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RESUMEN

En la provincia de El Oro se produce una gran cantidad
de cacao cuya comercializacion se realiza en fresco, lo
cual limita obtener mejores precios por cosecha a los pro-
ductores. El objetivo del presente trabajo fue establecer
el efecto Saccharomyces cerevisiae y Limosilactobacillus
fermentum solas y en mezcla durante la fermentacion del
cacao y en el perfil sensorial del licor obtenido. Se utilizé
4 tratamientos con 3 repeticiones, efectuandose la fer-
mentacion del cacao en cajones de madera (Laurel blan-
co) Cordia alliodora con capacidad de 2 kilos, bajo los
siguientes tratamientos: T1: Saccharomyces cerevisiae,
T2: Limosilactobacillus fermentum, T3. Saccharomyces
cerevisiae/Limosilactobacillus fermentum, T4: Testigo, la
fermentacion duro 72 horas, el secado fue natural. Los
resultados obtenidos para el T1 en las variables analiza-
das: indice de grano, pH y temperatura, prueba de corte,
demostraron diferencias significativas ante los otros trata-
mientos, lograndose un 96% de fermentacion buena. La
cata de sabores especificos y basicos, determino que el
mejor perfil sensorial lo presentd el T1.

Palabras claves:

Levadura, saccharomyces cerevisiae, fermentacion, ca-
lidad, sabores.

ABSTRACT

In the province of El Oro, a large amount of cocoa is pro-
duced and marketed fresh, which limits the producers’
ability to obtain better prices per harvest. The objective
of this study was to establish the effect of Saccharomyces
cerevisiae and Limosilactobacillus fermentum alone and in
mixture during cocoa fermentation and on the sensory pro-
file of the liquor obtained. Four treatments with three repli-
cates were used, fermenting the cocoa in wooden crates
(white laurel) Cordia alliodora with a capacity of 2kg, under
the following treatments: T1: Saccharomyces cerevisiae,
T2: Limosilactobacillus fermentum, T3. Saccharomyces
cerevisiae/Limosilactobacillus fermentum, T4: Control, fer-
mentation lasted 72 hours, drying was natural. The results
obtained for T1 in the variables analyzed: grain index, pH
and temperature, cut test, showed significant differences
compared to the other treatments, achieving 96% good
fermentation. The tasting of specific and basic flavors de-
termined that T1 had the best sensory profile.

Keywords:

Yeast, saccharomyces cerevisiae, fermentation, quality,
flavors.



INTRODUCCION

El cultivo de cacao (Teobroma cacao L.) es un fruto que
en la actualidad se lo utiliza como alimento y de estos el
mas destacado es el licor, un producto muy importante
del Ecuador (Lépez & Guncay, 2018), ya que cuenta con
una gran demanda a nivel nacional e internacional, por lo
que se presume que mas del 70% de la produccién pro-
viene de ecuador, ademas tiene una buena caracteristica
especial por su aroma y sabor de esta manera dando una
mejor expectativa para los consumidores (Nivela, 2020).

Para el procesamiento del grano es muy importante la
etapa de fermentacion, ya que se producen los cambios
bioguimicos que dan origen a los precursores del aroma
y del sabor (Teneda, 2016). También es importante tomar
en cuenta para que el producto sea bueno el color de los
granos tienen que ser adecuados, verificando el grado
de fermentacién, de forma que el color violeta revela una
fermentacion incompleta, mientras que el color pardo in-
dica que la fermentacion se ha completado (Andrade et
al., 2019).

La levadura es utilizada como fuente principal, en la mul-
tiplicacion de células encargadas de transformar los azu-
cares en alcohol dentro del proceso de fermentacion, en
este caso la levadura Saccharomyces cerevisiae a sido
utilizada en la produccion de proteinas, ademas se cono-
ce que es un microorganismo que no afecta al ser huma-
no, por esta razon la utilizamos en fermentacion de frutos,
en este caso con cacao clonal CCN51 para mejorar su
calidad sensorial y dando como resultado un buen pro-
ducto para el consumidor (Coronel & Valdez, 2019).

El objetivo del presente trabajo fue establecer el efecto
Saccharomyces cerevisiae y Limosilactobacillus fermen-
tum solas y en mezcla durante la fermentacion del cacao
y en el perfil sensorial del licor obtenido.

MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion se desarrolld en la Granja Experimental
“Santa Inés”, ubicada en la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad Técnica de Machala. El
area de estudio, segun los registros del INAMHI, posee
una temperatura promedio de 24°C, una precipitacion
anual media de 630 mm, promedio de 5 horas luz de-
pendiendo de la época, una humedad relativa media de
90%; el suelo posee una textura franca arenosa y franca
arcillosa, con un pH neutro de 7. De acuerdo a la zona
de vida natural de Holdridge la region corresponde a una
zona humeda tropical (Llanos et al., 2021).

Levaduras usadas: los productos utilizados fueron los si-
guientes: levadura Saccharomyces cerevisiae, levadura
Limosilactobacillus fermentum.

Material vegetal: para la investigacion se tomé un total
de 24 Kg de cacao CCN51, se realizé una aplicacion
de levaduras en el proceso de fermentacion, donde se
tomo un registro de datos de pH y temperatura de cada
tratamiento.

Tratamientos: La tabla 1 resume la composicién y nime-
ro total de muestras que se realiz6, evidenciandose cuatro
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tratamientos con tres repeticiones cada uno. Se utilizé una
concentracion de 1x1076 de levadura Saccharomyces y
Limosilactobacillus en jugo de cafia de azucar. El T4 es
el testigo, el cual permitio diferenciar la calidad del cacao
de los demas tratamientos con levaduras. El trabajo inicié
el 21 de noviembre de 2022 con la multiplicacion de le-
vaduras en laboratorio y finalizé el 7 de febrero de 2023.

Tabla 1. Tratamientos y su composicion

Tratamientos | Composicion Total Repeticiones
T1 Saccharomy- | 5 1 (1x10n6) | 3
ces cerevisiae
Limocilap-
T2 tobacilus 2ml (1x1076) |3
fermentum
Saccharomy-
ces cerevisiae
T3 y Limocilap- 2ml (1x1076) |3
tobacilus
fermentum
T4 Testigo 3
Metodologia

Identificacion de levaduras

Para la identificacion de levaduras se procedio a reali-
zar una siembra, se identificd las estructuras mediante
microscopio en base a la informaciéon Taxondmica pre-
sentada en el trabajo de investigacion del autor Huaman,
(2017).

Tabla 2. Taxonomia de la levadura Saccharomyces

Reino Fungi
Division Ascomycota
Clase Saccharomycetes
Orden Saccharomycetales
Familia Saccharomycetaceae
Genero Saccharomyces
Especie Saccharomyces cerevisiae

Tabla 3. Taxonomia de la levadura Limosilactobacillus

Reino Monera

Division Bacillota

Clase Bacilos

Orden Lactobacillales
Familia Lactobacillaceae
Genero Limosilactobacillus
Especie L. fermentum




Reproduccion de levaduras

En este caso se realizdé un conteo de esporas de cada
una de las levaduras: S. cerevisiae y L. fermentum. Para
su reproduccion, se utilizé 400 ml de jugo de cafa de
azucar, a los cuales se agrego 2 gramos de cada levadu-
ra. Durante 4 dias se agito la mezcla con el fin de oxige-
nar la solucion creada y de esta manera obtener la mayor
cantidad de esporas. Transcurridos los 4 dias se procedid
a realizar el conteo de esporas.

Conteo de esporas

Se tomdé 1 ml de la solucidn anteriormente realizada, el
cual fue diluido en 300 ml de agua destilada para realizar
el conteo respectivo de cada levadura con el fin de cono-
cer la concentracién de esporas que se obtuvo en cada
solucién y de esta manera saber la cantidad que se utiliza-
ra para llegar a la concentraciéon deseada de 1x108, la cual
sera aplicada por cada kg de cacao, como lo realizaron en
su investigacion (Chagas et al., 2021).

Concentracion utilizada

La concentracion de 1x10° se considero para esta investi-
gacion debido a los resultados favorables que obtuvieron
en sus investigaciones los autores Chagas et al., (2021).
Al transcurso de 4 dias se realizé una dilucion de 300
ml de agua destilada y un 1 ml de la solucion de jugo
de cafa con la levadura. Luego se efectud el conteo de
esporas para conocer la concentracion de las levaduras
por cada kilogramo de cacao de acuerdo a formula (1)
(Cuenca et al., 2022) modificado por los autores:

X /5*25*Fd * 10000= numero de esporas por g/ml
Donde:

X= numero de esporas promedio de los 5 cuadrantes.
5= total de cuadrantes.

25= volumen camara neubauer.

Fd= Factor de dilucién (cantidad de agua destilada a co-
locar 300ml).

10000= 1ml de solucion.
Tabla 4. Calculo de concentracion

1 cuadrante=16

Total = 108 /5=21,6 "

2 cuadrante=25 | 5r.a00-10000=1.62x109

L. 3 cuadrante=22
fermentum

4 cuadrante=19

5 cuadrante=26

Levadura Esporas por concentracion
cuadrante
1 cuadrante=83
_ Total = 393 / 5= 78,6 * 25*
2 cuadrante=73 | 310« 10000=5.89x109
S. 3 cuadrante=76
cerevisiae
4 cuadrante=72
5 cuadrante=89
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Fermentacion

En este proceso se trabajé con cajones de madera con
medidas de 2525 cm? en el cual se coloco:

+ 2 ml de solucién de jugo de cafa de azucar con leva-
dura S. cerevisiae en 4 kg de cacao, para el T1y sus
repeticiones.

» 2 ml de solucién de jugo de cafa de azucar con leva-
dura L. fermentum en 4 kg de cacao para el T2 y sus
repeticiones.

+ 2 ml de solucién de jugo de cafa de azucar con leva-
dura S. cerevisiae y L. fermentum en 4 Kg de cacao
para el T3 y sus repeticiones.

» Sin aplicaciones para el T4 y sus repeticiones.

Variables evaluadas en el proceso de fermentacion

pH: se midié cada 12 horas durante 3 dias desde el ini-
cio de fermentacion, para esto se tomd 10 almendras de
cacao trituradas sin mucilago, luego se mezclé con agua
destilada y se recolectd los datos mediante el medidor
digital de pH.

Temperatura: tomada con la ayuda de un termémetro
digital en un intervalo de 12 horas desde el inicio de la
fermentacion.

Variables evaluadas luego del secado de cacao

indice de grano: se determiné tomando 100 almendras
de cacao de cada tratamiento y procediendo a pesar en
una balanza analitica.

Prueba de corte: se tomaron 50 almendras de cada tra-
tamiento y luego se recolectaron los datos de fermenta-
cion buena y media utilizando los descriptores (Vera et
al., 2020).

Prueba de sabores: se utilizé licor de cacao (chocolate)
una vez elaborado para realizar la prueba de sabores, en
la cual se distinguen los siguientes: cacao, floral, frutal,
nuez, caramelo, amargo, acidez y astringencia; estas fue-
ron extraidas de los estudios de Vera et al., (2020).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la siguiente tabla de ANOVA de las distintas variables
muestra que no hay significancia en indice de grano,
pH, temperatura ya que son mayores al valor (p=0,05),
a diferencia de fermentacién buena y media que si hay
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significancia, ya que sus valores son inferiores al valor de
significancia establecido.

Tabla 5. Resultados del ANOVA de un factor

Variable IG pH T°
Sig (0,05) | ,466 | ,251 | ,111

Fmedia
,000

Fbuena
,000

Indice de grano

Mediante el estudio realizado se obtuvo como resultado
para la variable de indice de grano, de los tratamientos
utilizados S. cervisiae, con un peso de 1,68-1,77 g indi-
cando similitudes con el testigo, ya que esta obtuvo alre-
dedor de 1,65-1,68 g de peso.

Esta igualdad de peso entre S. cervisiae y el testigo coin-
ciden con los datos obtenidos por el autor Otarola (2018)
que menciona el promedio de rendimiento en peso del
grano es de 1,41 g con levadura S. cervisiae y del testigo
que obtuvo un peso de 1,39 g.

1,80

Saccharomyces

16

Limasilactobacillus f Saccha +Limosilact. Testigo

Tratamiento

Figura 1. Medias y cuartiles para indice de grano
pH

En el siguiente diagrama de pH (figura 2) se puede apre-
ciar que el tratamiento de S. cervisiae tiene un rango de
6,8 - 7, mientras que el testigo obtuvo un valor inferior
entre 6,4 — 6,7, demostrando un mejor resultado con le-
vadura Saccharomyces. Sin embargo, Rodriguez et al.,
(2016) reportan un pH de 4,90 — 5,10 con la aplicacion
de levadura.

: é

875

6,50

pH

6,25

6,00

Figura 2. Medias y cuartiles para pH
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Temperatura (°C)

En la (figura 3) se evidencia que la temperatura de T1
se encuentra entre 40°C vy el testigo dentro de los 39°C,
no hay significancia estadistica, lo cual concuerda con
lo expresado por Gonzalez et al., (2019) que sefiala una
temperatura maxima de 27°C. En la investigacion realiza-
da por Portillo et al., (2005) explica que una fermentacion
adecuada debe estar entre un rango de 40 y 50°C, ya
que esta temperatura beneficia a la semilla produciendo
la muerte del embrion.

0,50
40,00

39,50

) *

TC

38,00

3750

Saccharomyces Limosilactobacillus f Saccha +Limosilact Testigo

Tratamiento
Figura 3: Medias y cuartiles para Temperatura (°C)

Prueba de corte

Fermentacion Buena

En la (figura 4) se puede observar que el tratamiento con
la aplicacion de levadura Saccharomyces, tiene un 96%
de fermentacion buena a diferencia del testigo que se
encuentra en un 73% de fermentacion buena, en compa-
racion con la literatura de Medina, (2020) demuestra una
semejanza, el tratamiento con levadura presenta mayor
cantidad y calidad de almendras de cacao con un 55,56%
de fermentacion buena a diferencia del testigo que cuen-
ta con el 47,78%, dado que la levadura Saccharomyces
cumple un rol importante al momento de la fermentacion
de cacao.

100,00

90,00

8500

80,00

7500

FBUen

=

7000

Saccharomyces Limosilactobacillusf  Saccha +Limosilact Testigo

Tratamiento

Figura 4: Medias y cuartiles para Fermentacion buena

Fermentacion Media:

En la (figura 5) se puede visualizar la diferencia que existe
entre el tratamiento T1y el testigo en lo referente a fermen-
tacion media, cuenta con el 4% vy el testigo con un 28%
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de fermentacion media lo que podemos resaltar que el
tratamiento tiene menor porcentaje que el testigo, lo cual
lo comparamos con la literatura de Medina, (2020) donde
la fermentacion con levadura es inferior con 44.44% a di-

ferencia del T4 que tiene un 52.22%.

3000

=

25,00

20,00

15,00

FMed

10,00

-y

Saccharomyces Limesilactobacillusf  Saccha.+Limosilact. Testigo

Tratamiento
Figura 5: Medias y cuartiles para Fermentacion media

Sabores especificos y basicos:
Tabla 6: Sabores evaluados

Sabores especificos Sabores basicos

Cacao ‘ Floral ‘ frutal ‘ nuez ‘ caramelo ‘ amargo | acidez ‘ astringencia

Saccharomyces cerevisiae: En la (figura 6) podemos
analizar los distintos parametros evaluados al momento
de realizar la prueba de sabores, en este caso S. cervi-
siae muestra una buena interaccion en sabores especifi-
COS que son los mejores para el consumo del licor de ca-
cao, comparado con el trabajo de los autores Velasquez
et al., (2020) el tratamiento con Saccharomyces se mues-
tran buenos resultados en la calificacion de sabores.

Saccharomyces cerviceae

20 Nuez Acidez

05

0.0

tringencia

Caramelo Cacao

Figura 6: Diagrama comparativo de sabores Saccharomyces

Limosillactobacillus fermentum: Se puede observar los
parametros de sabores especificos y basicos obtenidos,
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por ello decimos que su calidad es favorable al consumo
como se muestra en la (figura 7), asi como también los
autores Pastor et al., (2021) mencionan que L. fermen-
tum da caracteristicas sensoriales que brinda una buena
fermentacion.

Limosilactobacillus fermentum

Nuez Acidez

20

05

0.0

ringencia

Caramelo Cacao

Figura 7: Diagrama comparativo de sabores Limosilactobacillus

Saccharomyces cerevisiae/Limosillactobacillus fermen-
tum: En la (figura 8) podemos observar que el tratamiento
S. cervisiae/L. fermentum tiene interaccion entre los sa-
bores bésicos; como acidez y amargo, dado que estos
sabores no son agradables al paladar. Sin embargo el
trabajo realizado por Menezes et al., (2016) nos dice que
la levadura Saccharomyces es efectiva al momento de
la fermentacion dandole una buena aceptacion al utilizar
esta levadura, por lo que también coincide con el trabajo
de Fernandez et al., (2021) que resaltan la funcién que
desempena Limosilactobacillus en este proceso.

Saccharomyces cerviceae/Limosilactobacillus fermentum

Nuez Acidez

Frutal

Floral Astringencia

Caramelo Cacao

Figura 8: Diagrama comparativo de sabores Saccharomyces/
Limosillactobacillus

Testigo: La (figura 9) nos indica que el T4 tiene una varie-
dad en sabores ya que cuenta con la mayoria de sabores
basicos, asiendo de este licor uno convencional, sin em-
bargo, los autores Portillo et al., (2006) concluyen que los
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resultados que obtuvieron en la fermentacion favorecie-
ron la intensidad aromatica, la acidez, los sabores; frutal y
floral, disminuy¢ la astringencia y el amargor fue minimo.

Testigo

20 Nuez Acidez

Frutal Amargo

05

00

Floral Astringencia

Cacao

Caramelo

Figura 9: Diagrama comparativo de sabores testigo

CONCLUSION

Saccharomyces cerevisiae present6 efectos positivos en
la calidad sensorial del licor de cacao clonal CCN51, ade-
mas de mejorar las variables indices de grano (168-1779),
y lograndose obtener un 96% de fermentacion buena.
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