradas con
naranja tenian un contenido de solidos solubles superior (20,11 + 0,97) al de las bebidas
elaboradas con carambola (15,79 + 0.75; p < 0,05; Tabla V.3). Estos valores son mayores a los
obtenidos por Bedoya et al. (2005) y Bhat et al. (2011) que obtuvieron un contenido de sélidos
solubles alrededor de 10 °Brix en la elaboracion de un zumo de naranja dulce fermentada con
levaduras y un zumo de carambola tratada con luz ultravioleta. La diferencia puede ser debida a
la ausencia de levaduras utilizadas habitualmente en la fermentacion de los zumos como S.
cerevisiae que consumen los nutrientes de estas bebidas para la produccion del alcohol, asi
como a la utilizacién del mucilago de cacao que por si mismo aumentaria la concentracion de
s6lidos solubles totales en las bebidas fermentadas y los microorganismos que lo componen no
degradan tan eficientemente dichos solutos (Akinwale, 2000; Igbinadolor, 2009). Ademas, las
levaduras utilizarian esos sélidos solubles (en su mayoria azucares) para la fermentacion del
zumo de naranja lo que disminuye el valor de este parametro. En el estudio llevado a cabo por
Takrama et al. (2015) demostraron que las levaduras a medida que degradan los azUcares
(disminucion del contenido de sélidos solubles) van produciendo alcohol durante la
fermentacion alcohdlica pero estos no se consumen en igual cantidad y rapidez, por lo que la
diferente composicion de las frutas base condiciona el tipo y cantidad de azucar disponible para
los microorganismos del mucilago.

Con respecto a la concentracion de mucilago, la adicion de una menor concentracion de
mucilago (10%) favorecid el contenido en sélidos solubles en relacion con una mayor adicién
de este subproducto (15%; p < 0,05; Tabla V.3). Esto puede ser debido a que los
microorganismos presentes en el mucilago utilicen los sdlidos solubles para crecer y
desarrollarse. Por tanto, una mayor concentracion de mucilago implica un mayor nimero de
microorganismos que consumen en mayor medida el contenido en estos compuestos presentes

en las bebidas fermentadas.

En la Figura V.11. se muestran graficamente los valores de contenido de sélidos
solubles medios de los distintos lotes estudiados en este ensayo, observandose en general
diferencias entre los lotes estudiados en funcion del tipo de fruta y de la concentracion de
mucilago afiadido.
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Figura V.11. Valores de contenido sélidos solubles totales medios de las bebidas
fermentadas elaboradas con fruta y mucilago de cacao. Tipo de fruta: carambola (C) y naranja
(N); concentraciéon de mucilago: 10% (10) y 15% (15); variedad de mucilago: CCN51 y Fino.
Columnas con diferentes letras mindsculas como superindice indican diferencias significativas
entre lotes (p < 0,050).

En relacion con los resultados de la absorbancia y la transmitancia, el analisis
estadistico muestra que Unicamente existen diferencias significativas con respecto al tipo de
fruta base (F) (p < 0,05; Tabla V.3), no existiendo diferencias en las demas variables estudiadas
ni en sus interacciones (p > 0,05; Tabla V.3).

En el caso de la absorbancia, es mayor en el caso de las bebidas elaboradas con naranja
(1,25 £ 0,35) al de las bebidas elaboradas con carambola (0,52 + 0,14; p < 0,05; Tabla V.3);
mientras que en el caso de la transmitancia sucede lo contrario, observandose valores de este
pardmetro mayores en las bebidas elaboradas con carambola que en las producidas con naranja
(31,42 £ 5,6 y 7,28 £ 1,3, respectivamente; p < 0,05; Tabla V.3).

En las Figuras V.12 y V.13 se muestran gréficamente los valores de absorbancia y
transmitancia medios de los distintos lotes estudiados en este ensayo, observandose en general
diferencias entre los lotes estudiados en funcion del tipo de fruta base.
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Figura V.12. Valores de absorbancia medios de las bebidas fermentadas elaboradas con
fruta y mucilago de cacao. Tipo de fruta: carambola (C) y naranja (N); concentracion de
mucilago: 10% (10) y 15% (15); variedad de mucilago: CCN51 y Fino. Columnas con
diferentes letras minasculas como superindice indican diferencias significativas entre lotes (p <
0,05).
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Figura V.13. Valores de transmitancia medios de las bebidas fermentadas elaboradas
con fruta y mucilago de cacao. Tipo de fruta: carambola (C) y naranja (N); concentracion de
mucilago: 10% (10) y 15% (15); variedad de mucilago: CCN51 y Fino. Columnas con
diferentes letras minasculas como superindice indican diferencias significativas entre lotes (p <
0,05).
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El andlisis estadistico de los resultados de los sélidos en suspension no muestra
diferencias significativas con respecto a ninguno de los factores estudiados (tipo de fruta,
variedad de mucilago o concentracion del mismo) asi como en el caso de ninguna de sus
interacciones, tal y como puede observarse en la Tabla V.3 (p > 0,05).

En la Figura V.14 se muestran graficamente los valores de sélidos en suspensién medios
de los distintos lotes estudiados en este ensayo, no observandose diferencias entre los lotes
estudiados.
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Figura V.14. Valores de solidos en suspension medios de las bebidas fermentadas
elaboradas con fruta y mucilago de cacao. Tipo de fruta: carambola (C) y naranja (N);
concentracion de mucilago: 10% (10) y 15% (15); variedad de mucilago: CCN51 y Fino.

Con respecto a la densidad, no se observa ningun efecto de los tres factores estudiados
(tipo de fruta, variedad de mucilago o concentracion del mismo) ni sus interacciones sobre este
parametro, tal y como se muestra en la Tabla V.3 (p > 0,05).

En la Figura V.15 se muestran graficamente los valores de sélidos en suspension medios

de los distintos lotes estudiados en este ensayo, no observandose diferencias entre los lotes
estudiados.

104



1,000 - = - =
0,900
0,800
0,700
0,600
0,500

0,400

Densidad (mg/L)

0,300
0,200
0,100

0,000
CIOCCN51 Cl10Fine CI15CCN51 Cl15Fino NIOCCN51 NI10Fino NISCCN51 N15CCN51

Lotes

Figura V.15. Valores de densidad medios de las bebidas fermentadas elaboradas con
fruta y mucilago de cacao. Tipo de fruta: carambola (C) y naranja (N); concentracion de
mucilago: 10% (10) y 15% (15); variedad de mucilago: CCN51 y Fino.

Los valores obtenidos en este estudio (0,98-0,99 mg/L) tienen sentido y son similares a
los obtenidos en el mucilago del cacao al final de la fermentacion alcohdlica (Igbinadolor,
2009).

El andlisis estadistico realizado sobre la variable grado alcohdlico muestra que existen
diferencias significativas con respecto al tipo de fruta base (F) y a la concentracion de mucilago
afiadida (C) (p < 0,05; Tabla V.3), no existiendo diferencias en relaciéon a la variedad del
mucilago ni a las interacciones entre los distintos factores (p>0.05; Tabla 5.1).

En relacion con el efecto del tipo de fruta, se observé que las bebidas elaboradas con
carambola tenian un grado alcoholico superior (14,83 + 2,04) al de las bebidas elaboradas con
naranja (8,17 = 0,72; p < 0,05; Tabla V.3). El contenido de alcohol de las bebidas de carambola
era similar al del vino de naranja dulce elaborado mediante fermentacion inducida por S.
cerevisiae (Bedoya et al., 2005) siendo el de naranja similar al contenido de alcohol obtenido
por Garcia-Zapateiro et al. (2016) en la elaboracion de vino joven de borojo. Los resultados
obtenidos tienen sentido pues al igual que ocurre en la investigacién llevaba a cabo por Bedoya
et al. (2005) a medida que hay un mayor consumo del contenido de sélidos solubles (en el caso
de la carambola, el valor medio de °Brix es menor, apartado V.2.1.3) mayor es la produccion de
alcohol (ver Tabla V.3).

Con respecto a la concentraciéon de mucilago, la adicién de una mayor concentracion de
mucilago (15%) favorecié el contenido en alcohol de las bebidas elaboradas con la fruta en
relacion a las bebidas elaboradas con una menor concentracion de mucilago (10%; p < 0,05;
Tabla V.3). Esto puede estar relacionado también por un mayor consumo de sélidos solubles
(menor valor de °Brix, ver Tabla V.3) cuando se aplicé la mayor concentracion de mucilago.
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En la Figura V.16. se muestran los valores de grado alcoh6lico medios de los distintos
lotes estudiados en este ensayo, observandose en general diferencias entre los lotes estudiados
en funcidn del tipo de fruta y de la concentracion de mucilago afiadido.
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Figura V.15. Valores de grado alcoholico medios de las bebidas fermentadas elaboradas
con fruta y mucilago de cacao. Tipo de fruta: carambola (C) y naranja (N); concentracion de
mucilago: 10% (10) y 15% (15); variedad de mucilago: CCN51 y Fino. Columnas con
diferentes letras minasculas como superindice indican diferencias significativas entre lotes (p <
0,05).

V.3.2. Parametros sensoriales

En la Tabla V.4, se muestra la influencia de la variedad del cacao (CNN51 y fino), de la
concentracion de mucilago afiadida (10 y 15%) y de la fruta a la que se ha afiadido (carambola 'y
naranja) sobre distintos parametros sensoriales de las bebidas fermentadas elaboradas con frutas
y mucilago de cacao. Tal y como se puede observar en la Tabla V.4, se evalud el color, olor y
sabor de las bebidas, asi como la dulzura (sabor a dulce) y la astringencia de las mismas. Los
parametros evaluados son similares a los utilizados por Duarte et al. (2010) para la evaluacion
de la aceptabilidad de vinos de frutas elaborados a partir de cacao, cacao blanco, gabiroba,
jaboticaba y umbu. El andlisis estadistico de los resultados mostré que ninguno de los factores
estudiados ni sus interacciones afectd de alguna manera a la percepcion que los consumidores
tenian de dichas bebidas (p > 0,05; Tabla V.4).

106



Tabla V.4. Efecto de los factores estudiados en los pardmetros sensoriales de las bebidas
fermentadas elaboradas con frutas y mucilago de cacao.

Sabor
Factores n Color Olor General Sabor a “dulce” Astringencia
niveles X o X o X o X o X o
Fruta (F)
Carambola 27 7,34 + 0,98 7,34 + 0,49 6,67 + 0,98 6,49 + 1,25 599 + 0,85
Naranja 27 8,00 + 0,49 6,83 £+ 1,14 750 + 1,83 7,50 + 0,58 7,17 + 1,03
Variedad mucilago (V)
CCN51 27 750 + 1,03 6,83 + 0,76 7,00 £+ 1,15 7,33 + 0,70 6,50 + 0,58
Fino de Aroma 27 7,83 + 0,57 7,34 + 0,98 7,16 + 1,80 6,67 + 1,31 6,66 + 1,48
Concentracién mucilago (C)
10%o0 27 7,33 + 0,98 6,50 + 0,58 6,67 + 0,98 6,83 + 0,31 6,33 + 0,34
15% 27 8,00 + 0,49 7,67 £ 0,78 7,50 + 1,80 7,17 + 151 6,83 + 151
P-valores
Pruebas de efectos
F 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
\Y 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
C 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
F*V 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
F*C 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
V*C 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
F*V*C 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

Este trabajo pone de manifiesto la viabilidad de aplicar mezclas de mucilago de cacao
en bebidas fermentadas de frutas, en este caso naranja y carambola. Las propiedades fisico-
quimicas no se vieron modificadas sensiblemente en funcion del tipo de mucilago y la
concentracion del mismo ya que fue la fruta el principal factor que definio las diferencias entre
formulaciones. En cualquier caso, se presentaron elevadas aceptaciones de los productos
elaborados tras el analisis sensorial.

V.4. Elaboraciéon de kombucha

El t¢ de Kombucha es una bebida endulzada cominmente producida por la
fermentacion de las hojas de té negro (Laavanya et al., 2021). A veces también se ha utilizado
las hojas de té verde u oolong. La fermentacion de esta bebida se lleva a cabo con un cultivo de
bacterias y levaduras (SCOBY) y con una fuente de azlcar durante 7 a 10 dias (Martinez et al.,
2018). Después de la fermentacién, el té consiste en una capa de celulosa flotante en la interfaz
aire liquido que estd formada por las bacterias presentes en el cultivo simbiotico (también
conocido comunmente como hongo del té) y el caldo de té liquido debajo (Chen y Liu, 2000).
Ese liquido del té es lo que cominmente se conoce como té de Kombucha.

De forma habitual se utiliza en la elaboracion de este tipo de bebida como fuente de
azucar, el azicar blanco comdn (Lee y Kim, 2000; Najafpour et al., 2020) o azGcar moreno
(Amarasinghe et al., 2018); sin embargo, de forma excepcional se han utilizado otras fuentes
con un alto contenido en azlcares como por ejemplo azicar de palma de coco y azlcar de
melaza (Mubhialdin et al., 2019) o miel (Watawana et al., 2017). En este sentido, seria muy
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interesante la utilizacion del mucilago de cacao que es un subproducto de la industria del cacao
infrautilizado y desaprovechado tanto en la industria original como en otras industrias
alimentarias relacionadas. Este subproducto tiene un alto contenido en azlcares que varia entre
un 10 y un 13% por lo que puede ser utilizado como fuente de azucar para los microorganismos
en la fermentacion de distintos alimentos a nivel industrial (Igbinadolor, 2009; Soares y
Oliveira, 2022).

En este ensayo de la Tesis Doctoral se ha procedido a estudiar la influencia de la
concentracion de mucilago afiadida (15, 20 y 30%) de la variedad del cacao CCN51 sobre los
pardmetros fisicoquimicos y composicién, microbioldgicos, asi como sensoriales de una bebida
fermentada a base de dos tipos de té (té verde y té negro). La utilizacion del mucilago de cacao
de la variedad CCN51 como fuente de azlcar para el SCOBY en el proceso de elaboracion del
té de kombucha podria contribuir a generar nuevos productos alimenticios en la industria
alimentaria de Ecuador y a evitar pérdidas econdmicas a los productores relacionados con el
sector del cacao.

V.4.1. Parametros fisicoquimicos y composicion

En la Tabla V.5 se muestra la influencia del tipo de té y de la concentracion de mucilago
de cacao afiadida a la bebida fermentada a base de té en diferentes parametros fisicoquimicos y
de composiciodn (acidez, pH, °Brix, absorbancia, transmitancia, sélidos en suspension, turbidez,
densidad y grado alcohdlico).
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Tabla V.5. Efecto de los factores estudiados en los parametros fisico-quimicos y composicion de las bebidas fermentadas elaboradas a base de té y mucilago

de cacao.
Factores Acidez pH ° Brix Absorbancia Transmitancia  Sol. Suspension Turbidez Densidad  Grado alcohdlico
niveles X o X o X o X o X o X o X o X o X o
Tipo de té (T)
Verde 0,13 + 0,05 3,26 + 0,11 248> + 0,64 053" + 0,15 37,79 + 56 0,02 + 0,008 13,72 + 250 1,01* + 0,00 1,36® + 0,35
Negro 0,10° + 0,01 3,66° + 0,07 2,64° + 092 1,14*° + 0,13 7,58 + 1,3 0,02 + 0010 846° = 1,71 099° + 0,01 1,45 =+ 0,50
Concentracién mucilago (C)
15% 0,08¢ + 0,01 355 + 0,18 1,77° + 0,10 086 * 0,32 16,932 + 10,79 0,03 = 0,01 10,57 + 3,73 0,98 + 0,00 0,97° =+ 0,06
20% 0,12° + 0,03 3,49 + 0,24 3,05 + 0,80 0,77 + 048 3560° + 16,76 0,02 + 0,01 1254 + 322 1,01* £ 0,01 1,68 =+ 0,44
30% 0,14* + 0,04 3,36° = 0,24 2,87* + 048 087 = 025 1552° + 325 0,02 = 0,01 10,15 + 3,38 1,018 + 0,01 1,58% + 0,26
P-valores
Pruebas de efectos
T 0,000 0,000 0,049 0,000 0,000 0,477 0,000 0,000 0,049
Cc 0,000 0,000 0,000 0,330 0,027 0,544 0,142 0,000 0,000
T*C 0,000 0,000 0,000 0,027 0,018 0,627 0,722 0,000 0,000

*Medias con letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,050) dentro de los factores.
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El andlisis estadistico de la acidez muestra diferencias significativas del efecto del tipo
de té de la bebida fermentada y de la concentracion de mucilago afiadida, asi como de la
interaccion entre ambos factores (p < 0,050; Tabla V.5). Los resultados muestran que la bebida
elaborada con té verde tenia una mayor acidez (0,13+ 0,05 % acido tartéarico) que la elaborada a
base de té negro (0,10 £ 0,01 % &cido tartarico; p < 0,050; Tabla V.5). En relacion con la
concentracion de mucilago afiadida a la bebida fermentada a base de té, se observo que a mayor
concentracién mayor es la acidez de la bebida (0,08+ 0,01, 0,12 + 0,03 y 0,14 + 0,04 % é&cido
tartarico para las concentraciones de 15, 20 y 30 % de mucilago, respectivamente; p < 0,050;
Tabla V.5).

En la Figura V.16, se observan los valores medios de acidez de los distintos lotes
elaborados con los distintos tipos de té y las diferentes concentraciones de mucilago afiadidas.
En el caso del té verde, la acidez de la bebida aumenta a medida que aumenta la concentracién
de mucilago afiadida. Sin embargo, en el caso del té negro los valores de acidez permanecen
practicamente constantes independientemente de la concentracion de mucilago afiadida, siendo
ligeramente mayor cuando se adiciond la concentracion de mucilago mas alta (30 %).
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Figura V.16. Valores de acidez medios (%) de las bebidas fermentadas a base de té con
distintas concentraciones de mucilago de la variedad de cacao CCN51; tipo de té: verde y
negro; concentraciéon de mucilago: 15%, 20% y 30%. Columnas con diferentes letras
minusculas como superindice indican diferencias significativas entre lotes (p < 0,050).

Los valores de acidez obtenidos fueron inferiores a los obtenidos por Aung y Eun
(2021) que variaron entre 0,3-1,60 % y 0,4-1,70% a lo largo de la fermentacién (hasta 14 dias)
de bebidas a partir de té negro y verde, respectivamente, mediante fermentacién con SCOBY.
Al igual que lo que ocurria en el estudio realizado por Aung y Eun (2021), el té verde tenia una
acidez ligeramente superior a la acidez encontrada en la bebida elaborada con té negro.
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En el caso de la variable pH, el andlisis estadistico de los datos también muestra
diferencias significativas del efecto del tipo de té de la bebida fermentada y de la concentracion
de mucilago afadida, asi como de la interaccion entre ambos factores (p < 0,050; Tabla V.5).

Atendiendo a la influencia del tipo de té, la bebida fermentada elaborada con té verde
presentaba un pH maés &cido (3,26 £ 0,11) que la elaborada con té negro (3,66 + 0,07). Estos
valores se encuentran dentro de los rangos encontrados por Laavanya et al. (2021) en diferentes
bebidas fermentadas de té elaboradas con SCOBY siendo estos valores entre 3,2 y 5,0
dependiendo del tipo de té utilizado como base, la fuente y concentracion de azUcares, el tiempo
y la temperatura de fermentacion, En el caso del té negro, al ser el mas utilizado en la
produccion de kombucha, hay més estudios con los que comparar los resultados de nuestro
estudio. En este estudio, el valor medio de pH de la bebida elaborada con té negro es superior al
de Sharma et al. (2020) que obtuvieron valores medios de 3,2; sin embargo, fue inferior al valor
medio obtenido por Amarasinghe et al. (2018). Las diferencias encontradas con respecto en los
estudios pueden deberse a la cantidad y tipo de azlcar, asi como a la concentracion de SCOBY
utilizada. Por otro las diferencias obtenidas entre las bebidas de los dos tipos de té tienen
sentido teniendo en cuenta que la composicién nutricional de los tés varia ligeramente y esto
puede influir en las caracteristicas fisicoquimicas de la bebida elaborada.

En relacién al efecto de la concentracion de mucilago afiadido, la bebida
fermentada era mas acida (menor valor de pH) cuanto mayor era la concentracion de
mucilago era afadida (15%; 3,55 + 0,18; 20%: 3,49 + 0,24 y 30%: 3,36 £ 0,24,
respectivamente; p < 0,05; Tabla V.5). Estos resultados pueden deberse a la utilizacion
de mucilago de cacao como fuente de azucar en este estudio, ya que el pH de este
subproducto oscila entre 3,80 y 3,35 a lo largo de la fermentacion alcohdlica (Akinwale,
2000; Igbinadolor, 2009).

En la Figura V.17 se muestran graficamente los valores de pH medios de los
distintos lotes estudiados en este ensayo, observandose en general diferencias entre los
lotes estudiados en funcion del tipo de té y de la concentracion de mucilago afadida, asi
como en su interaccion. Se observa que, aunque en general las bebidas elaboradas con
el té negro tienen un pH mas basico que las elaboradas con té verde, esto varia en
funcién de la concentracion de mucilago afadido, siendo la tendencia diferente cuando
se afiadio un 30% de mucilago.
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Figura V.17. Valores de pH medios de las bebidas fermentadas a base de té con
distintas concentraciones de mucilago de la variedad de cacao CCN51; tipo de té: verde y
negro; concentracion de mucilago: 15%, 20% y 30%. Columnas con diferentes letras
minudsculas como superindice indican diferencias significativas entre lotes (p < 0,05).

El anélisis estadistico realizado sobre la variable solidos solubles totales (°Brix) muestra
que existen diferencias significativas con respecto al tipo de té (T), a la concentracion de
mucilago afiadida (C), asi como a la interaccién entre el tipo de té y la concentracion de
mucilago afiadida (T*C) (p < 0,050; Tabla V.5).

En relacién con el efecto del tipo de té, se observo que las bebidas elaboradas con té
verde tenian un contenido de solidos solubles inferior (2,48 + 0,64) al de las bebidas elaboradas
con té negro (2,64 £ 0,92; p<0,050; Tabla V.5). Con respecto a la concentracion de mucilago, la
adicion de mayores concentraciones de mucilago a la bebida elaborada con té (20%: 3,05 + 0,80
y 30%: 2,87 + 0,48), favorecio el contenido en solidos solubles en relacion con una menor
adicion de este subproducto (15%: 1,77 £ 0,10; p < 0,050; Tabla V.5).

Aln, asi tal y como se puede ver en la Figura V.18, en la que se muestran graficamente
los valores medios de contenido de solidos solubles de los distintos lotes estudiados en este
ensayo, la interaccion entre las dos variables estudiadas (tipo de té y concentracion de mucilago
afiadida) es lo que méas afecta ya que en el caso de las bebidas elaboradas con un 15% de
mucilago, no se observaron diferencias entre las bebidas elaboradas con los dos tipos de té; sin
embargo, en el caso de las elaboradas con un 20% de mucilago, la bebida producida con té
negro obtuvo un mayor valor de °Brix mientras que cuando se adiciond un 30% de mucilago fue
la bebida a base de té verde la que tuvo un mayor contenido en sélidos solubles que su
homologa con el té negro.
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Figura V.18. Valores de solidos solubles totales (expresados en °Brix) medios de las
bebidas fermentadas a base de té con distintas concentraciones de mucilago de la variedad de
cacao CCN51; tipo de té: verde y negro; concentracion de mucilago: 15%, 20% y 30%.
Columnas con diferentes letras mindsculas como superindice indican diferencias significativas
entre lotes (p < 0,050).

Los valores obtenidos en relacion al contenido de solidos solubles totales son inferiores
a los obtenidos por Nguyen y Chuyen (2019) en su estudio sobre la elaboracion de té a partir de
Rosella (Hibiscus sabdariffa L.) que obtuvieron valores alrededor de 4,2 °Brix asi como a los
obtenidos por Aung y Eun (2021) en la elaboracién de bebidas elaboradas a partir de té negro y
verde quienes obtuvieron valores de 4,17 y 6,20 °Brix, respectivamente. Parece que los azlcares
y nutrientes del mucilago de cacao son una fuente de energia mas accesible que otras utilizadas
en trabajos previos (azucar blanco, aztcar moreno, etc.) para que se lleve a cabo adecuadamente
el proceso de fermentacion en la elaboracion de bebidas fermentadas a base de té en este
trabajo.

Las diferencias existentes con respecto a la concentracion de mucilago afiadida pueden
en un principio sorprender debido al hecho de que cuando se afiade la concentracion mas baja
(15%) es cuando menos contenido de solidos solubles fue encontrado; sin embargo, tal y como
se ha comentado en el capitulo anterior, el propio mucilago de cacao es un subproducto con
valores en °Brix elevados (Akinwale, 2000; Igbinadolor, 2009) que pueden favorecer la
presencia de estos sélidos solubles en las bebidas elaboradas.

Con respecto a los resultados de la absorbancia y la transmitancia, el analisis estadistico
muestra que existen diferencias significativas con respecto al tipo de té base (T) y a la
interaccion entre el tipo de té y la concentracion de mucilago afiadida (T*C) (p < 0,050; Tabla
V.5) en el caso de ambas variables. En el caso de la transmitancia también se observan
diferencias en el caso de la concentracion de mucilago afiadida, aunque esto no ocurre en el
caso de la absorbancia (Tabla V.5).
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En la Figura V.19 se muestran graficamente los valores de medios de los distintos lotes
estudiados en este ensayo, observandose en general que las bebidas elaboradas con té negro
tenian una absorbancia mayor que aquellas elaboradas con té verde a las que se afiadié la misma
concentracion de mucilago. Estos resultados tienen sentido pues al tener la bebida elaborada
con té negro una coloracién mas oscura es normal que absorba una mayor cantidad de energia
radiante incidente. Los valores obtenidos en este estudio son superiores a los encontrados por
Bartolo et al, (2013) quienes encontraron valores inferiores a 0,0070 en una bebida fermentada
conocida como ”Chica de Jora”.
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Figura V.19. Valores de absorbancia medios de las bebidas fermentadas a base de té
con distintas concentraciones de mucilago de la variedad de cacao CCN51, Tipo de té: verde y
negro; concentracion de mucilago: 15%, 20% y 30%. Columnas con diferentes letras
minusculas como superindice indican diferencias significativas entre lotes (p < 0,050).

En la Figura V.20 se muestra graficamente los valores de transmitancia medios de los
distintos lotes estudiados en este ensayo, observandose en general una mayor transmitancia en
el caso de las bebidas elaboradas con té verde que en aquellas con té negro, encontrandose
dentro de los valores esperados.
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Figura V.20. Valores de transmitancia medios de las bebidas fermentadas a base de té
con distintas concentraciones de mucilago de la variedad de cacao CCN51; tipo de té: verde y
negro; concentracion de mucilago: 15%, 20% y 30%. Columnas con diferentes letras
minasculas como superindice indican diferencias significativas entre lotes (p < 0,050).

El andlisis estadistico de los resultados de los sélidos en suspension no muestra
diferencias significativas con respecto a ninguno de los factores estudiados (tipo de té o
concentracion del mucilago) asi como tampoco en el caso de la interaccion entre ambos factores
como puede observarse en la Tabla V.5 (p > 0,050).

En la Figura V.21 se muestran graficamente los valores de sélidos en suspensién medios
de los distintos lotes estudiados en este ensayo, no observandose diferencias entre los lotes
estudiados con valores medios entre 0,016 y 0,026 (mg/L).
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Figura V.21. Valores de solidos en suspension medios de las bebidas fermentadas a base de té
con distintas concentraciones de mucilago de la variedad de cacao CCN51; tipo de té: verde y
negro; concentracion de mucilago: 15%, 20% y 30%.
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El andlisis estadistico realizado sobre turbidez muestra que existen diferencias
significativas con respecto al tipo de té (T) (p < 0,050; Tabla V.5); sin embargo, no existen
diferencias significativas en relacion con la concentracién de mucilago afiadida (C), ni a la
interaccidn entre ambas variables (T*C) (p > 0,050; Tabla V.5).

En relacién con el efecto del tipo de té, se observo que las bebidas elaboradas con té
verde tenian una turbidez mayor (13,72 + 2,50) que las bebidas elaboradas con té negro (8,46 £
1,71; p < 0,050; Tabla V.5). Los valores de turbidez obtenidos son inferiores a los encontrados
por Castafieda et al, (2018) en su estudio sobre la elaboracion de cerveza tipo Ale a base de
cebada (Hordeum vulgare) malteada. La turbidez de las bebidas fermentadas como, por
ejemplo, zumos, té de kombucha y cervezas es debido a la presencia de pectina y otros agentes
enturbiantes, por lo que muchas veces es necesaria una etapa de clarificacion y/o la adicion de
peptinasas en la elaboracion de estas bebidas (Vasquez y Medina, 2010). Este aspecto es un
valor negativo en cuanto a la adherencia de los consumidores a un determinado tipo de bebida
fermentada como pusieron de manifiesto Amarasinghe et al. (2018) en su estudio sobre el efecto
de una fermentacion mas prolongada en las caracteristicas fisicoquimicas del té de kombucha.

En la Figura V.22 se muestran graficamente los valores de turbidez medios de los
distintos lotes estudiados en este ensayo, observandose diferencias principalmente debido al
tipo de té utilizado, tal y como mostraba el tratamiento estadistico. EI hecho del que el té de
kombucha elaborado con té verde tenga una mayor turbidez que el elaborado con té negro
puede deberse al hecho de que segln estudios anteriores el contenido de pectina del té verde es
mayor al encontrado en té negro, siendo éste un componente clave en el enturbiamiento de las
bebidas (Ele-Ekouna et al,, 2011; Sen y Uguzdogan, 2022) como se ha comentado
anteriormente.
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Figura V.22. Valores de turbidez medios de las bebidas fermentadas a base de té con
distintas concentraciones de mucilago de la variedad de cacao CCN51; tipo de té: verde y
negro; concentracion de mucilago: 15%, 20% y 30%. Columnas con diferentes letras
minudsculas como superindice indican diferencias significativas entre lotes (p < 0,050).
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El andlisis estadistico de los resultados de la densidad muestra diferencias significativas
con respecto a los dos tipos de factores estudiados (tipo de té y concentracion del mucilago) asi
como en el caso de la interaccién entre ambos factores tal y como puede observarse en la Tabla
V.5 (p <0,050).

En relacién con el efecto del tipo de té, se observo que las bebidas elaboradas con té
verde tenian una densidad mayor (1,01 £ 0,002) que las bebidas elaboradas con té negro (0,99
0,01; p<0,050; Tabla V.5). Con respecto a la concentracion de mucilago, la adicién de mayores
concentraciones de mucilago a la bebida elaborada con té (20 y 30%) tenian una mayor
densidad que las bebidas a las que se le adicion6 la menor concentracion de mucilago (15%)
(20 'y 30%; 1,01 + 0,01 y 15%: 0,98 + 0,00; p < 0,050; Tabla \.5).

En la Figura V.23 se muestran graficamente los valores de densidad medios de los
distintos lotes estudiados en este ensayo, observandose en general diferencias entre los lotes
estudiados en funcidn del tipo de té y de la concentracion de mucilago afiadida, asi como en su
interaccion. Lo mas destacado es que, en general, tienen una mayor densidad las bebidas
elaboradas con té verde, siendo este efecto méas acusado cuando se adiciona a la bebida la
menor cantidad de mucilago evaluada (15%).
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Figura V.23. Valores de densidad medios de las bebidas fermentadas a base de té con
distintas concentraciones de mucilago de la variedad de cacao CCN51; tipo de té: verde y
negro; concentraciéon de mucilago: 15%, 20% y 30%. Columnas con diferentes letras
minudsculas como superindice indican diferencias significativas entre lotes (p < 0,050).

Los valores obtenidos en este estudio son similares a los encontrados por Sol6rzano et
al. (2019) quienes encontraron valores de densidad de 1,041 a 1,098 mg/L en su investigacion
llevada a cabo para la produccion de cuatro licores de frutas (Passiflora edulis, Citrus cinensis,
Citrus nobilis y Citrus méxima). También los valores de densidad medios de las distintas
bebidas elaboradas con té y con las distintas concentraciones de mucilago son ligeramente
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inferiores a los encontrados por Rodriguez-Villacis y Hernandez-Monzén (2017) en el
desarrollo de una bebida fermentada de suero con la adicion de jugo de Aloe vera y pulpa de
fruta quienes encontraron valores de densidad en torno a 1,024 mg/L.

El andlisis estadistico realizado sobre el grado alcohdlico (°GL) muestra que existen
diferencias significativas con respecto al tipo de té (T), a la concentracién de mucilago afadida
(C), asi como a la interaccion entre el tipo de té y la concentracion de mucilago afiadida (T*C)
(p <0,050; Tabla V.5).

En relacién con el efecto del tipo de té, se observo que las bebidas elaboradas con té
verde tenian un grado alcohdlico inferior (1,36 + 0,35) al de las bebidas elaboradas con té negro
(1,45 £ 0,50; p <0,050; Tabla V.5). Con respecto a la concentracién de mucilago, la adicion de
mayores concentraciones de mucilago a la bebida elaborada con té (20%: 1,68 + 0,44 y 30%:
1,58 + 00,26), tenian un mayor grado alcohélico que aquellas bebidas a las que se les adicion6
una menor concentracion de este subproducto (15%: 0,97 + 0,06; p < 0,050; Tabla V.5).

En la Figura V.24 se muestran graficamente los valores de grado alcohélico medios de
los distintos lotes estudiados en este ensayo, observandose en general diferencias entre los lotes
estudiados en funcion del tipo de té y de la concentracién de mucilago afadida, asi como en su
interaccion. Se observa que, cuando la concentracion de mucilago fue de 15%, el grado
alcohdlico fue igual independientemente del tipo de té utilizado para la bebida fermentada; sin
embargo, cuando se afiadié un 20 y un 30% de mucilago, el grado alcohdlico aumento y éste
fue diferente en funcion del tipo de té utilizado, siendo superior el grado alcohélico en la bebida
elaborada con té negro cuando se afiadié un 20% de mucilago de cacao y con té verde cuando
se afiadié la mayor cantidad de mucilago evaluada en este trabajo.
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Figura V.24. Valores de grado alcohdlico medios de las bebidas fermentadas a base de
té con distintas concentraciones de mucilago de la variedad de cacao CCN51; tipo de té: verde y
negro; concentracion de mucilago: 15%, 20% y 30%. Columnas con diferentes letras
minudsculas como superindice indican diferencias significativas entre lotes (p < 0,050).
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Los valores medios de grado alcohélico obtenidos en esta Tesis Doctoral se encuentran
en el rango de los valores obtenidos por Muzaifa et al. (2021) en su estudio en el que elaboraron
un té de kombucha mediante la adicion del fruto de la pitahaya (Hylocereus polyrhizus) que
obtuvieron valores entre 0,60 y 1,31%. Los valores medios de grado alcohdlico obtenidos en
este estudio podrian tener consecuencias a nivel legislativo. De hecho, la kombucha esta
clasificada como bebida no alcohdlica siempre que su contenido de alcohol no supera un valor
umbral. En Estados Unidos este umbral esta fijado en 0,5% (Code of Federal Regulations, Title
27: Alcohol, Tobacco and Firearms [Alcoholic content, 1993]), mientras que, en la Union
Europea, este limite se fija en el 1,2% (Reglamento [UE] No 1169/2011 del Parlamento
Europeo y del Consejo [Diario Oficial de la Union Europea, 2011]). Solo las bebidas elaboradas
con un 15 % de mucilago de cacao cumplirian la normativa europea y ninguna de las bebidas
elaboradas en este trabajo cumpliria la normativa estadounidense.

V.4.2. Parametros microbiologicos

En la Figura V.25 se muestran graficamente los valores medios de los recuentos de las
bacterias aerobias mesofilas totales que variaron entre 5,56 y 6,10 log ufc/g, no encontrandose
diferencias entre los diferentes lotes analizados en funcion del tipo de té base y la concentracion
de mucilago afiadida. En este trabajo también se analizd la presencia de levaduras
encontrandose valores muy similares a los detectados en el caso de los microorganismos
aerobios mesofilos totales, por lo que la mayoria de los microorganismos que componen este
grupo parecen ser levaduras. Estos resultados tienen sentido pues ademas de los
microorganismos que componen el SCOBY, se encontrarian los microorganismos afadidos por
el propio mucilago de cacao, pues éste es un subproducto que de por si tiene un elevado
recuento de levaduras, siendo las especies de levaduras principales aisladas Saccharomyces
cerevisiae, Koleckera apiculata, Kluyveremocyces marxianus, Pichia fermentans,
Lodderomyces elongisporus y Candida bombi (Igbinadolor, 2009).
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Figura V.25. Valores de recuentos de las bacterias aerobias mesdéfilos totales (BAM)
analizados en las bebidas fermentadas a base de té con distintas concentraciones de mucilago de
la variedad de cacao CCN51,; tipo de té: verde y negro; concentracion de mucilago: 15%, 20% y
30%.
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También se evalud la presencia de otros microorganismos como Salmonella spp. y E.
coli, no encontrandose recuentos por encima de limite de deteccion (datos no mostrados).

V.4.3. Parametros sensoriales

En la Tabla V.6 se muestra la influencia de la concentracién de mucilago afiadida (15,
20 y 30 %) y del tipo de té la que se ha afiadido (verde y negro) sobre distintos pardmetros
sensoriales de las bebidas fermentadas elaboradas con té y mucilago de cacao de la variedad
CCNb51. Tal y como se puede observar en la Tabla V.6, se evalué el color, aroma, sabor y
apariencia de las mismas. Los parametros evaluados son mas generales que los utilizados por
Tran et al. (2020) y para la evaluacion de los pardmetros microbioldgicos y tecnoldgicos sobre
la composicién quimica y la calidad sensorial del té de kombucha; sin embargo, estos fueron
similares a los analizados por Abuduaibifu y Tamer (2019) en la evaluacion de las propiedades
sensoriales del té de kombucha elaborado con las bayas de goji. El analisis estadistico de los
resultados mostré que ninguno de los factores estudiados ni sus interacciones afectdé a la
percepcion de la apariencia y el color que los consumidores tenian de dichas bebidas (p > 0,050;
Tabla V.6); sin embargo, si se encontraron diferencias en relacion al factor concentracion de
mucilago afiadido en el caso del aroma y de la interaccion entre el tipo de té utilizado y la
concentracion de mucilago afiadida en el caso del aroma y el sabor de las bebidas (p < 0,050;
Tabla V.6).

Tabla V.6. Efecto de los factores estudiados en los parametros sensoriales evaluados de las
bebidas fermentadas elaboradas a base de té y mucilago de cacao.

Factores N Apariencia Color Aroma Sabor
niveles X o X o X ¢ X o
Tipo de té (T)
Verde 27 811* + 1,17 6,17 £+ 175 6,00° + 256 6,56 + 1,84
Negro 27 6,83 = 1,77 750 + 1,48 6,44 + 1,74 7,11 + 1,64
Concentracién mucilago (C)
15% 27 7,33 + 181 558 + 1,43 4,75 + 220 6,75 + 1,92
20% 27 7,17 £ 172 7,17 £ 1,72 7,17% £ 1,72 6,59 + 1,77
30% 27 7,92 + 143 7,75 + 141 6,22 + 214 7,17 + 1,72
P-valores
Pruebas de efectos
T 0,118 0,078 0,491 0,210
C 0,705 0,063 0,018 0,523
T*C 0,572 0,782 0,003 0,000

*Medias con letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,050) dentro de los factores.
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V.5. Elaboracién de cerveza artesanal

La cerveza es la tercera bebida méas consumida en el mundo después del agua y el té y
la primera entre las bebidas alcohédlicas (Gomez-Corona et al., 2016a). La industria cervecera
ha presentado un crecimiento alto en los Ultimos afios, principalmente en el mercado de
elaboracion de cerveza artesanal, donde el proceso debe ser mas cuidadoso debido a la poca
tecnologia que se emplea para su elaboracion (Gomez-Corona et al., 2016b). Concretamente en
Ecuador se consumen 300 millones de litros al afio, lo que equivale a un total de 25 litros por
capital. Las caracteristicas de las cervezas artesanales varian en comparacion con una cerveza
comercial. Algunos factores de variacion importantes son los bajos volumenes de produccion, el
cuidado y dedicacion del maestro cervecero durante la elaboracion, la gasificacion y el uso de
ingredientes tradicionales (Baiano, 202).

Debido a las diferencias y complejidad de las cervezas, estas pueden ser clasificadas
por su color, contenido en alcohol, origen y otras propiedades. Sin embargo, la clasificacion
tradicional y mas comunmente utilizada se basa en el tipo de levaduras empleada: fermentacion
alta o tipo Ale (16-29°C) y fermentacidn baja o tipo lager (Lelievre-Desmas et al., 2015).

Los ingredientes basicos que intervienen en la cerveza artesanal son una fuente de
carbohidratos (generalmente procedente de cebada malteada), el agua, el lupulo y la levadura,
con diferentes componentes que interactian durante la elaboracién de la cerveza y la
fermentacién y crean productos diferentes (Pino et al., 2018; Villacreces et al., 2022). La
elaboracién de cervezas artesanales combina recetas tradicionales con una bulsqueda de
diferenciacion por medio de nuevos ingredientes para crear nuevos estilos (Villacreces et al.,
2022). La incorporacion de nuevos ingredientes puede causar impactos negativos y positivos en
el resultado final del producto, por lo cual se debe comprender mediante métodos analiticos la
influencia de estos nuevos ingredientes como reemplazo parcial en la cerveza, para otorgar un
producto de calidad (Guzméan, 2019; Medoro et al., 2016; Segobia, 2022). Las cervezas
artesanales buscan su diferenciacion a través del empleo de materias primas locales con alta
calidad tales como frutas, hierbas, especias y vegetales para afiadir localismo y togues Gnicos
(Donadini & Porreta, 2017). Aunque las cervezas artesanales son estdn normalmente basadas en
cebada malteada, las formulas frecuentemente incluyen otros cereales tanto malteados como no
malteados como el trigo, arroz, avena, centeno, maice, sorgo, entre otros (Schabo et al., 2020).
Pero ademas de los cereales, actualmente se estadn incorporando una enorme variedad de
ingredientes botanicos para obtener aromas diferenciados y potenciar las propiedades
funcionales de las cervezas (Borsa et al., 2022). En este sentido se ha evaluado la inclusién de
extractos de Melissae folium, Thymi herba, Juniperi fructus, Urticae radix, y Lupuli strobuli a
cervezas comerciales (Djordjevic et al., 2016). Ademas, se han empleado diversos tipos de
frutas como cerezas, moras, naranja, manzana, melocoton, ciruela, etc. para mejorar las
propiedades sensoriales y la funcionalidad de cervezas (Nardini & Garaguso, 2020). También se
ha evaluado el efecto sobre los compuestos bioactivos de la cerveza tras la adicién de nueces,
avellanas, cacao, té verde y miel (Nardini & Foddai, 2020). La composicion quimica del
mucilago de cacao que contienen entre un 15y 20% de carbohidratos, de los cuales entre un 6 y
10% son azlcares reductores (Guirlanda et al., 2021) puede suponer una materia prima
adecuada para la elaboracién de cervezas. En paises como Per( se aprovecha el mucilago de
cacao en la elaboracion de productos tales como licor, mermelada, jaleas, entre otros. Ademas,
la gran cantidad de azucar que posee el mucilago puede ser la base para la fermentacion
alcohdlica, convirtiéndose en insumo para la elaboracion de cerveza artesanal (Pilligua et al.,
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2021). El aprovechamiento del mucilago del cacao para la elaboracion de diversos alimentos y
entre ellos cerveza puede paliar el problema asociado a la generacion de este subproducto, ya
que los agricultores cacaoteros generalmente desechan el mucilago que se desprende de la
semilla de cacao, originando el desperdicio de materia prima. Entre los factores o causas que
dan origen al desperdicio del mucilago de cacao se encuentra la falta de conocimientos de los
agricultores y la despreocupacion de organismos para la optimizacién de este recurso,
desconocimiento del grado de nutrientes y de las propiedades que posee el mucilago y la
optimizacion de este recurso para realizar otro derivado (Arteaga, 2013).

Para el amargor de la cerveza artesanal se utiliza el lapulo, cuyo papel principal en la
elaboracion de cerveza es la conservacion de los productos provenientes de la isomerizacion de
resinas de cerveza por el lapulo, el sabor de la cerveza por sus aceites esenciales y productos de
isomerizacion y el aumento de los niveles de polifenoles en el mosto y la cerveza (Aparco et al.,
2023). A pesar de que en términos cuantitativos representa un ingrediente menor, la importancia
del lupulo ha ido creciendo en los Gltimos afios, especialmente en las cervezas artesanales por
su impacto en el aroma, apariencia y estabilidad (Villacreces et al., 2022). Debido a esto, el
incremento en la produccion de ldpulo ha sido muy relevante en los Gltimos afios, ademas de
favorecer la comercializacion de nuevas variedades que aporten las caracteristicas aromaticas
deseadas (Baiano, 2021; Yan et al., 2019). Entre los diferentes tipos de lGpulo utilizados en la
elaboracion de cerveza artesanal destacan Northern Brewer, que es utilizado como ltpulo dual
proporcionando unas propiedades amargas excelentes de amargor medio, un aroma agradable a
hierba y madera (Malting, 2022), y el lapulo Cascade americano que posee datos 2,3 a 10,2 %
AA en pellet, que se caracteriza por un especifico aroma citrico, floral y herbal (Burini, 2017).

La presente investigacion se realiz6 con el objetivo de evaluar una cerveza artesanal
tipo Ale con dos tipos de lupulo (Cascade y Northern Brewer) y el uso de mucilago de cacao
(Theobroma cacao L.) de las variedades Fino de aroma y CCN-51 como sustituto parcial de la
malta.

V.5.1. Andlisis fisico-quimicos

En la tabla V.7 se muestran el efecto de la variedad de mucilago, la concentracion de
mucilago empleada en la formulacion y la variedad de lapulo sobre el pH, % de acidez, sélidos
solubles totales, so6lidos en suspensidn, densidad, espuma y grados alcoholicos.

En general, los pardmetros observados se encuentran dentro de las normas de calidad
para la cerveza INEN2262 de Ecuador (INEM, 2013) y el Real Decreto 678/2016 espafiol.
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Tabla V.7. Efecto de la variedad y concentracion del mucilago y variedad de lupulo sobre el pH, % de acidez, sélidos solubles totales, sdlidos en suspension,
densidad, espuma y grados de alcohol de las cervezas artesanales.

Sélidos Solidos en Grados de
Factores pH Acidez (%) Solubles g Densidad (g/L) Espuma (cm)
. suspensién (%) alcohol (%)
Totales (°Brix)
niveles X o X o X o X o X o X o X o
Variedad de mucilago (V)
Control 4.41° * 0,14 0,392 = 0,02 554% = (0,52 0,038 £ 0,001 1,013 £ 0,014 1,2752 = 0,170 4,29 = 0,09
CCN-51 4,35% + 009 0,55 £ 0,10 6,820 * 114 0,022 * 0,007 1,064 £ 0,007 1,375 * 0,234 8,210 * 120
Fino de Aroma 4,28 * 0,07 0,49° = 0,05 5262 £ 0,40 0,030 £ 0,013 1,061° £ 0,003 1,658 £ 0,178 7,72° £ 0,50
Concentracién de mucilago (Con)
0% 441 * 0,13 0,39 £ 0,02 554 * 0,52 0,038 * 0,001 1,013 £ 0,014 1,275 * 0,170 4,29 * 0,09
20% 433 £ 0,08 0,50 £ 0,09 6,28 £ 1,15 0,028 £ 0,013 1,062 £ 0,006 1,442% £ (0,299 7,86° * 1,08
30% 431 * 0,09 0,53 £ 0,08 580 * 1,16 0,024 * 0,008 1,063 * 0,005 1,592 * 0,167 8,07 * 0,80
Variedad de ltpulo (L)
Cascade 433 + 0,08 0,47 £ 0,06 5,68 £ 0,91 0,028 = 0,009 1,054 £ 0,022 1543 £ 0,202 753 + 161
Northem brewer 431 + 0,11 053 * 0,11 6,26 =+ 121 0,027 = 0,012 1,056 £ 0,015 1,421 £ 0,288 7,35 * 1,58
P-valores
Pruebas de efectos
\V 0,013 0,046 <0,001 0,072 0,034 <0,001 0,027
Con 0,278 0,167 0,062 0,414 0,631 0,029 0,046
L 0,347 0,066 0,025 0,794 0,081 0,105 0,658
V*Con 0,919 0,584 0,394 0,169 0,978 0,131 0,922
V*L 0,032 0,081 0,001 0,218 0,979 0,204 0,948
Con*L 0,824 0,795 0,081 0,557 0,482 0,01 0,501
V*Con*L 0,030 0,09 0,133 0,436 0,627 0,131 0,58

*Medias con letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,050) dentro de los factores.
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Se puede observar en la tabla V.7 que los valores de pH descendieron cuando se incluyé
el mucilago de cacao en la formulacién (p=0,013), aunque el descenso de pH no se vio afectado
por el incremento de mucilago del 20 al 30%. Este descenso del pH estuvo asociado al
incremento del % de acidez (p=0,046), desde valores medios en las cervezas control de 0,39
hasta 0,49-0,55% con las aplicaciones de mucilago, nuevamente sin influencia del porcentaje de
mucilago empleado. Los valores de pH y acidez fueron similares a los observados previamente
en cervezas tipo Ale por Cardoso et al. (2021) y Marques et al. (2021).

En la figura V.26 se muestran los valores de pH obtenidos de los lotes de cervezas
artesanales preparados con y sin mucilago de cacao. Se puede observar cémo los valores
medios de pH se situaron entre 4,2 y 4,5. Ademas, se observa el efecto de la adicion de la
variedad de mucilago en el que las cervezas con CCN-51 presentaron pH superiores a 4,3
mientras que las cervezas con mucilago Fino de Aroma presentaron valores inferiores a 4,3.
Respecto a los controles sin mucilago, se encontraron diferencias en funcion del lGpulo, siendo
el control con lupulo Northem brewer el que obtuvo el mayor valor de pH (p<0,050).
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Figura V.26. Valores de pH obtenidos en las cervezas artesanales sin adicién de mucilago y con
la adicién de 20% y 30% de mucilago de cacao de las variedades CCN-51 y Fino de Aroma
(FA) combinados con la adicién de los lapulos Cascade (CA) y Northem brewer (NB). Valores
medios con letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,050).

Respecto al porcentaje de acidez, se puede observar en la figura V.27 que los valores se
situaron entre 0,36 y 6,6%. En general los controles presentaron menor porcentaje de acidez que
las cervezas elaboradas con mucilago. En las cervezas con CCN-51 se obtuvieron valores
medios superiores con el lGpulo NB, aunque sin diferencias estadisticamente significativas
(p>0,050).
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Figura V.27. Porcentaje de acidez obtenidos en las cervezas artesanales sin adicion de mucilago
y con la adicién de 20% y 30% de mucilago de cacao de las variedades CCN-51 y Fino de
Aroma (FA) combinados con la adicion de los lupulos Cascade (CA) y Northem brewer (NB).
Valores medios con letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,050).

Respecto a los solidos solubles totales (Tabla V.7), el uso de mucilago de la variedad
CCN-51 incremento los valores globales hasta 6,82 °Brix (p<0,001). Igualmente se observé que
la inclusion de lapulo Northem brewer incrementd los valores respecto al ldpulo Cascade
(p=0,025). Estos valores son similares a los encontrados por Giovenzana et al. (2014), que tras
144 horas de fermentacion en cervezas tipo Ale encontraron valores medios de 4,9 °Brix. En
cuanto al efecto de la adicion de ldpulo, Baiano et al. (2023) observaron un efecto similar
cuando compararon la inclusion de Cascade con Columbus, este ultimo con un contenido muy

superior de o-acidos.

Las cervezas elaboradas con mucilago CCN-51 presentaron contenidos superiores de
solidos solubles totales, con valores superiores a 7 °Brix en la mayoria de los lotes, mientras que
las cervezas control y con mucilago Fino de aroma presentaron valores similares (Figura
V.278). Esto contrasta con el contenido en sélidos solubles de los mucilagos mostrado en la
tabla V.1, en el que CCN-51 presentd valores inferiores a Fino de Aroma.
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Figura V.28. Contenido en sélidos solubles totales expresado en °Brix obtenidos en las cervezas
artesanales sin adicién de mucilago y con la adicién de 20% y 30% de mucilago de cacao de las
variedades CCN-51 y Fino de Aroma (FA) combinados con la adicién de los ltpulos Cascade
(CA) y Northem brewer (NB). Valores medios con letras diferentes indican diferencias
significativas (p<0,050).

Como se muestra en la tabla V.7 no se observaron efectos de la variedad y
concentracion de mucilago ni la variedad de lGpulo en los parametros de sélidos en suspension
ni densidad, con valores medios de 0,22 a 0,38 para los sélidos en suspension y 1,013 a 1,064
g/L para la densidad. Las densidades obtenidas fueron ligeramente superiores a las observadas
por Campos et al. (2021) que emplearon extractos de especias para enriquecer cervezas
tradicionales.

No se observaron diferencias significativas en los sélidos en suspensién de las cervezas
en ninguno de los lotes (p>0,050), con valores comprendidos entre 0,02 y 0,04% (Figura V.29).
Sin embargo, se observd una menor tendencia en el contenido de s6lidos en suspension de las
cervezas con CCN-51, en consonancia con los valores obtenidos de ambos mucilagos (Tabla
V.1).
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Figura V.29. Porcentaje de sdlidos en suspension en las cervezas artesanales sin adicion de
mucilago y con la adicion de 20% y 30% de mucilago de cacao de las variedades CCN-51 y
Fino de Aroma (FA) combinados con la adicién de los ltpulos Cascade (CA) y Northem brewer
(NB). Valores medios con letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,050).

En la figura V.30 se muestra como la densidad se vio afectada por la inclusion de los
mucilagos, aunque esta fue independiente de las concentraciones empleadas. Asi, los valores de
densidad de los controles estuvieron en torno a 1,020 g/L y las cervezas con mucilago
presentaron valores en torno a 1,060 g/L (p<0,050).
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Figura V.30. Densidad (g/L) de las cervezas artesanales sin adicion de mucilago y con la
adicién de 20% y 30% de mucilago de cacao de las variedades CCN-51 y Fino de Aroma (FA)
combinados con la adicion de los ltpulos Cascade (CA) y Northem brewer (NB). Valores
medios con letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,050).
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La produccién de espuma estuvo influida por la variedad de mucilago y por la
concentracion de este (p<0,050; Tabla V.7). Asi, con el mucilago de la variedad Fino de Aroma
se incrementaron los valores medios de espuma desde 1,275 cm del control a 1,658 cm de las
cervezas con Fino de Aroma. Ademas, la cerveza presentd méas espuma con la mayor
concentracion de mucilago (p=0,029).

Aungue no se presentaron diferencias estadisticamente significativas, las cervezas con
mucilago presentaron valores medios de espuma que las cervezas control, en las que se
obtuvieron valores cercanos a 1,3 cm, mientras que la mayoria de los lotes de cervezas con
mucilago presentaron valores superiores a 1,5 cm (Figura V.31).
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Figura V.31. Espuma (cm) de las cervezas artesanales sin adicién de mucilago y con la adicién
de 20% y 30% de mucilago de cacao de las variedades CCN-51 y Fino de Aroma (FA)
combinados con la adicion de los lGpulos Cascade (CA) y Northem brewer (NB). Valores
medios con letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,050).

Finalmente, los grados alcoholicos aumentaron de forma notable con la inclusion de
mucilago, desde valores medios en los controles de 4,29 % a 8,21 % con el mucilago CCN-51
(p=0,027; Tabla V.7). Los valores de los grados alcoholicos del control fueron similares a los
obtenidos por Cardoso et al. (2021) con valores superiores al 4%, y por Marques et al. (2017)
con valores de 5,88 %.

La inclusién de mucilagos de cacao, independientemente de la variedad y concentracién
provoco un aumento del % de alcohol cercano al doble encontrado en las cervezas control
(p<0,050) tal como se muestra en la figura V.32.
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Figura V.32. Porcentaje de alcohol (v/v) de las cervezas artesanales sin adicion de mucilago y
con la adicion de 20% y 30% de mucilago de cacao de las variedades CCN-51 y Fino de Aroma
(FA) combinados con la adicién de los lapulos Cascade (CA) y Northem brewer (NB). Valores
medios con letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,050).

En la tabla V.8 se muestran los efectos de los factores variedad y concentracion de

mucilago y variedad de ldpulo sobre las determinaciones de amargor, absorbancia y
transmitancia, turbidez, y los parametros colorimétricos L*, a* y b*.
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Tabla V.8. Efecto de la variedad y concentracion del mucilago y variedad de lupulo sobre el amargor, absorbancia y transmitancia, turbidez, y los pardmetros
colorimétricos L*, a* y b* de las cervezas artesanales.

Factores Alg?grjj)or Absorbancia Transmitancia Turbidez (NTU) '-“m('Eii"dad COI(Oar*;OJO amaciﬁll(c))r(b*)
niveles X o X o X o X o X o X o X o
Variedad de mucilago (V)
Control 30,12 £ 27 0,77 £ 045 102 £ 36 111 £ 119 395 £ 172 19,00 £ 17 39,32 £ 24
CCN-51 348> £ 32 090 * 0,15 130 £ 45 81 * 214 40,82 £ 3,0 222° £ 25  410% = 55
Fino de Aroma 31,22 £ 25 0,93 £ 0,27 137 £ 74 92 * 369 471> * 48 19,18 £ 30 47,7° = 57
Concentracion de mucilago (Con)
0% 30,12 £ 27 0,77 £ 045 10,22 £ 36 111 £ 119 395 £ 1.2 190 £ 17 393 £ 24
20% 31,8 £ 29 095 * 0,19 12,1 * 44 8,80 * 350 431 £ 38 204 £ 29 434 * 6,8
30% 342 £ 34 0,88 = 0724 147° £ 73 841 = 254 448 = 6,1 208 * 36 453 = 63
Variedad de lapulo (L)
Cascade 304 £ 24 092 + 0,31 114 =+ 51 9,10 £ 2,05 4158 * 4.2 212 = 27 428 * 6
Northem brewer 34,7° + 29 087 £ 0,19 145 £+ 6,3 891 + 3,69 451° + 52 196 + 33 445 + 6,7
P-valores
Pruebas de efectos
\% <0,001 0,782 0,592 0,284 <0,001 0,012 0,01
Con <0,001 0,427 0,059 0,638 0,276 0,761 0,418
L <0,001 0,502 0,088 0,833 0,042 0,224 0,767
VV*Con 0,203 0,558 0,273 0,212 0,413 0,404 0,612
V*L 0,636 0,001 <0,001 0,288 0,702 0,378 0,368
Con*L 0,748 0,432 0,399 0,423 0,935 0,368 0,736
V*Con*L 0,915 0,113 0,002 0,003 0,425 0,689 0,670

*Medias con letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,050) dentro de los factores.
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El amargor medio de las cervezas segun los factores estuvo comprendido entre 30,1 y
34,8 IBU. La variedad y concentracion de mucilago y la variedad de lupulo influyeron
significativamente en los resultados (p<0,050; Tabla V.8). Las cervezas con mucilago CCN-51,
con mayor porcentaje de mucilago y con el lipulo Northem brewer presentaron los mayores
valores de amargor. Marques et al. (2017) observé un amargor en cervezas Ale comerciales de
40,9 unidades IBU, superiores a las obtenidas en el presente trabajo, aunque no se especificé el
tipo de lGpulo ni su concentracion.

Como se muestra en la figura V.33 el amargor presentd diferencias significativas en
funcion del mucilago, la concentracion del mucilago y la variedad de lapulo. En general las
cervezas con CCN-51 presentaron mayor amargor que las Fino de Aroma, incrementandose con
el aumento de concentracion del mucilago. La inclusién de lGpulo NB aport6 mayores unidades

IB (p<0,050).
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Figura V.33. Amargor (unidades IB) de las cervezas artesanales sin adicion de mucilago y con
la adicion de 20% y 30% de mucilago de cacao de las variedades CCN-51 y Fino de Aroma
(FA) combinados con la adicion de los lapulos Cascade (CA) y Northem brewer (NB). Valores
medios con letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,050).

En cuanto a los valores de absorbancia y transmitancia, se observo que en general no se
presentaron cambios en funcién de los factores con la excepciéon de la concentracion de
mucilago en la que se observo una mayor transmitancia con 30% de mucilago (p=0,059; Tabla
V.8). Por su parte, la turbidez de las cervezas permanecié significativamente igual tras el
analisis de los factores.

En las figuras V.34 y V.35 se muestran los valores de absorbancia y transmitancia de las
cervezas artesanales elaboradas. Se puede observar que los valores medios de ambos
parametros fueron muy dispersos, con valores para la absorbancia a 430 nm entre 0,5y 1,2,
aunque en general no se observaron diferencias significativas asociadas a ningln factor.
Respecto a la transmitancia, los valores se situaron entre 7 y 23 unidades. En general, el
aumento de concentracion de mucilago aumentd la transmitancia.
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Figura V.34. Absorbancia (430 nm) de las cervezas artesanales sin adicién de mucilago y con la
adicién de 20% y 30% de mucilago de cacao de las variedades CCN-51 y Fino de Aroma (FA)
combinados con la adicion de los ltpulos Cascade (CA) y Northem brewer (NB). Valores
medios con letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,050).
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Figura V.35. Transmitancia (430 nm) de las cervezas artesanales sin adicion de mucilago y con
la adicion de 20% y 30% de mucilago de cacao de las variedades CCN-51 y Fino de Aroma
(FA) combinados con la adicién de los lapulos Cascade (CA) y Northem brewer (NB). Valores
medios con letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,050).

Los resultados de los valores de turbidez de los diferentes lotes de cerveza no mostraron
diferencias significativas (p=0,055), con valores comprendidos entre 5,3 y 12,1 unidades NT
(Figura V.36).
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Figura V.36. Turbidez, expresado en unidades NT, de las cervezas artesanales sin adicion de
mucilago y con la adicion de 20% y 30% de mucilago de cacao de las variedades CCN-51 y
Fino de Aroma (FA) combinados con la adicién de los lGpulos Cascade (CA) y Northem brewer
(NB). Valores medios con letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,050).

En cuanto a los parametros colorimétricos, la variedad de mucilago influy6é en la
luminosidad, color rojo y color amarillo, mientras que la variedad de lapulo en la luminosidad.
Las cervezas con CCN-51 mostraron mayor luminosidad y color amarillo, mientras que las
cervezas con Fino de Aroma presentaron un mayor color rojo (p<0,050). Ademas, se observo
que la inclusion de lapulo Northem brewer aumenté la luminosidad de las cervezas. El método
mas extendido para evaluar el color de la cerveza se basa en el sistema EBC (European
Brewery Convention). Las coordenadas de color obtenidas situarian a las cervezas control y con
CCN-51 en unos valores en torno a las 26 EBC, correspondientes a colores dorados oscuros,
mientras que las cervezas elaboradas con Fino de Aroma responderian a una valoracion en torno
a los 20 EBC, con coloraciones doradas mas claras. La adicion de nuevos ingredientes modifica
sensiblemente los parametros de color en la cerveza como ponen de manifiesto Wang et al.
(2022).

Las luminosidades de las cervezas elaboradas se situaron entre las 38 y 51 unidades tal

y como se muestra en la figura V.37 Se puede observar como en general las cervezas con Fino
de Aroma, mayor concentracién de mucilago y llpulo NB presentaron mayores luminosidades.
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Figura V.37. Luminosidad (L*) de las cervezas artesanales sin adicion de mucilago y con la
adicién de 20% y 30% de mucilago de cacao de las variedades CCN-51 y Fino de Aroma (FA)
combinados con la adicion de los ltpulos Cascade (CA) y Northem brewer (NB). Valores
medios con letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,050).

Respecto al color rojo (a*), no se observaron diferencias significativas entre lotes
(p>0,050; Figura V.38); sin embargo, las tendencias de los valores medios muestran mayores
valores de color rojo en la variedad de mucilago CCN-51, y con el ldpulo Cascade. La
caracterizacion del mucilago (Tabla V.1) permitié determinar unos valores de color rojo que
doblaban en CCN-51 respecto Fino de Aroma, que podrian explicar esta tendencia.
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Figura V.38. Turbidez, expresado en unidades NT, de las cervezas artesanales sin adiciéon de
mucilago y con la adicion de 20% y 30% de mucilago de cacao de las variedades CCN-51 y
Fino de Aroma (FA) combinados con la adicién de los ltpulos Cascade (CA) y Northem brewer
(NB). Valores medios con letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,050).
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Respecto a las coloraciones amarillas (Figura V.39), los resultados mostraron tendencias
opuestas al color rojo, ya que los valores medios fueron superiores en las cervezas con Fino de
Aroma y con el lupulo NB. La influencia del mucilago en el color amarillo sobre la cerveza
puede estar asociada a los valores encontrados de color amarillo en la caracterizacion de los
mucilagos (Tabla V.1.).
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Figura V.39. Turbidez, expresado en unidades NT, de las cervezas artesanales sin adicion de
mucilago y con la adicion de 20% y 30% de mucilago de cacao de las variedades CCN-51 y
Fino de Aroma (FA) combinados con la adicién de los lGpulos Cascade (CA) y Northem brewer
(NB). Valores medios con letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,050).

V.5.2. Analisis microbiolégicos

Aunque las cervezas son un ambiente desfavorable para el desarrollo de
microorganismos, algunos microorganismos alterantes de la cerveza pueden desarrollarse
(Anderson et al., 2019). Para los microorganismos que pueden estar presentes durante el
proceso de elaboracion de la cerveza, tales como BAL, Pediococcus, bacterias acéticas y
levaduras (Spitaels et al., 2014), el proceso de deteccion mas empleado se basa en la siembra en
medios de cultivo, para su posterior identificacion mediante pruebas bioquimicas, o finalmente
mediante pruebas moleculares (Reyes et al.; Las cervezas elaboradas mostraron ausencia de
microorganismos aerobios totales y patégenos como E. coli y Salmonella en todas las
elaboraciones.

V.5.3. Andlisis sensorial

En la tabla V.9 se muestra el resultado del analisis sensorial de las cervezas formuladas
con mucilago de las dos variedades a las concentraciones de 20 y 30%.
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Tabla V.9. Efecto de la variedad y concentracion del mucilago y variedad de lapulo sobre el
analisis sensorial de las cervezas artesanales.

. Sensacion en
Factores Apariencia Aroma Sabor

boca
niveles X o X o X o X o
Variedad de mucilago (V)
CCN-51 4,06 + 114 414 + 096 400 + 098 3,94 + 0,89
Fino de Aroma 453 + 084 450 * 081 4,17 * 1,13 403 * 1,05
Concentracién de mucilago (Con)
20% 431 £ 106 442 £ 091 408 = 099 397 =+ 0,97
30% 428 + 101 422 + 089 408 + 1,13 400 +* 0,98
Variedad de lGpulo (L)
Cascade 444 + 0,87 450 + 051 425 + 084 408 + 0,82
Northem brewer 414 + 115 414 + 1712 392 + 122 389 + 1,11
P-valores
Pruebas de efectos
\% 0,048 0,085 0,508 0,726
Con 0,906 0,35 1 0,907
L 0,197 0,085 0,188 0,414
V*Con 0,128 0,504 0,188 0,414
V*L 0,197 0,688 0,378 0,907
Con*L 0,41 0,085 0,508 0,414
V*Con*L 0,29 0,504 0,271 0,559

*Medias con letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,050) dentro de los
factores.

Los resultados mostraron una aceptacion muy elevada de las cervezas elaboradas con
mucilago de cacao, con diferencias significativas limitadas al tipo de mucilago en cuanto a la
apariencia, siendo mejor valorada la cerveza con mucilago Fino de Aroma con valoraciones
medias de 4,53 sobre 5, mientras que CCN-51 las valoraciones medias se situaron en 4,06
(p=0,048). En el resto de los atributos examinados como son sabor, aroma y sensacion en boca
no se observaron diferencias, obteniendo valoraciones cercanas o superiores a 4 sobre 5
independientemente de la variedad de mucilago, la concentracién o el tipo de lGpulo utilizado.
Se puede destacar que en todos los atributos las valoraciones medias fueron superiores para las
cervezas con Fino de Aroma y con lipulo Cascade, aunque como se ha indicado anteriormente
so6lo se encontraron las diferencias estadisticas en la apariencia cuando se compararon CCN-51
con Fino de Aroma.

En la figura V.40 se muestra un diagrama radial de las puntuaciones sensoriales de
todos los lotes elaborados con mucilago de cacao. Nuevamente se constata la elevada
aceptacion de todos los lotes de cerveza con mucilago. En este caso no se encontré ninguna
diferencia significativa entre lotes (p>0,050), aunque las puntuaciones medias mas altas de los
cuatro atributos elaborados se otorgaron a las cervezas elaboradas con 20% de mucilago Fino de
Aroma y lapulo Cascade.
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Apariencia Aroma Sabor Sensacién en boca
CCN-51 20% CA
5
FA 30% NB ‘ CCN-51 20% NB
3
2
1
FA 30% CA 0 CCN-51 30% CA
FA 20% NB CCN-51 30% NB
FA 20% CA

Figura V.40. Valoraciones medias sensoriales de apariencia, aroma, sabor, y sensacién en boca
de las cervezas artesanales con la adicion de 20% y 30% de mucilago de cacao de las
variedades CCN-51 y Fino de Aroma (FA) combinados con la adicién de los ltpulos Cascade
(CA) y Northem brewer (NB). Valores medios con letras diferentes indican diferencias
significativas (p<0,050).

Por lo tanto, esté investigacion pone de manifiesto la viabilidad de emplear el mucilago
de cacao como insumo para la elaboracién de cervezas artesanales.

V.6. Bioconservacion de las carnes

La carne es un alimento nutritivo gracias a sus propiedades biol6gicas y composicion
quimica, entre las que se distinguen un alto contenido de proteinas, pH ligeramente &cido y una
elevada actividad de agua. Todo ello la convierte en un excelente ambiente para el crecimiento
de microorganismos, principalmente bacterias, que participan activamente en su alteracion. El
perfil microbiol6gico de la carne fresca, responsable principal de su alteracion, es la suma de las
aportaciones durante las operaciones de faena, condiciones de almacenamiento, transporte y
distribucion (Signorini, 2007). Ademas de la alteracion microbiolGgica existen causas externas
que contribuyen a la descomposicion de la carne como la temperatura, humedad, luz, oxigeno y
tiempo.

La microflora de la carne es usualmente dominada por las bacterias acido-lacticas
(BAL), que ejercen un efecto modificador en la microflora de la carne (Flores et al., 2011).
Ademés de las BAL, en los procesos de alteracion de la carne se han identificado especies
pertenecientes a los géneros Aeromonas, Carnobacterium, Brochothrix, Buttiausella,
Clostridium, Enterobacter, Hafnia, Micrococcus, Pantoea, Proteus, Pseudomonas, Rahnella,
Serratia, Staphylococcus, entre otras (Doulgeraki et al., 2012). La carne cruda, ademas de ser
altamente susceptible a deterioro, también puede constituir un vehiculo para la propagacion de
enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS). Durante el sacrificio y procesamiento, todos
los tejidos potencialmente comestibles pueden estar sujetos a contaminacidon por diversas
fuentes, ya sea interna o externa al animal (Heredia et al., 2014). Uno de los mayores riesgos
sanitarios asociados con el consumo de carne reside en la posibilidad de que este alimento sea
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vehiculo de bacterias patégenas como Salmonella, Campylobacter jejuni, Escherichia coli y
Listeria monocytogenes (Omer et al., 2018).

Los atributos organolépticos son de gran importancia para el consumidor cuando se habla
de carne fresca como: el color (intensidad y coloracién), la jugosidad, la apariencia (grasa
intramuscular, exudacion), el sabor y el aroma (Adamski et al., 2017; Aaslyng et al., 2007);
mientras que la industria centra mas la atencion en factores como pH, la capacidad de retencion
de agua (CRA), textura, estabilidad oxidativa y ausencia de sabores anémalos. Estos atributos
estan influenciados por factores como la raza, la edad, la dieta, el manejo ante mortem, los
procesos de matanza y las practicas de manejo post mortem (Tougan et al., 2013). Todos estos
atributos deben ser mantenidos dentro de unos margenes durante la vida atil de la carne, para lo
cual se utilizan diferentes técnicas de conservacion y/o prolongacion de la vida atil.

Entre las alternativas para prolongar la vida atil de los alimentos se encuentra la
Bioconservacion o biopreservacion, que no es mas que un método de conservacion en el que se
usan sustancias naturales provenientes de bacterias, hongos, plantas y animales para mantener
la vida dtil de los alimentos mientras garantizan su seguridad (Barcenilla et al., 2022; Bibek,
2018; Pisoschi et al., 2018). La bibliografia muestra multiples aplicaciones de extractos
fendlicos obtenidos de diferentes productos vegetales tal y como muestra la revision de
Munekata et al. (2020), en los que las principales aportaciones son el retraso de las reacciones
de oxidacién, los cambios de color y los cambios sensoriales. Los recubrimientos comestibles
también constituyen una interesante opcion para mejorar la conservabilidad de la carne, en los
gue la inclusion de componentes bioactivos permite mejorar las propiedades antioxidantes y
antimicrobianas de los recubrimientos (Umaraw & Verna, 2017). La biopreservacion de la carne
mediante la aplicaciéon de microorganismos es una técnica ampliamente investigada como
demuestran las recientes revisiones de Barcenilla et al. (2022), Bhattacharya et al. (2022) y
Kaveh et al. (2023), en las que se destaca la idoneidad de las BAL para este fin. Las BAL
desempefian un papel importante en la industria alimentaria, por su contribucién significativa a
las caracteristicas sensoriales, tecnoldgicas, valor nutricional, propiedades funcionales vy
seguridad de diversos productos alimentarios (Ayivi et al., 2020). Las BAL son usadas en la
biopreservacion como cultivos bioprotectores ya que su capacidad de producir acido lactico y
otros metabolitos, contrarrestan el crecimiento de bacterias no deseadas, ayudando a preservar
el alimento (Fiorentini et al., 2001). Entre los metabolitos producidos por las BAL, las
bacteriocinas y sus cepas productoras pueden ser utilizadas para mejorar la calidad y
conservacion de los alimentos. Las bacteriocinas son péptidos antimicrobianos producidos por
microorganismos, principalmente activos frente a microorganismos taxonémicamente
emparentados, generalmente bacterias Gram positivas en el caso de las BAL (Parada et al.,
2007). Pero, ademas, las BAL tienen la capacidad de inhibir a bacterias Gram negativas como
E. coli y Salmonella mediante la produccion de los acidos orgénicos y otros metabolitos
(Molzing et al., 2013).

El origen de las BAL empleadas en la bioconservacion puede ser diverso, y estas, a su
vez, pueden ser aplicadas directamente como cultivos purificados o mediante el empleo de
materias fermentadas que las vehiculen. Este es el caso del mucilago del cacao. Durante la
obtencion del mucilago de cacao, ocurre una fermentacion aerdbica tras la separacion de la
vaina, conducida fundamentalmente por levaduras, BAL y bacterias acéticas (Almeida et al.,
2020; de Vuyst & Leroy, 2020). ElI mucilago que rodea el grano de cacao se degrada por la
accion de los microorganismos del medio ambiente natural (Rojo-Poveda et al., 2020), con la
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produccién de metabolitos tales como etanol y &cidos organicos como el acético, citrico, lactico,
y oxalico (Amorim et al., 2017). Las bacterias &cido-lacticas presentes en el mucilago de cacao
producen bacteriocinas (Nandha & Sukla, 2023; Vallejo et al., 2018), brindando la oportunidad
de ser utilizado como conservante alargando la vida util de las carnes (Morante-Carriel et al.,
2023).

V.6.1. Parametros fisico-quimicos

En la tabla V.10 se muestra el efecto de los factores tipo de carne (cerdo, pollo, ternera),
la variedad de mucilago de cacao (control, Fino de Aroma, y CCN-51) y el tiempo de
conservacion (1 dia y 7 dias) de las carnes almacenadas a 4°C sobre los pardmetros fisico-
quimicos de la carne.
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Tabla V.10. Efecto de los factores carne, variedad de mucilago y tiempo de conservacion sobre los parametros fisico-quimicos de la carne de cerdo, pollo y

ternera.
Factores pH Acigstzié((;/; a. Humedad (%0) CRA (%) Dureza (N) Lum(llrjzildad Color rojo (a*) Color amarillo (b*)
niveles X o X o X o X o X o X o X o X o
Carne (C)
Cerdo 478 + 0,14 0,143 + 0,02 71,48 + 3,47 15,78 + 5,08 141 + 057 51,55 + 8,75 4,75° + 1,19 11,51* * 1,70
Pollo 481 + 0,16 0,141 + 0,017 73,33 + 3,37 14,38 + 5,06 1,72 + 088 53,05° + 10,72 3,922 + 393 16,91 + 5,02
Ternera 477 + 0,12 0,141 * 0,023 72,01® + 2,85 13,54 + 3,64 1,48 + 0,65 46,02* + 7,48 6,01° + 1,44  10,66* + 2,40
Variedad mucilago (V)
Control 4,79 + 0,14 0,130° = 0,017 70,87 + 1,71 11,47 £ 1,75 2,05° * 053 4595 * 8,02 561° + 162 11,98 + 154
CCN51 472 + 0,19 0,156° + 0,016 7259% + 348 16,54®> + 362 1,16 + 046 52,78 * 7,49 3,94 + 187 13,28" + 558
Fino de Aroma 485 + 0,13 0,138* + 0,017 7337° + 406 1568° + 598 1,38 + 0,80 51,89° + 10,64 514 + 259 13,79 + 4,83
Tiempo de almacenamiento (T)
1 dia 4,762 + 0,16 0,145 + 0,022 71,60 + 3,38 14,74 + 518 158 + 0,77 50,65 + 8,75 540 + 1,87 12,61 + 3,17
7 dias% 48 + 0,14 0,138 + 0,016 72,95° + 3,08 14,39 + 515 1,49 + 0,68 49,77 + 11,32 4390 + 232 13,43° + 533
P-valores
Pruebas de efectos
C 0,115 0,909 0,043 0,263 0,312 <0,001 <0,001 <0,001
\% <0,001 <0,001 0,005 0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
T 0,005 0,055 0,028 0,754 0,616 0,406 <0,001 0,006
C*Vv 0,015 0,001 0,001 0,178 0,729 <0,001 <0,001 <0,001
C*T <0,001 0,597 0,679 0,424 0,437 <0,001 <0,001 <0,001
V*T <0,001 0,043 <0,001 0,456 0,525 0,688 <0,001 <0,001
C*V*T <0,001 0,014 0,021 0,407 0,339 <0,001 <0,001 <0,001

*Medias con letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,050) dentro de los factores.
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Los resultados mostraron que las carnes no presentaron diferencias a nivel de pH como
se observa en la tabla V.10 (p=0,115), pero si se modificd en las medias globales en funcion de
la variedad de mucilago y el tiempo de muestreo. Los pHs observados fueron especialmente
bajos, sintoma de una posible baja calidad higiénica de las carnes utilizadas (Signorini, 2007).
Este bajo pH puede influir en otros pardmetros, ya que se ha observado que la CRA disminuye a
bajos pH y con ello aumenta la dureza de las carnes (Pethick et al., 2005), ademas de influir en
el color de la carne (Hamoen et al., 2013). La aplicacion de mucilago tuvo un efecto global
sobre el pH desigual, ya que la aplicacién de Fino de Aroma provocd los pH medios
estadisticamente superiores (p<0,050), mientras que CCN-51 los menores. Los resultados del
andlisis de los lotes de carnes respecto al pH en los diferentes tipos de carnes con la aplicacion
de mucilago de dos variedades de cacao y dos tiempos de conservacion se muestran en la figura
V.41. En cuanto a los valores de pH observados en el cerdo, tras 1 dia a 4°C se observé un valor
de 4,61, que aumento a 4,85 a los 7 dias de conservacion. La aplicacion de mucilago Fino de
Aroma modificd significativamente el pH tras su aplicacion y tras 7 dias de almacenamiento
(4,92; p<0,050), mientras que la aplicacion de mucilago CCN-51 conservd los valores de pH
iniciales tras 7 dias, sin diferencias con el control (p>0,050). Respecto al pH del pollo, sélo se
observaron diferencias tras 1 dia de almacenamiento con el tratamiento con CCN-51, en el que
descendi6 el pH presente en el control de 4,90 a valores de 4,56. Tras 7 dias de
almacenamiento, los valores del pollo control descendieron hasta 4,65, siendo
significativamente inferior al tratamiento con CCN-51 que presentd valores con 4,88 (p<0,050).
Finalmente, en el pH de la ternera se observaron diferencias entre tratamientos a los 7 dias de
almacenamiento, en los que la ternera control presentd los mayores valores y la tratada con
mucilago CCN-51 los menores (p<0,050).
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Figura V.41. pH de las carnes de cerdo, pollo y ternera conservadas durante 7 dias a 4°C tras la
aplicacién de mucilago de cacao de las variedades Fino de Aroma (FA) y CCN-51 (CCN).
Letras diferentes indican diferencias significativas dentro de cada tipo de carne a 1 dia de
almacenamiento (minudsculas), y 7 dias de almacenamiento (mayusculas).

En general, los valores de pH observados en este trabajo fueron inferiores a los
mostrados en la bibliografia, como los mostrados por Perlo (2020) para carne de pollo, aunque
se encuentran cercanos a los valores indicados por la norma NTE 2346 sobre Carne y
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menudencias comestibles de animales de abasto (INEN, 2015). En cuanto al efecto del
mucilago, la aplicacién de BAL aisladas de mucilago de cacao CCN-51 y Fino de Aroma a
carne de ternera no modifico los valores de pH, aunque los autores observaron un valor de pH
de la carne muy superior al observado en este trabajo (Morante-Carriel et al., 2023). Otros
trabajos orientados a la biopreservacién de las carnes como el realizado por Behbahani et al.
(2021) y Noshad et al. (2021) empleando formulaciones que incluia mucilago de Lepidium
perfoliatum y de Plantago major respectivamente mostraron pequefias modificaciones en el pH
de carnes de ternera y bufalo.

Como se observa en la tabla V.10, las carnes presentaron porcentajes de acidez medios
totales estadisticamente iguales. El periodo de muestreo tampoco presentd diferencias
significativas, mientras que la variedad de mucilago si influyo de forma significativa (p<0,001).
Ademas, se observaron interacciones significativas entre los factores carne y variedad de
mucilago, variedad de mucilago y dia de conservacion, y entre los tres factores. En cuanto a los
resultados del porcentaje de acidez, en general no se observaron diferencias entre tratamientos y
dias de conservacién (Figura V.42), excepto en el caso de la ternera. Los valores de acidez de la
carne de cerdo se situaron en torno a 0,13-0,15%; la carne de pollo en torno a 0,14-0,15; y la
ternera en el rango 0,12-0,18%. Hay que sefialar que el tratamiento con mucilago Fino de
Aroma en la ternera aumentd los valores de acidez significativamente respecto al control tras 7
dias de almacenamiento (p<0,050). Los valores de acidez fueron similares a los observados por
Leon (2018).
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Figura V.42. Porcentaje de acidez de las carnes de cerdo, pollo y ternera conservadas durante 7
dias a 4°C tras la aplicacion de mucilago de cacao de las variedades Fino de Aroma (FA) y
CCN-51 (CCN). Letras diferentes indican diferencias significativas dentro de cada tipo de carne
a 1 dia de almacenamiento (minusculas), y 7 dias de almacenamiento (mayusculas).

Los analisis globales mostraron que la humedad se vio significativamente influenciada
por los tres factores estudiados como se muestra en la tabla V.10. La carne de cerdo presentd la
menor humedad (71,48+3,47 %), mientras que la de pollo fue la que mas humedad presento
(73,33+3,37 5). La aplicacion de cualquiera de las variedades de mucilago aumento la humedad
de las carnes (p=0,005), mientras que se observé una ganancia de humedad media entre los dias
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de muestreo (p=0,028). ElI mantenimiento de la humedad es un factor muy importante para la
conservacion de la carne ya que influye en otros pardmetros como color, aroma y textura
(Ahmad et al., 2015). La aplicacion de mucilago de cacao consiguié mantener la humedad y
aumentar la CRA de las carnes y con ello retrasar las pérdidas de humedad que no evitan otros
métodos de bioconservacién (Behbahani et al., 2021; Noshad et al., 2021).

El porcentaje de humedad de los diferentes lotes de carnes se muestran en la figura
V.43. El porcentaje de humedad de la carne de cerdo tras 1 dia de almacenamiento fue de 72,3%
y se mantuvo tras 7 dias de almacenamiento. Estos valores son similares a los encontrados por
Gou et al. (2003) en carne procedente de jamones de cerdo. Los tratamientos con mucilago de
cacao no modificaron significativamente este pardmetro. En cuanto a la carne de pollo, la
humedad fue de 69,5% tras un dia de almacenamiento y se mantuvo tras 7 dias de
almacenamiento. La aplicacion de mucilago CCN-51 aumentd la humedad tras un dia de
almacenamiento hasta 76,3% (p<0,050), mientras que la aplicacion de mucilago Fino de Aroma
provoc6 humedades significativamente superiores al control a los 7 dias de almacenamiento con
valores medios de 77,2% (p<0,050). Estos valores estan dentro del rango observado por Velasco
et al. (2017). Finalmente, no se observaron diferencias en la humedad en la carne de ternera,
que presentd valores de 71,3% en las carnes control. Los valores de humedad se encuentran
cercanos a los observados por Behbahani et al. (2021) para ternera.
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Figura V.43. Porcentaje de humedad de las carnes de cerdo, pollo y ternera conservadas durante
7 dias a 4°C tras la aplicacion de mucilago de cacao de las variedades Fino de Aroma (FA) y
CCN-51 (CCN). Letras diferentes indican diferencias significativas dentro de cada tipo de carne
a 1 dia de almacenamiento (minusculas), y 7 dias de almacenamiento (mayusculas).

La CRA es una de los parametros mas importantes en la calidad de la carne, ya que
define la capacidad de mantener toda o parte de su agua. En general, se define que las pérdidas
de agua por purga o goteo tras el fileteado de la carne se sitlan entre el 2 y el 10% (Offer,
1988). En este sentido, el andlisis global de los resultados mostré que el factor variedad de
mucilago fue el Unico que influyd significativamente (Tabla V.10), de tal manera que el valor
medio de CRA de las carnes control fue de 11,47+1,75 y las CRAs de las carnes con mucilago
estuvieron por encima de 15,5% % (p= 0,001). Respecto al analisis individual de los lotes de
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carnes, no se observaron diferencias en los tratamientos ni en los dias de almacenamiento en las
diferentes carnes. Los valores obtenidos se encuentran en el rango de 12 y 23% indicado por
Ledn et al. (2018), pero son inferiores a los indicados por Rengifo y Ordofiez (2010) que se
sitlan para la carne de cerdo, pollo y ternera por encima del 20%. En el caso del cerdo, la CRA
de los tratamientos control se situaron en 10,3% tras un dia de almacenamiento, que se mantuvo
a los 7 dias. Aunque no se obtuvieron diferencias significativas, la aplicacion de los mucilagos
aumentd la CRA a valores superiores al 15% tal y como se muestra en la figura V.44.
Resultados similares se observaron para la carne de pollo y ternera, en las que la aplicacion de
los mucilagos increment6 los valores medios de CRA sin diferencias significativas (p>0,050).
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Figura V.44. Porcentaje de Capacidad de retencion de agua (B) de las carnes de cerdo, pollo y
ternera conservadas durante 7 dias a 4°C tras la aplicacion de mucilago de cacao de las
variedades Fino de Aroma (FA) y CCN-51 (CCN). Letras diferentes indican diferencias
significativas dentro de cada tipo de carne a 1 dia de almacenamiento (mindsculas), y 7 dias de
almacenamiento (mayusculas).

Como se observa en la tabla V.10, en cualquiera de las aplicaciones de mucilago se
mejord la humedad de las carnes, la CRA y disminuy6 la dureza media de las carnes. Este
Gltimo aspecto es interesante ya que las carnes con bajo pH suelen presentar una mayor dureza
debido a la inhibicién de las enzimas asociadas al ablandamiento de las carnes (Maltin et al.,
2003). Sin embargo, los resultados mostraron una baja textura de las carnes. La aplicacion de
mucilago de cacao en las diferentes carnes provocé un descenso de los valores medios de la
textura (Figura V.45), aunque sin diferencias significativas (p>0,050). La carne de cerdo
presentd una textura de 2,02 N tras un dia de almacenamiento que descendié a 1,51 N tras 7
dias a 4°C. Los valores de textura tras la aplicacion de los mucilagos se situaron en torno a 1,1
N tras un dia de almacenamiento, y aumentaron ligeramente hasta aproximadamente 1,4 N a los
7 dias. Respecto al pollo, la textura fue de 2,01 N en el primer muestreo y aumentaron los
valores medios hasta 2,43 N. La aplicacion de mucilago Fino de Aroma presenté valores
similares al control, mientras que CCN-51 provocé descensos de textura hasta valores medios
inferiores a 1 N, aumentando hasta 1,5 N a los 7 dias. Respecto a la ternera, los controles
presentaron valores superiores a 2 N, mientras que los tratamientos con mucilago presentaron
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valores cercanos a 1,5 N tras un dia de almacenamiento que descendieron a valores inferiores a

1 N alos 7 dias.
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Figura V.45. Dureza expresada en newtons (N) de las carnes de cerdo, pollo y ternera
conservadas durante 7 dias a 4°C tras la aplicacion de mucilago de cacao de las variedades Fino
de Aroma (FA) y CCN-51 (CCN). Letras diferentes indican diferencias significativas dentro de
cada tipo de carne a 1 dia de almacenamiento (minusculas), y 7 dias de almacenamiento
(mayusculas).

Respecto a los pardmetros Opticos, se puede observar en la tabla V.10 que presentaron
diferencias a nivel de los tres factores evaluados, ademas de presentar interacciones muy
significativas entre los factores tanto para la luminosidad, color rojo, como color amarillo. La
carne de ternera present6 los menores valores medios de luminosidad y los mayores de color
rojo, mientras que la carne de pollo presentd las mayores intensidades de color amarillo
(p<0,001). La aplicacion de los mucilagos de cacao sobre las carnes provocd un aumento de la
L* de la carne del orden de 6 unidades, y la coordenada b* del orden de dos unidades, mientras
que disminuy6 el color rojo alrededor de dos unidades en el caso del mucilago CCN-51
(p<0,001). Aunque se han observado diferencias significativas en la coloracion instrumental de
las carnes dependientes del tratamiento, hay que sefialar que en general estos cambios serian
dificilmente apreciables por el consumidor, ya que s6lo un catador entrenado es capaz de
diferenciar 3-4 unidades de variacion del color (LaCie, 2006). Los principales factores que
afectan al color de la carne son la temperatura implicada en la estabilidad de la mioglobina, la
composicion de gases durante el almacenamiento que generan los cambios de oxirreduccion de
la mioglobina y la oxidacién lipidica (Tomasevic et al., 2021). La aplicacion de recubrimientos
en la carne tiene un efecto preservador del color asociado al mantenimiento de la humedad y a
la permeabilidad de los gases (Cardoso et al., 2016). En este sentido, la aplicacion de mucilago
de cacao tiene un efecto de mantenimiento de la humedad ademas de una rigueza en
compuestos antioxidantes (Silva et al., 2014) que pueden favorecer el mantenimiento del color.

En la Figura V.46 se puede observar como la luminosidad de la carne de cerdo y pollo
se vio favorecida por la aplicacion de los mucilagos de cacao, especialmente tras 7 dias de
almacenamiento (p<0,050). Sin embargo, la aplicacion de los mucilagos resto luminosidad a las
carnes de ternera, presentando valores inferiores a los 7 dias respecto al control (p<0,050).
Segun Alberti et al. (2016), en el caso de la carne de vacuno, altas luminosidades se relacionan
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con bajo contenido de mioglobina y mayor cantidad de agua. Ademas, estos resultados son
coincidentes con las observaciones en aplicaciones de recubrimientos comestibles en carne de
ternera, donde los recubrimientos redujeron la luminosidad de las carnes (Cardoso el al., 2016).
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Figura V.46. Luminosidad (L*) de las carnes de cerdo, pollo y ternera conservadas durante 7
dias a 4°C tras la aplicacién de mucilago de cacao de las variedades Fino de Aroma (FA) y
CCN-51 (CCN). Letras diferentes indican diferencias significativas dentro de cada tipo de carne
a 1 dia de almacenamiento (minusculas), y 7 dias de almacenamiento (mayusculas).

Respecto al espectro de color rojo, se puede observar como todas las carnes se situaron
entre 2 y 9 unidades (Figura V.47). En las aplicaciones de mucilago sobre las carnes de cerdo y
pollo se observ6 un descenso del color rojo tras 7 dias de almacenamiento, mientras que en la
ternera se observé un mantenimiento de este parametro.
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Figura V.46. Valores eje rojo-verde (a*) de las carnes de cerdo, pollo y ternera conservadas
durante 7 dias a 4°C tras la aplicacion de mucilago de cacao de las variedades Fino de Aroma
(FA) y CCN-51 (CCN). Letras diferentes indican diferencias significativas dentro de cada tipo
de carne a 1 dia de almacenamiento (minusculas), y 7 dias de almacenamiento (mayusculas).
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Finalmente, con respecto a la coloracion amarilla, se puede observar como la carne de
pollo presentd valores superiores a las otras dos carnes (Figura V.47). Ademas, se puede
observar como la aplicacion de los mucilagos aumentd este pardmetro en los dos dias de
muestreo evaluados (p<0,050). Los resultados de color de la carne de pollo son similares a los
obtenidos por Velasco et al. (2017) en el que encontraron valores para a* entre 4,6 y 9,1 y para
el pardmetro b* entre 8,5y 12,5.
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Figura V.47. Valores del eje amarillo-azul (b*) (C) de las carnes de cerdo, pollo y ternera
conservadas durante 7 dias a 4°C tras la aplicacién de mucilago de cacao de las variedades Fino
de Aroma (FA) y CCN-51 (CCN). Letras diferentes indican diferencias significativas dentro de
cada tipo de carne a 1 dia de almacenamiento (minusculas), y 7 dias de almacenamiento
(mayusculas).

V.6.2. Analisis microbiolégico

La composicidn de la poblacion microbiana durante la fermentacién del cacao ha sido
caracterizada por técnicas dependientes e independientes de cultivo en los trabajos de Figueroa-
Hernandez et al. (2019), Morante-Carriel et al. (2023), Pacheco-Montealegre et al. (2020),
Papalexandratou et al. (2011), Taylor et al. (2022), y Viesser et al. (2021). La fermentacion del
cacao esta dominada por levaduras productoras de etanol como Pichia kudriavzevii, Pichia
manshurica, S. cerevisiae y Hanseniaspora opuntiae. Entre las BAL se han descrito
Leuconostoc pseudomesenteroides (fermentadoras de glucose y fructosa), Fructobacillus
tropaeoli (fementadora de fructosa), Lactiplantibacillus plantarum (fermentadora de fructosa y
glucosa) Lactococcus spp. y Limosilactobacillus fermentum (productoral de manitol) entre
otras. Entre las enterobacterias se han encontrado Tatumella saanichensis y Tatumella punctata
presents en la fase inicial de la fermentacion. Otro grupo dominante son las bacterias acéticas
destacando las especies Acetobacter pasteurianus y Acetobacter ghanensis/syzygii, que
aparecen en las etapas finales de la fermentacion y transforman el etanol en &cido acético.

La poblacion de BAL descrita en fermentacion del cacao han sido ampliamente
caracterizadas respecto a su actividad antimicrobiana asociada al metabolismo de los azlcares y
la producciéon de bacteriocinas y otras sustancias activas. Asi, Roccheti et al. (2021) han
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revisado los mecanismos antimicrobianos de Lactiplantibacillus plantarum; Pakroo et al.
(2022) y Enan et al. (2013) han caracterizado la actividad de Limosilactobacillus fermentum y
Lactococcus sp. respectivamente, frente a bacterias patdgenas como Listeria monocytogenes,
Bacillus cereus Staphylococcus aureus y E. coli. Por lo tanto, el mucilago de cacao es una
fuente de diversas cepas antimicrobianas que pueden ser aplicadas en la bioconservacion de
carnes tal y como han demostrado Morante-Carriel et al., (2023).

En la tabla V.11 se muestra el efecto de los factores tipo de carne, variedad de mucilago
y tiempo de conservacion sobre los recuentos de levaduras, E. coli y BAL.

Tabla V.11. Recuentos globales expresados de levaduras, Escherichia coli y bacterias acido
lacticas en funcidn de los factores tipo de carne, variedad de mucilago y tiempo de refrigeracion
a4°C.

1 R <

niveles X o X o X o
Carne (C)

Cerdo 529" * 1,39 535 * 091 568> * 0,26
Pollo 516 * 1,38 524> + 107 539 * 0,27
Ternera 538 * 123 488 * 126 578° * 0,34
Variedad mucilago (V)

Control >6,47¢ £ 0,00 >6,47° * 0,00 55la * 0,26
CCN51 4322 t 131 4512 t 0,89 568> * 0,39
Fino de Aroma 506> * 1,06 448 t 039 566° * 0,32
Tiempo de almacenamiento (T)

1 dia 499° * 155 50220 + 111 553 = 0,37
7 dias 558 + 0,96 529* + 1,07 572 + 0,27
P-valores

Pruebas de efectos

C 0,546 <0,001 <0,001

\% <0,001 <0,001 <0,001

T 0,001 0,002 <0,001
Cc*Vv 0,001 0,001 <0,001
C*T 0,053 0,003 0,457
V*T <0,001 0,040 <0,001
C*V*T <0,001 <0,001 <0,001

*Medias con letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,050) dentro de los
factores.

En general los recuentos microbioldgicos observados en los tres tipos de carnes fueron
elevados probablemente asociados a un mal faenado de la carne o a un periodo prolongado de
conservacion previo a la adquisicion (Signorini et al., 2017). Los valores medios globales de
recuentos de levaduras, E. coli y BAL se situaron en todas las carnes cercanos o superiores a 5
log UFC/g. El efecto de la aplicacion de los mucilagos pudo observarse tanto en los recuentos
de levaduras como E. coli, mientras que en las BAL los recuentos fueron significativamente
superiores en las aplicaciones de mucilago (p<0,050). En el caso de las levaduras, los controles
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presentaron valores medios globales superiores a 6 log UFC/g, mientras que los valores
obtenidos con los mucilagos se sitian en reducciones medias de 1,5 log UFC/g (p<0,050). Por
su parte, los recuentos de E. coli de los controles fueron reducidos en més de 2 log UFC/g tras
la aplicacién de los mucilagos (p<0,050).

Se puede observar como los recuentos de levaduras en las carnes control se situaron por
encima de los 6 log UFC/g (Figura V.48). La aplicacién de los mucilagos de cacao redujo los
recuentos de levaduras en todas las carnes, con niveles de reduccion comprendidos entre
aproximadamente 0,5 log UFC/g en la carne de ternera tras 7 dias de almacenamiento con el
mucilago Fino de Aroma y 4 log ufc/g para la carne de cerdo tras 1 dia de almacenamiento con
el mucilago CCN-51.
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Figura V.48. Recuentos de levaduras expresadas en log UFC/g de las carnes de cerdo, pollo y
ternera conservadas durante 7 dias a 4°C tras la aplicacion de mucilago de cacao de las
variedades Fino de Aroma (FA) y CCN-51 (CCN). Letras diferentes indican diferencias
significativas dentro de cada tipo de carne a 1 dia de almacenamiento (mindsculas), y 7 dias de
almacenamiento (mayusculas).

En el caso de las bacterias coliformes, que en las carnes control se situaron por encima
de los 6 log UFC/g, presentaron reducciones tras la aplicacion de mucilago de cacao entre
aproximadamente 1 log UFC/g de la carne de pollo tras 7 dias de refrigeracion con el mucilago
CCN-51 alrededor de 3 log UFC/g de los tratamientos con mucilago CCN-51 en carne de
ternera tras 7 dias de almacenamiento (Figura V.49). Estos niveles de reduccion son similares a
los obtenidos con recubrimientos comestibles con mucilago de semillas de Malva silvestris que
contenia 2% de aceite esencial de cinamomo, con contrastadas propiedades antimicrobianas
(Sabahi et al., 2022). Otros recubrimientos antimicrobianos han producido niveles inferiores de
inhibicion de E. coli a los observados en el presente trabajo. Por ejemplo, el recubrimiento de
mucilago de semilla de Plantago major enriquecido con 2% de aceite esencial de limén alcanzo
reducciones en torno a 0,5 log UFC/g (Noshad et al., 2021).
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Figura V.49. Recuentos de coliformes expresadas en log UFC/g de las carnes de cerdo, pollo y
ternera conservadas durante 7 dias a 4°C tras la aplicacion de mucilago de cacao de las
variedades Fino de Aroma (FA) y CCN-51 (CCN). Letras diferentes indican diferencias
significativas dentro de cada tipo de carne a 1 dia de almacenamiento (mindsculas), y 7 dias de
almacenamiento (mayusculas).

Finalmente, en cuanto a los resultados de los recuentos de BAL, se puede observar
como en todos los tratamientos se situaron por encima de los 5 log UFC/g, encontrando que tras
la aplicacion de los mucilagos los niveles de BAL se incrementaron en las carnes de ternera
(Figura V.50).
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Figura V.50. Recuentos de bacterias &cido lacticas expresadas en log UFC/g de las carnes de
cerdo, pollo y ternera conservadas durante 7 dias a 4°C tras la aplicacion de mucilago de cacao
de las variedades Fino de Aroma (FA) y CCN-51 (CCN). Letras diferentes indican diferencias
significativas dentro de cada tipo de carne a 1 dia de almacenamiento (mindsculas), y 7 dias de
almacenamiento (mayusculas).
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Este trabajo pone de manifiesto la adecuacién de la aplicacion de mucilago de cacao
para la bioconservacion de diferentes tipos de carnes. En concreto se puede destacar el elevado
nivel de reduccion encontrado frente a bacterias patdgenas como E. coli.
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V1. Conclusiones
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V1. Conclusiones

PRIMERA: El mucilago del cacao de las variedades Fino de Aroma y CCN-51
representa un subproducto con interesantes propiedades nutricionales y
funcionales, caracterizado por su elevado contenido en carbohidratos, fibra,
proteinas y polifenoles. Ademas, tras el proceso de fermentacion espontanea del
mucilago del cacao los microorganismos que dominan son bacterias acido-
lacticas y acido-acéticas y levaduras que pueden ser utilizadas por sus
propiedades tecnoldgicas y funcionales.

SEGUNDA: La generacion de bioetanol a partir de mucilago de cacao tras su
fermentacion por Saccharomyces cerevisiae generd una interesante produccion
con contenidos superiores a 50 ° de alcohol (% v/v) y rendimientos superiores a
400 mL.

TERCERA: La inclusién de mucilago de cacao de las variedades Fino de
Aroma y CCN-51 en proporciones del 10 y 15% puede ser considerado un
interesante ingrediente para la elaboracion de bebidas fermentadas de frutas
como la naranja y carambola, encontrando las principales diferencias asociadas
al tipo de fruta, mientras que el incremento del % de mucilago supuso un
incremento en el contenido de alcohol. Estas bebidas independientemente de la
fruta base o de la variedad y concentracion de mucilago afadida fueron
positivamente valoradas por el panel de catadores no entrenados en todos los
atributos evaluados.

CUARTA: Los parametros fisicoquimicos y composicionales del té de
kombucha utilizando el mucilago de cacao como fuente de azlcar para el
SCOBY se ven muy influenciados por el tipo de té base y la concentracion de
mucilago afadida. El incremento del contenido de mucilago de cacao mejoro
significativamente el aroma y sabor del té; sin embargo, incremento el contenido
en alcohol, superandose el limite maximo para este pardmetro en normativas
internacionales, s6lo cumpliéndose cuando se adiciond un 15% de mucilago.

QUINTA: Los pardmetros fisicoquimicos de las cervezas artesanales tipo Ale
con las variedades de Iupulo Cascade y Northem Brewer se vieron afectadas por
la variedad de mucilago utilizada; siendo s6lo dos los influidos por la
concentracién de mucilago afiadida, espuma y grado alcohdlico, éste ultimo
duplicandose por la presencia de 20-30% de mucilago de cacao. Asimismo, se
incrementd el amargor de la cerveza con la inclusién de mucilago, asi como los
parametros colorimétricos del espacio CIELab. Las cervezas elaboradas con
mucilago de cacao fueron altamente valoradas por el panel de catadores,
resaltando la mejora en la apariencia cuando se utilizé la variedad del mucilago
Fino de Aroma.
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SEXTA: Los mucilagos de cacao de las variedades Fino de Aroma y CCN-51
permiten una mejor conservacion de carnes frescas de cerdo, pollo y ternera
mediante la reduccion en 2 unidades logaritmicas del contenido en Escherichia
coli y levaduras asociada a las bacterias acido-lacticas naturalmente presentes en
el mucilago de cacao. La aplicacion de mucilago de cacao afecto a los
parametros acidez, humedad, capacidad de retencion de agua, dureza y color
relacionados con la calidad de las carnes.

SEPTIMA: La revalorizacion del mucilago del cacao de las variedades Fino de
Aroma y CCN-51 mediante las aplicaciones desarrolladas en esta Tesis Doctoral
pueden contribuir a una gestiéon mas sostenible de los residuos y subproductos
asociados a la produccion de Cacao en Ecuador, ademas de generar valor
afiadido a este sector esencial para el desarrollo de las comunidades agricolas de
este pais.
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