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Resumen

El proyecto Innovacidn tecnoldgica en cacao andino, se ejecutd en los paises de Peru y
Colombia, en especifico se trabajaron dos regiones cacaoteras de Cuzco y San Martin, en Peru; y
los departamentos de Tolima y Huila, en Colombia. Para estas regiones se realizé un sistema de
informacién geografica (SIG) que incluyé informacién edafoclimatica y la georreferenciacién de
materiales de calidad diferenciada colectados con apoyo de los productores. A estos materiales
se les realizd la caracterizacidn fisicoquimica y organoléptica. Se definieron materiales por region
gue pueden ser considerados para futuros procesos de siembra, por su buena productividad y
calidad diferenciada en sabor, enfocando su uso en la industria chocolatera de cacao fino y de
aroma.

En la parte agrondmica se realizé la caracterizacién de los suelos con el fin de identificar
presencia de cadmio, este metal pesado es una barrera para la exportacién considerando los
limites maximos permitidos por la Unidon Europea para productos derivados de cacao. Se
encontré que algunos suelos de la zona sur del departamento del Tolima superan el limite
permitido de presencia de este metal. A nivel vivero se trabajaron dos experimentos con el fin
de identificar 1) efecto de la variedad en la resistencia a la presencia de este metal; se encontré
gue el material CCN51 presentd menor adsorcién, 2) tratamientos para enmiendas al suelo que
disminuyeran la adsorcién de cadmio; la mezcla de cal dolomita con micorriza fue un tratamiento
gue disminuy® la adsorcién medida a nivel de hoja.

En mejoras del proceso de fermentacion se logré un prototipo ecoldgico para
fermentaciéon del grano, trabajando con llantas recicladas que garantizan conservar la
temperatura, de facil construccién por los productores y econémicamente asequible. De igual
forma, se logré la identificacion y colecta de microorganismos precursores de aroma para ser
utilizados como cultivos iniciadores, se identificd que su uso acelera el proceso de fermentacion.
Para cada pais se tiene una colecta de microorganismos identificados por especie para futuros
trabajos de resistencia y encapsulacion.

Finalmente, se logré la extraccion de los compuestos flavonoides presentes en la semilla
de cacao sin fermentar, se estudié la encapsulacién por secado por aspersion y liofilizacion. A
estos encapsulados se les determind flavonoides presentes y actividad antioxidante. La técnica
de liofilizacidén generd los encapsulados con mayor actividad antioxidante, pero su costo es mayor
debido al largo tiempo de procesamiento. Se requiere continuar investigado para el escalado de
este producto rico en flavonoides pues se logro la estandarizacién a nivel laboratorio.

Los resultados de esta investigacidn fueron socializados en dos talleres presenciales, ano
2019 y Il ciclos de conferencias virtuales realizados en los afios 2020 y 2021, debido a las
restricciones de movilizacién por la pandemia del COVID -19 fue necesario incluir esta forma de
entrega de resultados. Sin embargo, existe un interés de la comunidad beneficiara y académica
por los avances realizados en esta investigacion.

Palabras claves: cacao, cadmio, fermentacién, flavonoides, microorganismos



Abstract

Technological Innovation in Andean cacao project was carried out in Peru and Colombia,
specifically in two cocoa producers regions of Cuzco and San Martin, in Peru; and Tolima and
Huila departments in Colombia. For these regions, a geographic information system (GIS) was
carried out that included edaphoclimatic information and the collection of materials of
differentiated quality. It was carried out the physicochemical and organoleptic characterization.
Some materials were defined by region future planting processes, due to their good productivity
and differentiated quality in flavor, focusing their use in fine and aroma chocolate industry.

In the agronomic part, the characterization of the soils was carried out in order to identify the
presence of cadmium, this heavy metal is a barrier for exportation process considering the
maximum limits allowed by the European Union for products derived from cacao. It was found
that some soils in the southern zone of the department of Tolima exceed the permitted limit for
the presence of this metal. At the greenhouse level, two experiments were carried out to identify
1) effect of the variety on the resistance to the presence of this metal, finding that the material
CCN51 adsorb less, 2) soil amendments treatments that decrease the adsorption of cadmium,
where the mixture of Dolomite lime with mycorrizhae was a treatment that decreased the
adsorption measured at the leaf level.

In improvements to the fermentation process, an ecological prototype was achieved for
fermentation of the grain, working with recycled tires that guarantee to preserve the
temperature, easy to build by the producers and economically affordable. Similarly, the
identification and collection of aroma precursor microorganisms to be used as starter cultures
was achieved, it was identified that their use accelerates the fermentation process. For each
country there is a collection of microorganisms identified by species for future resistance and
encapsulation work.

Finally, the extraction of the flavonoid compounds present in the unfermented cacao bean was
achieved, the encapsulation by spray drying and lyophilization was studied. Flavonoids present
and antioxidant activity were determined for these encapsulates. The lyophilization technique
generated the encapsulates with the highest antioxidant and cardioprotective activity. It is
necessary to continue working on standardization on a larger scale to obtain this product rich in
flavonoids since standardization was achieved at the laboratory level.

The results of this research were socialized in two workshops, year 2019 and Il virtual conference
cycles held in 2020 and 2021, due to mobilization restrictions due to the COVID-19 pandemic, it
was necessary to include this form of delivery of results. However, there is an interest from the
beneficiary community and the academic community for the advances made in this research.
Key words: cacao, cadmium, fermentation, flavonoids, microorganisms.



Antecedentes

En la economia cacaotera mundial de los ultimos afios han aparecido tendencias importantes, a
la vez que ha persistido un gran problema de antafio. Las nuevas tendencias se refieren a cambios
en la demanda de chocolate —algunos bastante drasticos—, mientras que el antiguo problema
es el de la gran miseria en la que viven muchos productores de cacao. Estos son los dos grandes
retos a los que se enfrenta la economia cacaotera mundial: satisfacer la mudable demanda de los
consumidores y aumentar considerablemente los ingresos de los productores de cacao (ICCO,
2007).

En América, el cacao es cultivado desde México hasta Brasil, sin embargo, son poco significativas
las cantidades producidas y exportadas, comparadas con otros continentes. Aproximadamente el
90% de la producciéon mundial es cultivada por pequeiios propietarios, lo que muestra el bajo
nivel de organizacion del sector. Estos agricultores recurren a intermediarios para comercializar
el grano, quienes lo venden a las grandes compaiiias. Unas pocas compaiias multinacionales
dominan tanto la transformacion como la produccidon de chocolate. La clave del éxito en la
comercializacién internacional del cacao es su calidad integral, es decir una combinacion de las
caracteristicas deseadas por el productor, exportador, transformador y consumidor donde
también influyen la oferta y la demanda y las condiciones impuestas por normas sanitarias y de
clasificacién (Amores, 2004). La calidad del cacao no se restringe ahora a la determinacion de los
contenidos de grasa, rendimiento, sino que incluye caracteristicas sensoriales (sabor, aroma),
salud humana (compuestos fendlicos) y consciencia ambiental (sellos organicos y ecolégicos) y
social (comercio justo) (INIAP, 2005) Adicionalmente en los Ultimos afios se han creado barreras
para la exportacién con nuevas regulaciones internacionales que restringen el uso de cacao de
origen americano, por la presencia de metales pesados como el cadmio, el cual es caracteristico
de los suelos volcanicos andinos.

Las exigencias de cada mercado determinan los parametros de calidad del cacao que incluye
apariencia del grano, grado de fermentacidon, humedad, asi como ausencia de materiales
extranos, mohos, insectos, entre otros. Por otro lado, se encuentran las caracteristicas sensoriales
(saboryaroma), importante para cacao de exportacion ya que ausencia de amargor y astringencia
del grano son requisitos fundamentales para la elaboracion de chocolates finos (Armijos, 2002);
en este tipo de chocolates se busca encontrar delicados matices de sabor, lo cual depende del
origen de los materiales y un adecuado proceso de fermentacién. Asi mismo, las propiedades
funcionales del cacao han emergido como la mayor fuerza de consumo, como respuesta al deseo
de las poblaciones de poder ejercer un mayor control sobre la salud en general, deteniendo el
envejecimiento, previniendo las enfermedades y mejorando el bienestar (Hollenberg, 2006).

Los avances en nuevos productos y los llamados “alimentos funcionales” han tenido mucho que
ver en la tendencia alcista del mercado de la confiteria. En los ultimos tiempos se vienen
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realizando mas estudios sobre las propiedades nutritivas y para la salud del cacao y el chocolate.
Los resultados indican que los flavonoides del cacao podrian inhibir la oxidacién de la lipoproteina
de baja densidad (el denominado “colesterol malo”), contribuyendo asi a la prevencion de
enfermedades cardiovasculares. Ademas, se ha demostrado que el alto contenido de
antioxidantes del cacao reduce el riesgo de cancer. La demanda de chocolate negro y de alto
contenido de cacao, en concreto, ha surgido en respuesta a estos hallazgos positivos. Lecumberri
et al. (2006) asegura que la ingestion de seis gramos al dia de chocolate durante dos semanas
reduce la presion arterial y mejora la funcién del endotelio de las arterias, ademas la formacién
de o6xido nitrico favorece la dilatacion de estas disminuyendo la probabilidad de presentar
trombosis. Cabe resaltar que este tipo de investigaciones han venido siendo lideradas por Europa
en programas desarrollados por grandes productoras de licor de cacao donde ya se encuentran
el mercado suplementos alimenticios. En abril de 2015, la Comisién Europea aprobd la
declaracion de salud de flavonoides de cacao presentado por Barry Callebaut, bajo la premisa que
“los flavonoides de cacao ayudan a mantener la elasticidad de las venas lo que contribuye a
mejorar el flujo de sangre” (Regulation (EU) 2015/539).
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Objetivos

Objetivo General
Establecer innovaciones tecnoldgicas para los productores de cacao de dreas andinas
enfocados a la mejora de calidad del grano de cacao a nivel de produccién, procesamiento y
valor agregado para lograr la diferenciacidn y el acceso a nuevos mercados.

Objetivos especificos

e |dentificar ambientes y materiales de cacao de calidad diferenciada a nivel sensorial y
funcional.

e Desarrollar estrategias de manejo agronémico para disminuir la asimilaciéon de cadmio
en los frutos de cacao, a partir de la determinacidn de asociaciones estadisticas entre
propiedades edafoldgicas y contenidos de cadmio en los tejidos vegetativos y
reproductivos de la planta de cacao.

e Generar mejoras tecnoldgicas en la etapa de fermentacion y desarrollo en nuevos
productos.

e Transferir los conocimientos a productores y comunidad académica

12



Metodologia

COMPONENTE 1 Zonificacion de ambientes y materiales de cacao de calidad
diferenciada

Para el desarrollo y la ejecucién del proyecto, se recopilé informacién primaria y secundaria de
acceso libre de las diferentes entidades publicas y privadas, tales como:

e El Servicio Nacional de Meteorologia e Hidrologia del Perd (SEMANHI),
https://www.senamhi.gob.pe/?&p=estaciones,

e Se tomo la base cartografica de las unidades de suelo para los departamentos de Tolima
y Huila a escala 1:100.000 disponible en  formato  digital en
http://geoportal.igac.gov.co/es/contenido/datos-abiertos-agrologia del Instituto
Geografico Agustin Codazzi (IGAC) para una posterior proyeccién y revision en los
Sistemas de Informacién Geografica (SIG).

e La Autoridad Nacional del Agua (La ANA), mediante su visor se realiza las descargas

cartograficas. http://snirh.ana.gob.pe/observatorioSNIRH/.

e Y otros medios digitales como datos Abiertos y datos Climaticos Globales como son PISCO
(https://www.senamhi.gob.pe/?p=observacion-de-inundaciones) y WorldClim
(https://www.worldclim.org/data/index.html, ).

Los softwares utilizados para el presente estudio fueron:

e Software Rstudio, es un entorno de desarrollo integrado para el lenguaje de programacion
R, dedicado a la computacion estadistica y de graficos. Para el estudio se utilizé para la
elaboracion de scripts de los mapas tematicos.

e Software ArcMap 10.5, es una interfaz donde se visualiza, almacena, edita y explora los
datos SIG, la cual a consistido en generar de una base de datos (geodatabase) que
contengan toda informacidn espacial de las 2 zonas productoras de Cacao.

Colecta y caracterizacion de materiales de calidad diferenciada

En cada uno de los puntos seleccionados se realizé la toma de muestras de los frutos, a través de
inspeccidn visual e informacién de los agricultores. Cada predio fue georreferenciado. Una vez se
recolectaron los frutos o mazorcas, estos se almacenaron, para posteriormente ser transportados
hasta el laboratorio. Una vez en este, se procedié a romper la corteza del fruto y realizar las
respectivas evaluaciones. A cada material se le realizaron las siguientes pruebas:

Evaluacion morfoldgica
La evaluacion fisicoquimica se realizé con base a descriptores cualitativos y cuantitativos para
generar un perfil para cada material evaluado. Para ello, se utilizaron los protocolos publicados
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por CATIE (2012).

Fermentacion y secado
La masa de cacao de cada material vegetal se fermenté independientemente usando recipientes
plasticos con una capacidad de 800 g. Estas muestras se mantuvieron a una temperatura
controlada de 35 ° C durante los primeros tres dias, y luego la temperatura se incrementé a 45 °C
por dos dias y finalmente a una temperatura de 50°C hasta terminar la etapa de fermentacién.
Después de la fermentacién, la masa de cacao se extendié sobre marquesina para secar hasta
alcanzar el 7% de contenido de humedad.

Polifenoles Totales

La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos se debe a su capacidad para eliminar los
radicales libres. Para la determinacién de polifenoles totales se tomaron 0.5 g de semilla
previamente seca triturada, la cual fue mezclada en 2 ml de hexano y se agité durante 1 h, el
sobrenadante resultante fue desechado, esta accidn se realizé por triplicado. Una vez la semilla
estuvo desengrasada se tomaron 0.15 g de semilla y se mezclaron con 2.25 ml de 2- propanol en
tubos de ensayo y agitados por 1 hora, después de pasado este tiempo se tomé el sobrenadante
y este fue filtrado en una membrana de 40 um. Una vez obtenido el extracto se toman 20 ul de
este y se mezclé con 800 ul de agua destilada, de dicha muestra diluida se toman 25 pl y se le
agregan 187.5 ul de agua destilada y 12.5 pl de reactivo de Folin-Ciocalteu, después de 8 minutos
se adiciona 25 pl de Na,COs (10%) con agitacidn continua, incubado por 1 hora en refrigeracién y
oscuridad. Por otra parte, se usd acido gdlico como patrén de referencia para la curva de
calibracion con diluciones entre 0-100 ug/ml, para determinar la concentracion de acido galico
asociada a una absorbancia a 760 nm en el espectrofotémetro.

Actividad antioxidante

FRAP:
Se usa el extracto mencionado en el proceso de deteccidn de polifenoles totales, a dicho extracto
se le afiadieron 280 pL de extracto diluido y 2,1 uL de FRAP y luego se incubaron durante 4 min a
37 ° C. La absorbancia se leyé a 593 nm usando una celda de cuarzo. Una curva de calibraciéon fue
preparado usando diferentes concentraciones de Trolox (0.1, 0.2, 0.4, 0.6 y 0.8 mmol /L) y FRAP,
los datos se expresaron como equivalente en miligramos de Trolox (mgET) por gramo de material
de muestra seco (mgET / g de muestra seca).

DPPH:
Se utilizo el extracto que se explica en el procedimiento de deteccidn de polifenoles totales. Para
la determinacién del coeficiente de inhibicidn del radical DPPH se prepararon 10 ml de solucién
stock de DPPH a 100 uM en metanol al 99% de pureza, se agité hasta la solubilizacion completa
del compuesto y se almacend a 4°C protegido de la luz. A partir de esta solucidn stock se prepard
50 ml de DPPH a 20 uM en metanol al 99% de pureza. Las muestras son diluidas en una relacidn
1:20 con agua destilada. Se tomaron 50 ul de la muestra diluida y se le agregaron 200 ul de la
solucién de DPPH. Se realizé una lectura en un espectrofotometro de UV/VIS a una longitud de
onda de 517 nm con un tiempo de 30 minutos. Se uso para la curva de calibracién estandar de
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Trolox, con una concentracion estandar entre 20 a 200 ppm.

ORAC:

Se utiliza el extracto realizado para la deteccidn de polifenoles totales. La reaccién se llevd a cabo
en tampon fosfato 75 mM (pH 7.4) y la mezcla de reaccién final fue de 200 uL. Antioxidante (20
ul) y fluoresceina (120 ul; 70 nM, concentracidn final). La mezcla se preincubd en ausencia de luz
durante 15 min a 37 °C. Solucion de AAPH (60 ul; 12 mM, concentracidn final) se afiadio
rapidamente utilizando una pipeta multicanal. La microplaca fue colocada inmediatamente en el
lector y la fluorescencia registrada cada minuto durante 90 minutos. La microplaca se agité
automaticamente antes de cada lectura. El blanco (FL + AAPH) usado fue tampdn fosfato en lugar
del solucién antioxidante y ocho soluciones de calibracién con Trolox (1-8 UM, concentracién
final). Las muestras se realizaron por triplicado.

Evaluacion sensorial

Se realizé la evaluacion de cada una de las fermentaciones con el apoyo del panel sensorial en
entrenamiento de la Universidad del Tolima y en la Universidad Nacional Agraria la Molina.
Durante las dos sesiones realizadas, se analizaron 4 muestras de licores de cacao, evaluando las
caracteristicas de: i) sabores basicos como: la acidez, amargo, astringencia, ii) sabores especificos
como: floral, frutal, nuez y iii) sabores adquiridos como: crudo o verde, entre otros.

COMPONENTE 2 Manejo agronémico

Colombia

Los estudios se llevaron a cabo en los municipios de Chaparral, Ataco y Planadas, ubicados al sur
del Tolima y en el municipio de Mariquita al norte del mismo departamento. En el departamento
del Huila, los puntos de estudio se ubicaron en los municipios de Gigante y Campo Alegre (Gréfico
1). Estos municipios son mayores productores de cacao en cada uno de sus departamentos. En el
departamento del Tolima se tiene que el municipio de Chaparral estd localizado a una altura de
980 m.s.n.m, con una temperatura promedia de 26°C.

Para el caso departamento del Huila, el municipio de Gigante tiene una superficie de 626 km?, de
los cuales 622 pertenecen a la zona rural. Ademas de una altitud media de 809 msnm vy la
temperatura promedia es de 24 °C. El municipio de Campoalegre, esta localizado a 525 m.s.n.m,
proximo a Gigante y Neiva. Tiene una extensién de 661 km? y una poblacién de casi 35.000
habitantes. La temperatura promedia es de 27 °C.
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Grafico 1. Localizaciéon de los municipios en los departamentos del Tolima (superior) y Huila (inferior)
seleccionados para el muestreo de suelos cacaoteros.

Fuente: Autores

Peru

Este estudio se realizé en las provincias de Tocache y Mariscal Caceres en el departamento de San
Martin y en el departamento del Cusco. La Provincia peruana de Mariscal Caceres es una de las
diez que conforman el departamento de San Martin. Tiene una superficie de 14.498 km? y una
poblacién total de 64600 habitantes. Esta ubicada en las coordenadas 7°10°36” S 76°43’44” O. De
otra parte, ubicada a 497 m.s.n.m, Tocache es una ciudad peruana ubicada en la cuenca alta del
rio Huallaga, al sur de la Regidén San Martin. Esta ubicada en las coordenadas 8°11°19” S 76°30’37”
O. La provincia de Tocache, de la cual es su capital, se ubica en la cordillera de los Andes, con un
relieve altamente heterogéneo, con diversas caracteristicas de pendiente vy altitud.

En el caso del departamento de Cusco este cuenta con una superficie de 71.986 km? y una
poblacién de 1.206 millones de habitantes. La temperatura media en la capital es de 12 °C siendo
la maxima de 18 °C y la minima alrededor de 4 °C mas o menos. En la selva amazdnica es tropical
(Gréfico 2).

Como primer paso se determind a partir de consideraciones tedricas las zonas potenciales de

acumulacién de cadmio en los suelos de produccién cacaotera de los departamentos del Tolima
y del Huila, en Colombia, y de los departamentos de San Martin y Cusco, en Peru.
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Grafico 2. Localizacion de las provincias de Tocache y Mariscal Caceres en el departamento de San Martin, y el
departamento de Cusco, seleccionados para el muestreo de suelos cacaoteros.

Fuente: Autores

Una vez se tuvo una visualizacidén de la zona se definieron los puntos a muestrear, en el caso de
Colombia se priorizaron 49 puntos de muestreo ubicados en los departamentos de Tolima y Huila.
Distribuidos de la siguiente manera: Ataco (4 muestras), Chaparral (12 muestras), Planadas (3
muestras), Mariquita (21 muestras) por el departamento del Tolima y Gigante (4 muestras),
Campo Alegre (5 muestras) por el departamento del Huila.

Para el caso de Peru se definieron 90 puntos de muestreo ubicados en los departamentos de
Cusco y San Martin. Distribuidos de la siguiente manera: La Pdlvora y Tocache (32 muestras),
Mariscal Caceres (26 muestras), por departamento de San Martin y La Convencién (32 muestras),
por el departamento de Cusco.

En cada uno de los puntos seleccionados se realizd la toma de muestras pareadas de suelo y
frutos, a través de inspeccion visual e informacién de los agricultores, donde se buscd que los
arboles en cada uno de los puntos de muestreo fueran genéticamente similares. Cada punto de
muestreo fue georreferenciado. Durante esta visita se realizd una encuesta al productor con el
fin de obtener informacién sobre los aspectos de manejo agrondmico de los cultivos e historia
del lote de siembra.

Para el muestreo de granos de cacao, se seleccionaron por cada arbol, uno o dos frutos en estado
de cosecha, todos con similar nivel de maduracion. Los frutos fueron almacenados en bolsas
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plasticas debidamente rotuladas, para posteriormente ser transportados hasta el laboratorio.
Una vez en este, se procedid a romper la corteza del fruto, recolectar la semilla, y retirar el
mucilago. Luego se llevd la muestra a secado en incubadora a 60°C por 24 horas. Una vez secadas
las semillas se procedio a retirar la testa manualmente. El contenido de cadmio en los granos
secos y en la testa de las semillas se determiné por espectrometria de absorcidon atdomica, horno
de grafito.

Para determinar si existia algun tipo de correlacion estadistica entre la concentraciéon de cadmio
en los tejidos del grano de cacao y varias variables edaficas, se desarrollé un analisis de regresiéon
multiple jerdrquica, previa comprobacion del cumplimiento de supuestos estadisticos, para lo
cual se utilizé el software IBM SPSS v25. lgual aproximacion se siguid para determinar
asociaciones estadisticas entre los niveles de cadmio disponible en el suelo y varias variables
edaficas.

Pruebas en vivero - Colombia

En Colombia se trabajé con semillas de CCN51. Una vez germinadas, las semillas se sembraron
en bolsas de polietileno negro de aproximadamente 5 kg, que contenian sustratos tratados de
forma diferencial, de acuerdo con la siguiente tabla, que detalla los factores sometidos a estudio.

Tabla 1. Tratamientos en estudio en vivero

Dosis de cadmio (ppm) Enmienda*
0 Suelo sin tratamiento
1.0 Suelo + cal agricola
2.5 Suelo + cal dolomita
5.0 Suelo + MgS04
10.0 Suelo + micorrizas
Suelo + micorrizas+ cal dolomita

La cal dolomita y la cal agricola se aplicaron en dosis de 1.5 t/ha y los hongos micorricicos arbusculares en dosis de 1
g/planta

La combinacion de los dos factores de estudio (dosis de cadmio y enmiendas) produjeron 30
tratamientos, para cada uno de los cuales se dispusieron de 10 repeticiones. En el caso de los
tratamientos que se adiciond cadmio al suelo, éste se aplicd como una solucién de cloruro de
cadmio (CdCl;), un mes antes de la siembra. Esta misma dosis se aplicé en forma periddica
mensual, de acuerdo con el tratamiento. Las plantulas permanecieron por seis meses en
condiciones de vivero bajo regimenes de riego adecuados, periodo en el que se aplicé fertilizante
sdlido NPK, en una Unica dosis, de acuerdo con los resultados del analisis de suelos. Se llevé un
registro quincenal de las variables: altura de plantas, nUmero de hojas y didmetro del tallo. Las
variables medidas al final de los ensayos fueron: materia fresca del tallo (MFT), materia fresca de
la raiz (MFR), altura de planta (AP) y materia seca por hoja (MFH), como variables de crecimiento
y desarrollo de las plantulas. Se determiné también, una vez cosechadas las plantas, el contenido
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de cadmio foliar utilizando espectrofotometria de absorcidon atémica en horno de grafito. Los
analisis se hicieron en el laboratorio Laserex de la Universidad del Tolima.

Disefio experimental y andlisis estadistico

El disefio utilizado correspondié a un disefio completamente aleatorizado con 30 tratamientos (6
tipos de enmiendas x cinco dosis de cadmio) y 10 repeticiones por tratamiento. Para el analisis de
cadmio foliar en laboratorio, se mezclaron las hojas de las 10 plantas en cada tratamiento, y se
dividieron aleatoriamente en tres muestras, cada una de las cuales se tomd como una repeticién.
Los datos de los resultados se analizaron a través de un analisis multivariado de varianza; y las
medias producidas por los tratamientos para las diferentes variables de estudio se compararon a
través de una prueba de Tukey, en los dos casos con un nivel de significancia del 0.05. El
procesamiento de los datos se efectud con el software IBM SPSS 25.

Pruebas en vivero - Peru

Este estudio se realizd en el vivero del fundo ‘La Bretaiia’ de la empresa Agricola La Bretaiia
localizada en San Ramdn — Chanchamayo - Junin, selva central del Perd, donde las condiciones
climaticas corresponden al clima tropical hiumedo. El clima se clasifica como Af., siendo la
temperatura méxima promedio de 32 °C, la minima de 17 °C y una media de 24.8 °C.

Los tratamientos correspondieron a cinco genotipos de cacao CCN-51, ICS-60, ICS-95, POUND-7 y
VRAE-99, cuatro dosis de cadmio: 0, 50, 100 y 150 ppm, haciendo un total de 20 tratamientos (ver
Tabla 2). La fuente de cadmio usado fue sulfato de cadmio (3CdS0O4.8H,0); compuesto por: 98.0
% de Cd, pH 3.0-6.0, Cl £ 0.001%, N <0.0005%, Ca< 0.005%, Cu < 0.0005 %, Fe < 0.0005%, K <
0.01%, Na< 0.005%, Pb <0.002% y Zn < 0.002%. El cadmio fue aplicado en solucidn, preparado en
agua desionizada y segun las dosis previamente determinadas (Tabla 2).

Tabla 2. Genotipos de cacao y dosis de cadmio usados para la contaminacion del sustrato

FACTORES NIVELES GENOTIPOS
al CCN-51
a2 IC5-60
GENOTIPOS A a3 1C5-95

a4 POUND-7

a5 VRAE - 99

DOSIS (mg/kg)
b 0
B b1l 50

DOSIS hd 100

b3 150

Para determinar el efecto de los tratamientos sobre el crecimiento de la planta de cacao, se
evalud la altura (cm), niUmero de hojas, didmetro de tallo (cm), en tres oportunidades. Al final del
experimento se determind el peso fresco y peso seco de la parte aérea (hojas y tallos) y raices y
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la longitud de la raiz mas larga. Para conocer el efecto de los tratamientos en la absorcién del
cadmio por la planta, se analizé el contenido de cadmio en las hojas y en las raices, al final del
ensayo. En el caso de las raices, se usaron todas por unidad experimental; mientras que para las
hojas se tomaron muestras de cada unidad experimental, siguiendo los lineamientos propuestos
por el MINAGRI (2018) y MINAGRI (2019). También se tomaron muestras referenciales del
sustrato para cada tratamiento. Todas las muestras fueron enviadas al Laboratorio de Andlisis de
Suelos, Plantas, Aguas y Fertilizantes de la Facultad de Agronomia-Departamento de Suelos de la
UNALM, para los andlisis respectivos.

COMPONENTE 3. Innovacion en la etapa de fermentacion y desarrollo de nuevos
productos

Seleccidon de microorganismo

En Perd, la recoleccidon de las diferentes muestras se realizé en la Cooperativa Agroindustrial CP-
Cacao Tocache Ltda., ubicada en el Nuevo horizonte, Distrito La Pdlvora, provincia Tocache,
departamento San Martin. El material de fermentacién utilizado correspondid a la linea CCN51.
En Colombia, las muestras del material fermentado se obtuvieron en una finca localizada en la
Reserva natural La Primavera, ubicada en la vereda La Helena del municipio de Ibagué, en el
departamento del Tolima. El material de fermentacidn utilizado correspondié a la linea ICS60.

Utilizando protocolos que garantizaran la asepsia, se tomaron varias muestras de semillas de
cacao CCN51 en fermentacidn, en bolsas de polietileno con cierre hermético. Las muestras, con
aproximadamente 150 g de fermentado, se tomaron a partir de las cajas de fermentacién a una
profundidad correspondiente a la mitad de su altura. El muestreo se llevé a cabo en tres periodos:
alas 24-36, 72 y 144 horas de iniciada la fermentacidn. Por cada fase se obtuvieron 4 réplicas. En
Colombia, los muestreos se hicieron alas 0, 12, 36, 60, 84 y 108 horas de fermentacidn.

En los laboratorios peruanos, se utilizaron medios selectivos, asi: para el caso de las bacterias
esporogénicas, medio Triptona-Glucosa-Extracto de carne; para las bacterias acido-lacticas,
medio MRS (Man-Rogosa-Sharpe); en el caso de las levaduras se usé el medio OYG suplementado
con oxitetraciclina 0.1%; para el recuento de aerobios mesdfilos viables se usé agar PC; para el
caso de los anaerobios, agar triptona sulfito neomicina. Por ultimo, los coliformes totales y fecales
se Caldo lauril sulfato triptona. Las condiciones de incubacidn se presentan en la tabla 3. Para el
conteo de UFC se utilizaron solo aquellas placas que contuvieron entre 30 y 300 colonias.

Para proceder a la purificacion de los aislamientos se utilizaron los mismos medios de cultivo que
en la fase de aislamiento. Los aislamientos por purificar y multiplicar se seleccionaron por criterios
morfoldgicos, abarcando la mayor diversidad aparente. Los aislamientos seleccionados se
caracterizaron morfoldégicamente, utilizando métodos estandar (Willey et al.,, 2008) y
molecularmente, por amplificacién por PCR y secuenciacién del gen ARNr 16S, en el caso de las
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bacterias, y del segmento ITS en el caso de las levaduras.

Tabla 3. Medios de cultivo y condiciones de incubacion para la determinacion de las
poblaciones microbianas a analizar

Analisis Medio de cultivo Condiciones
de incubacion

Bacterias esporogénicas Agar TGE 28°C por 48 horas
(Bacillussp.)

Bacterias acido lacticas Agar MRS 35°C por 24 horas
Recuento de Levaduras Agar OGY* 28°C por 48 horas
Aerobios meséfilos Agar Plate Count  28°C por 48 horas
Anaerobios Agar TSN 35°C por 24 horas
Enumeracién de coliformes Caldo Lauril 35°C por 48 horas

*Suplementado con Oxitetraciclina al 0.1%

Previamente, el ADN genémico fue obtenido utilizando el kit Genejet Genomic DNA Purification
(Thermo Fisher, UK), en el caso de las muestras peruanas, y el método fenol-cloroformo, en el
caso de los laboratorios colombianos. La integridad del ADN gendmico se verificd en gel de
agarosa y la cuantificacion se hizo por espectrofotometria. Los productos PCR purificados fueron
secuenciados por la empresa Macrogen Inc. (Seoul, Corea) de acuerdo con las especificaciones
de la compaiiia. Los resultados de las secuencias fueron examinados y editados con el programa
de alineamiento de secuencias BioEdit (Hall, 1999). Posteriormente, se identifico las cepas mas
relacionadas y con mayor porcentaje de similitud de la base de datos del GeneBank utilizando la
herramienta BLASTn (Basic Local Alignment Tool for nucleotides) de |la base de datos publica del
National Center for Biotechnology Information (NCBI) (http//:www.ncbi.nlm.nih.gov). Una vez
purificados, los diversos aislamientos se criopreservaron en glicerol al 30% y -80°C.

Desarrollo de prototipo

El fermentador se disefid y desarrolld en siete etapas propuestas para el proyecto: Obtencion del
concepto, Revision de literatura, Disefio de modelos, Seleccién del modelo, Fabricacion del
modelo seleccionado, Pruebas de ensayo y Disefio final del prototipo.

1. Obtencion del concepto

A través de entrevistas con académicos y profesionales relacionados con el sector cacaotero
peruano, se generaron ideas sobre como deberia ser el fermentador para disefiar, para que se
pueda formular el concepto del producto, a partir del cual se obtendria el diseiio y se desarrollaria
el prototipo.

2. Revisidn de literatura
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A través de una exhaustiva bisqueda de informacién sobre los tipos de fermentadores que se
han disenado y construido para granos de cacao, se selecciond la que podria ser utilizada para el
disefio del prototipo teniendo en cuenta el concepto de producto previamente definido.

3. Disefio de modelos

A partir de la informacidn, se inicid el proceso de generacién de bocetos iniciales del prototipo de
fermentador, buscando cumplir graficamente con el concepto de producto. Se llegd a esbozar la
estructura de soporte, el contenedor de la masa de granos de cacao y aspectos funcionales a
través de los elementos que cumplirian con tales funciones. Los esbozos se llevan a plano
generandose los modelos.

4, Seleccion del modelo

Se selecciond el modelo por cumplir mejor el concepto de producto. Para ello se generaron tablas
de comparacion de las caracteristicas estructurales y funcionales de los modelos, asi como los
costes correspondientes. Es un analisis de costo beneficio y de ventajas y desventajas.

5. Fabricacién del modelo seleccionado

El modelo seleccionado fue construido de acuerdo con el plano elaborado a partir de ajustes de
métrica de sus componentes aplicando estudios de simulaciéon y optimizacidn, asi como de la
eleccién de los materiales de construccion por funcionalidad, disponibilidad y coste.

6. Pruebas de ensayo

Se realizaron pruebas preliminares en el laboratorio de poscosecha y control de Calidad de la
Universidad del Tolima en Colombia, trabajando con clones de cacao de la region de San Bernardo
— corregimiento del municipio de Ibagué. Para lo cual se dispuso de 200 kg de mazorca que se
fermentaron en condiciones controladas durante una semana.

De igual forma se hicieron pruebas en la planta piloto de la Facultad de Industrias Alimentarias
de la Universidad Nacional agraria La Molina, donde el modelo construido entré en accién con
granos de cacao CCN 51 proveniente de la regién de San Martin. Se efectud la determinacién de
las cinéticas de calentamiento del prototipo bajo condiciones controladas del ambiente. Para ello,
el prototipo funcioné dentro de una cdmara donde se expuso a la temperatura constante de 28
°C de 8:00 a.m. a 8 p.m. y de 22 °C de 8:00 p.m. a 8:00 a.m., buscando simular condiciones
ambientales diurnas y nocturnas, respectivamente. La remocion o volteo de la masa de granos de
cacao se realizé después de las 48 horas de fermentacién y por cada 24 horas. Se registraron
valores de temperatura del interior de la masa de granos de cacao durante el proceso de
fermentacidn.

Las pruebas de campo se realizaron en la region del Cusco, en el distrito de Echarati, provincia de
Quillabamba. Se trabajé con agricultores que integran la Asociacién de productores
agropecuarios Valle de Echarati. Se utilizaron granos de cacao en baba Chuncho del Cusco y
mezcla de trinitarios. Se hicieron pruebas con dos modelos de fermentador, el utilizado en las
pruebas en planta piloto y otro con métricas mayores; asi mismo, se hicieron pruebas en cajones
de madera ubicados en las instalaciones de la Asociacidn. El peso de la masa de granos de cacao
en baba para todos los ensayos fue de 50 kg. Se registraron las temperaturas del interior de la
masa de granos de cacao durante la fermentacién en prototipos y cajones con un medidor de
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temperatura digital. La remocidn de los granos de cacao se realizé después de las 48 horas de
fermentacion y por cada 24 horas hasta el término de la misma.

Para las pruebas de campo se aplicd para cada uno de los pardmetros de control medidos un
Disefio completo al azar para determinar por analisis de varianza (ANOVA) si hay o no diferencias
significativas (P<0.05) entre tratamientos de un solo factor denominado modelo de fermentador.
Asi mismo, se aplicé un analisis de comparacién de medias LSD si se encontré diferencias
significativas. Los pardmetros de evaluacién fueron: grado de fermentacion logrado, temperatura
interna de masa de granos, indice de fermentacién, indice de grano, pH, acidez, polifenoles,
capacidad antioxidante.

7. Diseno final
Considerando los resultados de las pruebas de ensayo, se determind el modelo final del prototipo
de fermentador.

Obtencion de extractos de Flavonoides

Se emplearon granos de los clones TSH-505, ICS-1, ICS-95, IS60, e IMC67 y CCN51, las mazorcas
de cacao fueron procesadas en el laboratorio de quimica aplicada de la Universidad de Ibagué, se
extrajeron los granos y se les removié manualmente el mucilago, posterior a esto, los granos
fueron liofilizados y almacenados a -20 °C hasta el momento de su extraccion.

Los granos de cacao previamente liofilizados se trituraron y fueron depositados en recipientes
ambar para ser sometidos a extraccion por maceracion en frio empleando etanol acuoso (70:30)
durante 3 dias con agitacion diaria, posteriormente, los extractos se filtraron al vacié y se
concentraron a presion reducida en un rotaevaporador Heidoph Hei-VAP Advantage acoplado a
una bomba de vacio Vacuubrand Pc3001 VARIO pro, utilizando como sistema de enfriamiento
agua recirculada por un Rotachill-Heidolph, los extractos acuosos obtenidos fueron almacenados
en recipientes de vidrio color ambar a -20°C y empleados para los encapsulados de secado por
aspersion y liofilizacién.

Obtencion de encapsulados por secado por aspersion

El secado por aspersidn se realizé en el equipo YM-015 Yuming Instrument Co. Ltd., Shanghai,
China. Para esta metodologia se empled extracto del clon CCN51. La cantidad de encapsulante se
calculé como %p/p en relacion con el peso del extracto de cacao para los dos porcentajes
trabajados 8 g y 16 g de maltodextrina y goma ardbiga por cada 100 g de extracto concentrado.
Los materiales de pared en polvo se dispersaron directamente en el extracto empleando agitacién
magnética, el liquido obtenido fue atomizado a dos temperaturas (140 y 160 °C) mediante una
bomba peristaltica a través de una boquilla de 1 mm de didmetro, los polvos obtenidos fueron
almacenados a -20 °C.
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Liofilizacion

Se realizd en el equipo biobase BK-FD18PT, los encapsulantes se dispersaron mediante agitacion
magnética en los extractos acuosos de los diferentes clones de cacao a dos concentraciones
diferentes de cada encapsulante para un total de 4 tratamiento por clon, las emulsiones fueron
vertidas en recipientes ambar de 20 ml y enfriadas a -60 °C, posteriormente fueron dispuestas en
las bandejas del equipo para ser secadas con una temperatura de condensador de -80 °Cy 10 Pa
de presién.

Caracterizacion fisicoquimica

Esta metodologia se explicé en el componente 1. Adicionalmente se realizd Microscopia
electrénico de barrido (SEM), por medio de un microscopio electréonico de barrido Zeiss EVO HD
15, con una EHT (Electron High Tension) de 15 kV. Se utilizé el detector de electrones secundarios
(en modo de presion variable) para apreciar en detalle la topografia de las muestras con una alta
profundidad de campo. Las muestras fueron tratadas con el metalizador Q150 R ES Plus por
bombardeo iénico en fase gaseosa en alto vacio (10°-6 mbar) con metal no oxidante (oro). Se
realizé el recubrimiento de las muestras con un espesor fino y uniforme.

Componente 4: Transferencia de conocimiento y tecnologia

Se realizaron durante el afio 2019, dos talleres presenciales en Colombiay Perd. En los afios 2020
y 2021, se realizaron dos ciclos de conferencias virtuales para entrega a la comunidad beneficiaria.
Se realizaron dos videos, uno de ellos de informacidn general y otro sobre practicas postcosecha
de cacao.

Desde el afio 2019 se participaron en diferentes congresos nacionales e internacionales para
presentar los avances de la investigacion desarrollada en el marco del proyecto.

De igual forma se han sometido 6 articulos a revistas indexadas para difundir los resultados a la
comunidad académica a nivel mundial.
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Resultados

Componente 1. Zonificacion de ambientes y materiales de cacao de calidad
diferenciada

El desarrollo, calidad y rendimiento de un cultivo, estdan determinados mayormente por la
interaccion de diferentes factores como el clima, los atributos fisicos y quimicos del suelo y las
practicas de manejo que se implementen durante el proceso productivo (época y densidad de
siembra, riego, fertilizacidn, entre otros). La variabilidad espaciotemporal de dichos factores
requiere analizar cada sistema productivo como una unidad, caracterizada en términos de
manejo y condiciones ambientales especificas. A partir de la definicion e identificacién de aquellos
materiales de calidad diferenciada, es posible caracterizar los sitios de ubicacion con base en una
definicidn biofisica en busqueda de patrones comunes que condicionen el establecimiento para
el cultivo. Para ello, es necesario considerar factores tanto edafolégicos como climatoldgicos que
nos permitan entender las diversas condiciones medioambientales sobre la cuales es posible un
Optimo crecimiento y desarrollo para estos materiales.

Con la caracterizaciéon y delimitaciéon espacial de las variables edafoclimaticas bajo la
implementacion de los Sistemas de Informacidon Geografica (SIG), es posible extrapolar las
condiciones de un cultivo en particular a sitios con ofertas medioambientales homélogas, que,
sin ser zonas con caracteristicas idénticas, si son ampliamente representativas y confiables para
obtener patrones similares de desarrollo en el cultivo.

En esta investigacion se realizd un sondeo de los materiales mas promisorios y con mejores
caracteristicas del cultivo en los departamentos de Huila y Tolima. Una vez seleccionados, se
identificaron los suelos y entorno medioambiental asociado a los mismos, con el propésito de
poder identificar aquellas zonas edafoclimaticas homdlogas en las que muy posiblemente puedan
desarrollarse estos materiales con similares resultados.

Localizacién y Caracterizacion Biofisica de Sitios de Materiales de Calidad Diferenciada

La localizacién de los materiales de calidad diferenciada identificados para el departamento del
Tolima se encuentra distribuidos de la siguiente manera: T11-1, municipio de Planadas (vereda El
Silencio); T12-3, municipio de Planadas (vereda Coloradas); T15-2, municipio de Ataco (vereda
San Antonio de Pole); y T30-1, municipio de Palocabildo (vereda Pavas). Para el municipio de
Huila, los materiales se encuentran situados asi: HO1, municipio de Campoalegre (vereda Palmar
Bajo); H02, municipio de Rivera (vereda Salado); H08-2, municipio de Rivera (vereda Agua Fria); y
HO09, municipio Campoalegre (vereda Palmar Bajo) (Grafico 3).
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Grafico 3. Distribucién espacial de los materiales de calidad diferenciada identificados para los departamentos
de Tolima y Huila

Es necesario aclarar que los valores reportados para las propiedades fisicoquimicas de los suelos
de las zonas homologas identificadas corresponden a una informacién general reportada en los
estudios generales de suelos y zonificacién de tierras de los departamentos de Tolima y Huila
(IGAC, 2004,2002).

En principio, el impacto de una tecnologia dada, y su probabilidad de adopcién por parte de
productores, deberia ser predecible dentro de una regién espacialmente definida con similares
atributos biofisicos (principalmente propiedades climaticas y edaficas) y socio-econémicos tales
como: precio de insumos y productos, tamafio de la explotacidn agricola, acceso al crédito y los
mercados. Como un primer paso hacia el desarrollo de una metodologia apropiada, en este
estudio se focalizé en los atributos biofisicos que definen la condiciones medioambientales para
cultivos de cacao, reconociendo la necesidad de contar con atributos socioeconémicos,
especialmente en regiones donde los productores presentan grandes limitaciones al acceso de
insumos, maquinarias, crédito, mercados y conocimientos, pero que dadas las condiciones de
acceso a informacidén no es posible considerarlas (grafico 4).
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Grafico 4. Diagrama de flujo metodolégico definido para la identificacién de zonas homologas para los cacaos
con calidad diferenciada

Identificados los sitios para cada material, se continua con el flujo metodoldgico definido
seleccionado las variables edafoclimatoldgicas necesarias para caracterizar el cultivo. Para ello,
se seleccionaron ocho (8) variables edafolégicas las cuales explican no solo el material rocoso
predominante si no también su estructura fisica a la cual el material se adaptd para su desarrollo.
Estas variables son: Unidad Cartografica de Suelo (UCS), Taxonomia, Textura, Régimen de
Humedad, Materia Orgdanica, Profundidad Efectiva, Pendiente y Drenaje Natural. Estas
caracteristicas fisicas de los suelos fueron consideradas a partir del Estudio General de Suelos del
Departamento del Tolima a escala 1:100,000 realizado por el Instituto Geografico Agustin Codazzi
(IGAC). Dentro de las variables climatolédgicas seleccionadas tenemos la Precipitaciéon y la
Temperatura como principales factores condicionantes (Tabla 4).

Tabla 4. Variables edafocliméticas seleccionadas para la generacion de zonas homologas

Tipos de Variables Variables
Edafoldgicas Unidad Cartografica de Suelo (UCS)
Taxonomia
Textura

Régimen de Humedad

Materia Orgénica (%)

Profundidad Efectiva

Pendiente (%)

Drenaje Natural
Climatoldgicas Temperatura (°C)

Precipitacién (mm/afio)
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Zonas Homologas de Cacaos de Calidad Diferenciada del Departamento del Tolima

En el departamento del Tolima se identificaron los materiales T30-1, T15-2, T12-3 y T11-1,
considerados de calidad diferenciada; estos materiales se han originado en dreas con condiciones
edaficas y biofisicas especiales. Su distribucién geografica se puede apreciar en el Gréfico .
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Grafico 5. Distribucién de las zonas homologas de los lugares donde se identificaron materiales de calidad
diferenciada (cultivo de cacao) en el departamento del Tolima.

Para el departamento del Tolima, el material T30-1 presenta condiciones similares sobre los
municipios de Falan y Fresno al norte del departamento, por lo que es posible que alli se
presenten condiciones Unicas para su normal crecimiento y desarrollo. Las zonas homologas para
el material T15-2 situado en el municipio de Ataco, se extiende parcialmente sobre este mismo
municipio y en pequefios sectores del municipio de Chaparral. Para el material T12-3 situado en
el municipio de Planadas, se encontraron zonas con caracteristicas similares a alas dispuestas
sobre los municipios de Ataco y Rioblanco. Por ultimo, el material T11-1 es posible disponer de
caracteristicas aptas para su desarrollo sobre los municipios de Rioblanco, Chaparral, San Antonio
y Ortega.

Zonas Homologas de Cacaos de Calidad Diferenciada del Departamento del Huila

En el departamento del Huila se identificaron los materiales H02, H08-2, HO9 y HO1, considerados
de calidad diferenciada: Al igual que en el departamento del Tolima, estos materiales se han
originado en areas con condiciones edaficas y biofisicas especiales. Su distribucién geografica se
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puede apreciar en el Grafico .
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Grafico 6. Distribucion de las zonas homologas de los lugares donde se identificaron los materiales de calidad
diferenciada en el departamento del Huila.

Para el departamento del Huila, el material HO2 no presenta grandes zonas de expansidn salvo
un corto sector ubicado en el municipio de Hobo, pero sin tener mayor representatividad. El
material HO8-2 es el que mas proyeccién se genera para el departamento con zonas demarcadas
sobre los municipios de Acevedo, Pitalito, Oporapa, La Argentina, La Plata, Algeciras,
Campoalegre y Neiva. Por ultimo, el material HO9 y HO1 se proyectan posibles zonas de expansién
hacia los municipios de Hobo y Palermo.

Seleccidn y Caracterizacion de Zonas Homoélogas para Peru

El uso actual de los suelos consiste en la destinacidn asignada al suelo, de conformidad con las
actividades que se puedan desarrollar en la misma. Y segin los mapas de uso de suelo en las zonas
productoras de Cacao, se observa un uso actual de areas destinadas con fines agricolas y a una
agricultura diversificada, tal como se muestra en el grafico 7.
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Grafico 7. Mapa de Uso Actual de Suelos a) Margen Derecha los distritos de San Martin y Margen izquierda los
distritos de Cusco

Capacidad de uso mayor de suelos (cum)

Segun la clasificacion de suelos elaborada por ONERN en el Perd se representan los suelos
mediante una unidad cartografica amplia: La Asociacion de Suelos, utilizando como unidades
taxondmicas los Grandes Grupos de Suelos significativos. Para determinar los grupos, clases y
subclases de CUM se consideran las siguientes caracteristicas edaficas y climaticas:

e Edaficas (Suelos): Pendiente, profundidad efectiva, textura, fragmentos gruesos,
pedregosidad superficial, drenaje interno, pH, erosion, salinidad, peligro de anegamiento
y fertilidad natural superficial.

e Climaticas: Precipitacidén, temperatura, evapotranspiracion, todas influenciadas por la
altitud y latitud. Todas ellas son consideradas en las zonas de vida (Holdridge).

Las unidades de CUM de tierra clasificada para una aptitud determinada, debe ser para su uso
sostenible, es decir, para una productividad 6ptima y permanente bajo un sistema de manejo
establecido. Ello implica que el uso asignado debera conducir a la no degradacion del suelo, por
procesos tales como de erosidn, salinizacién, hidromorfismo u otros.

En las zonas de estudio se tienen tierras que presentan una superficie con buena aptitud agricola,
es decir tierras que presentan las mejores condiciones edaficas y topograficas para la instalacidon
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de cultivos agrondmicas de tipo permanente de acuerdo con las condiciones edafoldgicas y
ecoldgicas de la zona.
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Cobertura vegetal

La caracterizacion de la cobertura terrestre y el uso del suelo de un area, asi como sus cambios
espacio temporales en relacién con las actividades humanas, es fundamental para entender y
predecir la dindmica de los componentes del paisaje. Ademas, proporciona un marco de
referencia para el estudio de la sucesién y la dindmica de los ecosistemas, y es una herramienta
esencial para el disefo de politicas y estrategias de planificacién, conservacién y manejo
sostenible de los recursos naturales, para lo cual es necesario la produccion periddica de la capa
nacional a unos intervalos temporales definidos técnicamente, que permitan establecer los
cambios sucedidos en los ecosistemas del pais.

La delimitacion de las coberturas de la capa terrestre corresponde a un importante factor
delimitador de zonas con uso potencial distinto al uso agricola como Territorios Artificiados,
Bosques y Areas Seminaturales, Areas Himedas y Superficies de Agua. A partir de lo anterior, se
consolidardn nucleos estratégicos para el establecimiento de cultivos como el Cacao Andino en
relacion con las condiciones agro-climatoldgicas éptimas.
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El Perd es uno de los paises con mayor diversidad de ecosistemas del mundo, los cuales se
caracterizan por su gran complejidad vegetal, climdtica, geomorfoldgica y eddfica. El Ministerio
del Ambiente (MINAM) es el encargado de conducir el proceso de inventario y evaluacién del
patrimonio natural; y, como tal, ha elaborado el Mapa Nacional de Cobertura Vegetal, el cual
constituye una herramienta de gestién de los recursos naturales y de los servicios ecosistémicos
en el marco de la politica nacional del ambiente. En el grafico 9, se muestra la cobertura vegetal
presente en cada una de las zonas en estudio. Segun los resultados obtenidos se observa que las
zonas productoras de Cacao presentan una cobertura vegetal predominante denominado darea
de bosque no amazdnico y dreas con agricultura.

Materiales de calidad de Colombia

A continuacién, se muestran las fotografias a nivel de fruto y semilla de 8 materiales, donde se
puede ver la diversidad en su forma especialmente en la rugosidad de cada fruto y al igual las
diferentes tonalidades de las semillas.
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HO9

T11-1 T12-3 T15-2 T30-1 HO08-2 HO9

llustracion 1. Fotografias de 8 materiales vegetales evaluados de 3 zonas de Colombia — fruto y semilla

Una vez realizada la descripcion cualitativa de los materiales se realizaron diferentes pruebas a
nivel de fruto, cascara, pulpa y semilla, donde se encontraron diferencias significativas (P<0.05).

A nivel de pulpa se tuvieron diferencias significativas (P<0.05), donde a nivel del porcentaje de
pulpa se tuvo que la mayoria de las muestras contienen del 2.9 al 7.1%, destacandose los
materiales T26-1 y HO1 con mayor porcentaje, lo contrario de T30-2 y HO8 con menores
porcentajes. De igual manera se realizé la medicion de pH de la pulpa donde este oscila entre
rangos de 2.9 y 4.3 con mayor tendencia en valores de pH de 3.4 a 3.7.

Entre las variables estudiadas de igual manera se encontrd diferencias significativas (P<0.05) en
las caracteristicas fisicas entre algunos de los materiales de acuerdo con la clasificacién de los
protocolos CATIE (2012), donde el material genético T34-3 tiene el indice de grano mas bajo en
gran diferencia con el material HO8-2. Esta diferencia de igual manera se presenta a nivel de la
relacion longitud/ didmetro de los frutos entre los materiales F14 y F11 en relacién con los
materiales F34 y F27.

33



4.00

3.50

3.00

2.50

2.00

1.50

1.00

0.50

0.00
TG A AP TR AT g g NSgnR a0
NN OO NN
NN SlSggoggIIauzzzzzz 88T
FEFRFRFRRRRFRFRFRFRFREFRERRREF Iz

Material vegetal
Grafico 10. indice de grano de 27 materiales vegetales de 3 zonas de Colombia

A nivel del contenido de grasa en semilla sin fermentar se encontraron porcentajes que oscilan
entre el 31 al 19.80 %, donde se tiene que los materiales T34-1, T11-1y T12-1 se destacan por su
mayor contenido de grasa a diferencia de los materiales T14-2, T15 Y HO4. No se encuentran
diferencias significativas.
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Grafico 11. Contenido de grasa de 27 materiales vegetales de 3 zonas de Colombia
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Evaluacion quimica

Evaluacion de polifenoles totales

En el caso del seguimiento de las pruebas quimicas, se puede evidenciar que el contenido de
polifenoles totales varia entre el 32.3 mgEAG/g hasta 72 mgEAG/g, dicho contenido se ve en
mayores proporciones en los materiales vegetales T14-1 T14-2 y T15-2 con valores entre 64
mMgEAG/g a 74 mgEAG/g, del departamento del Tolima a diferencia de H08-2, H08-3 Y HO5 con
valores menores entre 32.3 y 37.67 mgEAG/g del departamento Huila.
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Grafico 12. Polifenoles totales de 27 materiales vegetales de 3 zonas de Colombia

Evaluacion contenida de antioxidantes

Al igual se realizd el método DPPH. Una vez realizada esta prueba a las semillas de cada uno de
los materiales recolectado se encontré que entre los materiales evaluados se tiene diferencia
estadistica significativa (P<0.05), segun la comparacién de los resultados mediante la prueba de
Tukey. El material que conté con mayor contenido antioxidante para este método fue el material
T14-1 con un valor de 21.65 umolET/g, seguido de los materiales T14-2 y T15-1 con valores de
20.90 umolET/g y 20.64 umolET/g respectivamente. El material que presento menor contenido
fue la muestra T11-1 con un valor de 4.74 umolET/g.

Los valores de la actividad antioxidante evaluada por el método ORAC variaron entre 6781 y
17581 umolET/100g en los granos sin fermentar. Los materiales vegetales que presentaron mayor
potencial antioxidante por esta metodologia fueron H08-3, H08-2 y HO1 sin fermentar a diferencia
de los clones T11-1 y HO3. Se presentaron diferencias estadisticas significativas (P<0.05), segun la
comparacion de los resultados mediante la prueba de Tukey.
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Grafico 14. Capacidad antioxidante (ORAC) de 27 materiales vegetales de 3 zonas de Colombia
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Evaluacion sensorial.

Mediante la caracterizacion de las pruebas sensoriales se determiné gran presencia de sabores
especificos en los materiales evaluados, destacando los materiales T30-1, T15-2, T12-3y T11-1 a
nivel del departamento del Tolima, muchos de estos tuvieron caracteristicas de notas maderadas
(Grafica 15). Para el departamento del Huila se tuvieron como mejores perfiles los materiales
H09, HO8-2, HO1 Y HO2. De igual manera se encontraron atributos deseables como el sabor a
cacao, floral, frutal y nuez. Cabe resaltar que ninguno de los materiales registré sabores a moho
u olor a jamén ahumado que son problemas de sobre fermentacién.
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Grafico 15. Perfil sensorial de 8 materiales vegetales de 3 zonas de Colombia. Lado derecho departamento del
Tolima, lado izquierdo departamento del Huila

Materiales de calidad Peru

Se seleccionaron dos arboles de la regién Cusco (CCO07 y CCWS) y uno de la regiéon San Martin
(CFA15) (llustracion 2 a 5). En la tabla 5 se presentan los datos de caracterizacion
morfoagrondmica de los arboles seleccionados.

Tabla 5. Resultados de la caracterizacion morfoagrondmica de arboles seleccionados

Caracteristica CCo07 CCWS CFA 15
Perimetro 1.25 96 48
Longitud hoja 39.6 36.9 37.5
Ancho hoja 13.2 12.4 12.1
Forma del fruto Angoleta Amelonado Amelonado
Color del fruto inmaduro | Verde intermedio | Verde intenso | Verde intermedio
Forma del &pice del fruto Atenuado Obtuso Obtuso
Rugosidad Semirrugoso Rugoso Liso
Longitud del fruto 26.3 18.6 19.1
Perimetro del fruto 30.6 29.3 31.1
Grosor de la cascara 15 1.3 1.4
Peso del fruto 766.6 526 548.2
Peso fresco semillas 201.5 162 149.6
Numero semillas 56 41 40
Forma semillas Oblongo Oblongo Oblongo
Color semillas Violeta Violeta Violeta
indice de grano 1.2 1.76 1.52
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En cuanto al indice de mazorca, se observa que los arboles tipo Chuncho presentaron valores
similares de 13.5 (CCWS) y 13 (CC007), mientras que el arbol de San Martin presenté indice de
mazorca mas alto de 17.6, este indice es importante porque influye en el rendimiento final y esta
relacionado con el numero de semillas por fruto y el tamafio del grano, siendo inversamente
proporcional al rendimiento (Cilas, Machado & Motamayor, 2010).

Con respecto a caracteristicas como forma del fruto se encontré que CC007 presenta forma
angoleta y es un fruto de tamafio mas grande que el promedio de los frutos del cacao tipo
Chuncho, mientras que los frutos de los arboles CCWS y CFA15 presentaron frutos con forma
amelonada. Los tres arboles presentan frutas de color verde cuando estan inmaduras y en la
madurez amarillo. En cuanto a la rugosidad, los frutos del arbol CCWS son los mas rugosos
mientras que en el arbol CCO07 son semirrugosos y en el arbol CFA con los surcos lisos que es
caracteristico de la forma amelonada. En general se puede decir que el fruto del arbol CC007 es
el mas grande de los tres. Se debe continuar con la evaluacién en experimentos en campo de los
tres arboles seleccionados dentro de pruebas agrondmicas para evaluar la expresidon de sus
caracteristicas de rendimiento.

llustracion 3. Imagenes del arbol CCWS de la region Cusco.
38



W CFA 15 | G R
llustracion 4. Imagenes del arbol CFA 15 de la region San Martin.

Analisis quimicos
Con respecto a los resultados de evaluacidn de las caracteristicas quimicas de los granos de los

arboles seleccionados, en la tabla 6 se presentan los contenidos de proteina, carbohidratos, grasa,
fibra, humedad y calorias de los tres arboles.

Tabla 6. Resultados de caracterizacion quimica de frutos de arboles
seleccionados.

Variables CFA15 CCWS CCo07
Grasa g/100 g de muestra 36.7 47.8 40.2
Proteina g/100 g de muestra | 15.7 14.7 16.0
Fibra cruda g/100 g de muestra | 24.7 24.6 22.4
Carbohidratos g/100 g de muestra | 43.7 33.6 163.7
Cenizas g/100 g de muestra 3.9 3.9 4.1
Humedad g/100 g de muestra | 7.8 6.2 7.5
Calorias de grasa %Kcal 58.1 69 62.0
Calorias de proteinas | %Kcal 11.1 9.4 11.0
S::E;'Ef ratos %€ | g5k cal 30.8 21.6 27.1
Energia total %Kcal/ 523.4 584.4 441.3

Contenido de polifenoles y actividad antioxidante

Se evalud el contenido de compuestos funcionales en los arboles seleccionados como los
polifenoles y la actividad antioxidante. Los resultados se presentan en la tabla 7. Se observa que
el arbol CFA15 presentd el valor mas alto en el contenido de compuestos fendlicos totales y
actividad antioxidante, mientras que los arboles de Cusco presentaron valores mas bajos. Los
valores de los fenoles totales son superiores a los reportados por Rojas et al. (2017) para varios
tipos de cacao Chuncho donde el rango descrito fue de 3.0 a 1.4 mg EAG/g y en el rango de los
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resultados reportados por Ordofiez et al. (2020) en varios tipos de cacao Chuncho y el genotipo
SHU 1 que presentaron valores entre 18.6 y 6.4 mg EAG/g. Segun Teran & Moran (2021), la
cantidad y proporcion de los polifenoles puede variar por factores genéticos, ambientales y
agrondmicos, sin embargo, se puede considerar que el cacao es una buena fuente de
antioxidantes comparado con otros productos reconocidos como por ejemplo el vino tinto.

Tabla 7. Contenido de fenoles totales y capacidad antioxidante de los
arboles seleccionados

Variables CFA 15 CCoo7 CCws
Capacidad Antioxidante (UM Trolox/ g) 17581.7 4359.7 709.1
Compuestos fendlicos (mg EAG/100 g) 9.9 6.6 5.7

Analisis sensorial

La evaluacion sensorial de las muestras de estos arboles demostré su potencial de calidad
organoléptica que corrobora la expresién en atributos tipicos del cacao Chuncho que es
considerado fino de aroma por tener caracteristicas individuales distintivas con sabores florales,
nueces, especias y frutales, con menor amargor y astringencia (Condori et al., 2014, Quispe 2019).

El drbol CFA 15 seleccionado en la regidon San Martin presenté notas de citricos y frutas secas,
herbales y floral de flores de violeta, madera y caramelo con lo que también se puede destacar
con potencial como cacao fino que puede hacer parte de la poblacion segregante de la semilla
hibrida que fue entregada dentro de programas de mejoramiento a en los afios 60 (Perea et al.,
2013).

Olor acido y nuez, atributos basicos

Cacao
6 _ en balance, notas de frutas frescas de
Caramelo ¢ Acidez .
2 carne blanca y ciruelas, fruta seca en
Nuez 3 Amargo baja intensidad. Resaltan notas
2 . ,
florales de jazmin y herbales que
. 0 . ersisten hasta el final, complejo
Especias Astringente P . ! pi€lo,
balanceado, final chocolatoso.
Fr
Madera uta
fresca
Floral Fruta seca

Grafico 16. Evaluacién sensorial frutos 4rbol CC007
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Grafico 17. Evaluacion sensorial frutos arbol CCWS
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Grafico 18. Evaluacién sensorial frutos del arbol CFA15

Componente 2. Manejo agronémico

Colombia

Para el caso de Colombia los contenidos de cadmio en los granos de cacao presentaron un rango
muy amplio de valores, entre 0.028 y 10.17 mg/kg, siendo los municipios del sur del
departamento de Tolima que presentaron los frutos con mayores concentraciones (Grafico 19).

Los granos de los frutos recolectados en Chaparral, Ataco y Planadas presentaron contenidos
promedio de 1.57, 4.24 y 6.26 mg kg-1, respectivamente, niveles muy superiores a los permitidos
por la reglamentacién internacional. Los granos de cacao de los frutos de las plantas recolectadas
en Mariquita, Gigante y Campo Alegre tuvieron contenidos de cadmio promedios de 0.24,0.14 y
0.13 mg kg-1 (Grafica 20), respectivamente.
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Grafica 19. Contenido de cadmio disponible en el suelo para varios puntos de muestreo en diferentes municipios
del departamento del Huila y Tolima en Colombia.

La relacién entre los contenidos de cadmio total en los tejidos vegetales y el cadmio disponible
en el suelo se denomina factor de bioacumulacioén, el cual es un indicativo de la preferencia de
una especie por un ion particular. En el presente estudio, el factor de trasferencia varié entre 0.44
y 24.35, con una media de 3.93, la cual es muy superior para el factor de transferencia registrado
para otros cultivos (grano de trigo = 0.055, tubérculo de papa = 0.19, zanahoria = 0.08, etc.)
(Smolders, 2001), lo que podria indicar una mayor aptitud del cacao para absorber el cadmio, en
relacién con otros cultivos.
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Grafica 20. Contenido de cadmio en granos de cacao de diferentes municipios del departamento del Huila y
Tolima en Colombia.

Peru

La grafica 21 y 22 se presentan los descriptivos correspondientes a los contenidos de cadmio
extraible en suelo y contenidos de cadmio en grano de cacao para todas las muestras analizadas.
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Como es evidente, en ningln caso, las muestras de granos de cacao presentaron valores iguales
o superiores a los establecidos en la normativa internacional como limitantes para su mercadeo,
lo cual se explica en que los niveles de cadmio extraibles en el suelo tampoco fueron significativos,
en ninguno de los suelos de las regiones muestreadas. En Cusco, los niveles maximos de cadmio
disponible en el suelo alcanzaron 0.24 mg kg%, siendo este valor el mds alto para las tres regiones
evaluadas, sin embargo, los promedios mas altos de contenido de cadmio en grano lo presentaron
los suelos de Tocache y Mariscal Caceres, con 0.58 y 0.44 mg kg™.

Se concluye asi que, en el caso de los lotes muestreados en Perq, ninguno presentd problemas de
cadmio que afecten la calidad de los frutos de cacao.
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Grafico 21. Contenido de cadmio disponible en el suelo para varios puntos de muestreo en diferentes
localidades productoras de cacao en Peru.
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Grafico 22. Contenido de cadmio en grano de cacao para diferentes localidades productoras de Peru.
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Efecto de los tratamientos sobre el contenido de cadmio foliar

En lo que corresponde al contenido foliar de cadmio, los tratamientos produjeron efectos
estadisticamente diferentes. De una parte, la dosis de cadmio aplicada al sustrato produjo medias
estadisticamente diferentes (P < 0,03) sobre los contenidos de cadmio en los tejidos foliares,
atendiendo una relaciéon directa: a mayor concentracién de cadmio en el sustrato, mayor
contenido de cadmio foliar (grafico 22).

Los tratamientos aplicados como enmiendas al sustrato (SN: suelo sin enmienda; Mic: inoculacién
con hongos micorricicos; MgO: adicién de 6xido de magnesio; Cdol: adicion de cal dolomita; Cagr:
adicion de cal agricola.) produjeron, también, diferencias estadisticas significativas (P < 0,01) en
cuanto a su efecto en la acumulacién de cadmio foliar.

De otra parte, la aplicacion de hongos micorricicos solos o en combinacion con cal dolomita (1,5
t/ha) redujo los niveles de cadmio foliar hasta valores estadisticamente equivalentes a los
obtenidos en el caso de los tratamientos testigo sin cadmio y sin aplicacién de enmiendas,
mientras, la aplicacion de cal dolomita o cal agricola solas, o de sulfato de magnesio solo,
produjeron las mayores acumulaciones de cadmio en los tejidos foliares de las plantas (grafica
23).
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Grafica 23. Efecto de la aplicacion de diferentes niveles de cadmio al sustrato de siembra sobre los contenidos
de cadmio foliar en plantulas de cacao de seis meses de edad.

Las estrategias para reducir la absorcion de cadmio por las plantas de cacao se pueden clasificar
en aquellas que se basan en utilizar materiales vegetales con menores tasas de absorcion del
elemento, debido a diferentes mecanismos fisioldgicos dependientes del genotipo, y aquellas que
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se enfocan en disminuir la biodisponibilidad del cadmio en el suelo, haciéndolo inaccesible para
su toma por parte de las raices de las plantas. Los tratamientos aplicados en el presente ensayo
se incluyen en esta ultima categoria.
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Grafico 24. Efecto de la aplicacion de diferentes tipos de enmiendas al sustrato de siembra sobre los contenidos
de cadmio foliar en plantulas de cacao de seis meses de edad.

Efecto de las dosis crecientes de cadmio en la concentracion de este elemento en el tejido
vegetal de cinco genotipos de cacao

En la Tabla 8 se presenta el contenido de cadmio en las hojas y raices de plantas de los cinco
genotipos de cacao estudiados, a 165 dias después de su aplicacion. Se encontré que la alta
concentracion de cadmio contribuyd a su alta acumulacion en la planta y la absorcién fue mayor,
conforme la dosis se incrementd. Como sefialan Grant et al. (1998) la cantidad de cadmio
acumulada vy traslocada en las plantas varia con las especies y con los cultivares, dentro de las
especies.

En los cinco genotipos de cacao, hubo una tasa creciente de acumulacidon de cadmio, tanto en
hojas como en raices. Pero la mayor acumulaciéon ocurrié en las raices, con una menor
traslocacion hacia las partes aéreas de la planta, en este caso las hojas, tal como lo informaron
Stritsis & Claassen (2013). Arglello et al. (2019), también encontrdé que cuando se aflade mas
cadmio al sustrato, mayor es el contenido de este elemento en la planta (Arglello et al., 2019);
Cuando se analizé el contenido de cadmio en las hojas entre los genotipos; en el CCN-51 se
reportd los niveles mas altos y varié desde 0.01 hasta 5.32 mg de cadmio/100 g de materia seca
(ms), para el testigo y el tratamiento con la dosis mas alta de cadmio (150 ppm), respectivamente.
El menor contenido correspondié al POUND-7, en la que se registro valores de 0.02, 1.56, 2.17 y
3.56 mg de cadmio/100 g de ms para las dosis de 0, 50, 100 y 150 ppm de cadmio,
respectivamente (Tabla 8). El contenido en las raices fue mayor comparado con las hojas, pero

45



también varia, segun el genotipo. En el CCN-51 se reportd los niveles mas bajos y varié desde 0.04
hasta 12.46 mg de cadmio/100 g de materia seca (ms), para el testigo y el tratamiento con la dosis
mas alta de cadmio (150 ppm), respectivamente.

Tabla 8. Contenido promedio de cadmio en hojas y raices de cinco genotipos de cacao en
respuesta a la aplicacion de dosis crecientes de cadmio en un sustrato en condiciones de
Vivero en San Ramon/Chanchamayo-Junin

Variables | Dosis de cadmio ppm
Genotipo

evaluadas \ 0 50 100 150
Hojas \ 0.01 3.86 4.55 5.32
CCN-51 ] Raices | 0.04 7.87 9.94 12.46
Hojas + Raices | 0.05 11.75 14.49 17.78
Hojas \ 0.04 2.33 3.43 4.10
ICS-60 Raices i 0.06 9.94 10.49 20.60
Hojas + Raices \ 0.60 12.27 13.92 24.70
Hojas \ 0.02 2.20 3.45 4.26
ICS-95 Raices | 0.02 6.28 17.59 20.20
Hojas + Raices 0.04 8.48 21.04 24.45
Hojas 0.02 1.56 2.17 3.56
POUND-7 Raices | 0.04 4.56 17.61 32.15
Hojas + Raices | 0.06 6.12 19.77 35.70
Hojas | 0.02 2.23 3.23 3.47
VRAE-99 [ Raices | 002 534 | 1192 | 1656
Hojas + Raices | 0.04 7.56 15.15 20.04

COMPONENTE 3. Innovacion en la etapa de fermentacion y desarrollo de
nuevos productos

Cuantificacion de poblaciones microbianas

Se realizd la cuantificacion de las poblaciones microbianas presentes en los fermentos
muestreados en los diferentes tiempos (Grafico 25). De acuerdo con los resultados, el nivel
poblacional de levaduras en las muestras T1 se encontraba en 107 UFC.mL™%, observdndose que
dicho valor va disminuyendo a medida que se da la fermentacion hasta valores alrededor de los
102 UFC.mL casi al final del proceso. La fermentacidn se inicia con la conversidn de los aztcares
presentes en la pulpa que cubre el grano de cacao a mondmeros tales como glucosa y fructosa,
los cuales son transformados a etanol bajo condiciones de anaerobiosis. Dicha transformacion se
da principalmente por accién de las levaduras en las primeras horas del proceso.

En cuanto a las poblaciones bacterianas estudiadas, exceptuando al grupo de las bacterias
esporogénicas, estas se encontraron en alrededor de 108 UFC.g en las muestras de la T1. Tanto
el nivel poblacién de aerobios como de anaerobios mostraron un declive a medida que se da la
fermentacion, siendo mas marcado en la poblaciéon de microorganismos anaerobios en el tiempo.
La fermentacion del cacao se inicia con una fase anaerébica en la cual se promueve la conversién
de los azucares presente en la pulpa a etanol. A medida que se da esta conversidn, los cambios
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fisicoquimicos que se producen en el sistema, asi como la aplicacion de aeracién mediante
mezclas mecanicas esporadicas de los granos dentro de la caja de fermentacién, generan las
condiciones de un sistema aerobio, promoviendo la sucesién bacteriana, proceso necesario para
que la conversion de los diferentes compuestos presentes en la pulpa continle.
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5 7.00
—
E 600 "
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Tiempo de fermentacion (h)

Grafico 25. Dinamica poblacional microbiana del proceso de fermentacién espontanea de granos de cacao.

Las bacterias acido-lacticas (BAL) presentaron sus mayores valores poblacionales en las primeras
horas del proceso de fermentacién (107 UFC.mL™). Se ha reportado que el pico poblacional de las
BAL se da durante la T1, esto es debido a que el entorno cambia a un sistema de microaerobiosis
por efectos del consumo de azlcares y aumento del pH y temperatura producto del metabolismo
de las levaduras, promoviendo asi el crecimiento de las BAL. Sin embargo, ciertas especies de BAL
pueden estar presentes junto con las levaduras desde etapas muy tempranas de la fermentacién,
principalmente aquellas del género Lactobacillus (Schwan & Wheals, 2004). Posteriormente, se
observd un descenso en las siguientes 48 h, hasta valores alrededor de 10° UFC.mL?,
manteniéndose dicho nivel hasta los 5 dias. Esta La disminucién del nivel poblacional esta
atribuido principalmente a los cambios que se dan en el sistema debido a la alta presencia de
etanol y el incremento de la temperatura (De Vuyst & Weckx, 2016), asi como al aumento de la
presencia de oxigeno en el sistema (Passos et al., 1984).

Por otro lado, el nivel poblacional de las bacterias esporogénicas fue detectado en las tres fases
de fermentacion evaluados. En el presente estudio se observé que el mayor pico poblacional se
dio en la ultima fase de fermentacidn, con un nivel poblacional de 10® UFC.mL?, asi también
durante este periodo la temperatura del sistema fue la mas elevada (alrededor de las 47 °C) en
contraste a la inicial (31°C). Las bacterias del género Bacillus pueden estar presentes en todas las
fases de la fermentacion, sin embargo su crecimiento se manifiesta a partir de las 72 h (Sarbu &

47



Csutak, 2019). Factores como el aumento de temperatura y pH hacen que las bacterias de este
género se reproduzcan tardiamente. Estos cambios en las condiciones fisicoquimicas del sistema
de fermentacion pudieron haber favorecido la proliferacion de este género bacteriano.

Desarrollo del Prototipo de fermentacion ecolégico

En la ilustracion 5 se presenta el modelo 4 construido en Colombia, en el cual se realizaron dos
ensayos a escala con o sin adicion de indculo. La capacidad del equipo es de 60 kg, presentandose
dificultades en la homogeneidad de la mezcla en la base del recipiente de plastico. Sin embargo,
se logré un buen control de la temperatura como se observa en el grafico 23, presentdndose
mayor temperatura en la parte superior del equipo y menor en la parte inferior.
Lamentablemente no se alcanzé la temperatura de 45°C aun después de 7 dias de fermentacion.

Al realizar la prueba de corte el porcentaje de cacao bien fermentado no fue superior al 55%. Se
encuentra todavia un alto porcentaje de granos morados sin fermentar, que alteran la calidad
sensorial. Al realizar la evaluacion sensorial se determind un aroma cacao fuerte, sin
astringencia, pero con algunas notas verdes, definidos por los granos sin fermentar.

.

3

[lustracion 5. Modelo 4 construido en Colombia
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Grafico 26. Registro de temperatura en modelo 4, pruebas preliminares en Colombia

Pruebas de ensayo- Pertu

Operatividad del prototipo en campo

En la tabla 9, se presentan los datos de temperatura de la masa de granos de cacao Chuncho del
Cusco obtenidos en el PFP-M5 de tres y cuatro tubos, con los que se buscé conocer la respuesta
de los prototipos operativamente en condiciones de campo, teniendo dicho comportamiento
expresado en la cinética térmica de la masa de granos. La comparacion estadistica entre los
prototipos PFP-M5-4 y las cajas de fermentacidn, aplicando el Disefio Completo al Azar, da como
resultado que no existen diferencias significativas (P<0.05) entre las temperaturas alcanzadas a
las 72 y 96 horas. No se compararon las temperaturas del PFP-M5-3 con los demds tratamientos
al no tener una réplica mas debido a que se tuvo un solo equipo de tres tubos. En la ilustraciéon 6
y 7 se presentan escenas del proceso de fermentacion en campo. La temperatura del ambiente
en la zona estuvo en el rango de 17 a 30 °C, con una temperatura promedio de 21 °C.

Tabla 9. Comportamiento térmico en campo, indice de fermentacion (IF) e indice de grano de
cacao Chuncho en grano en la fermentado en los PFP-M5 y caja fermentadora.

Tiempo TEMPERATURA (°C)
(h) PFP-M5-3 | PFP-M5-4 | PFP-M5-4 | Caja1 Caja 2
0 24.4 24.4 24.4 24.4 24.4
24 28.3 26.6 29.3 35.9 345
48 27.4 26.3 28.4 37 34.7
72 26.3 41.2 28 39.1 45.5
96 24.5 33.3 27.2 43.4 48.3
120 33 33 33 433 48.4
144 34.3 33 30 44.9 48.1

IF (%) 48 62 56 98 42

G 1.01 0.93 0.98 1.0 0.93

(g/grano)
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Schubert et al. (2021) indican que, en el proceso fermentativo del Chuncho, se debe cuidar que
la temperatura en cajones en la etapa de aerobiosis no sea mayor a 50 °C para que no se cocine
el grano, ni menor de 40° C porque los granos se quedaran violeta debido a que no se habran
fermentado. Los valores de indice de fermentacién alcanzados (tabla 13) en los dos equipos PFP-
M5-4 (62 y 56 %) son menores al de la caja 1 (98 %) pero mayores al de la caja 2 (42 %) y proximo
al del PFP-M5-3 (48 %).

Comparando el valor obtenido para la caja cuadrada (55 %) a las 96 h con los valores obtenidos
en los equipos PFP-M5-4 después de 144 horas de fermentacién (62 y 56 %) resulta mas lento el
proceso que ocurre en el PFP-M5-4, igual podria decirse en el caso del PFP-M5-3 (48 %). Cabe
mencionar, que a los agricultores de la Asociacion de productores agropecuarios Valle de
Echarati, les llamé mucho la atencién que se produjera un proceso lento de fermentacion del
Chuncho, ya que por lo general este varietal logra el grado de fermentacidn adecuado en cinco
dias, asi como que el grano preservé caracteristicas de conservacion buenas a los seis dias de
estar fuera de la mazorca.

Los tres profotipos operativ El técnico Jhonny Huaylla listo pé{ra abrir el
~listos PFP-M5-4

Fase anaerobica terminada Aspecto de la masa de granos al séptimo dia de
fermentacién

llustracién 6. Escenas del PFP-M5-4 en operacion.
Fuente: Elaboracién propia.
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En la tabla 10, se presentan los valores por duplicado de pH, indice de acidez, capacidad
antioxidante, polifenoles, cafeina y teobromina determinados para los granos de cacao Chuncho
fermentados en PFP-M5-4, PFP-M5-3 y dos cajas de madera.

Tabla 10. Valores de pH, indice de acidez, capacidad antioxidante, polifenoles, cafeinay
teobromina de granos de cacao Chuncho fermentado en los PFP-M5 y Caja Fermentadora.

Fermentador
Analisis PFP-M5- . .

4 PFP-M5-4 | PFP-M5-3 Caja Caja
pH 1 4.51 4.80 4.51 5.11 4.50
pH 2 4.51 4.76 4.51 5.12 4.50
indice de acidez 1 1.36 1.14 0.35 1.04 1.77
indice de acidez 2 1.36 1.14 0.35 1.04 1.77
Capacidad antioxidante 1 | 484444.9 535090.9 460445.3 495237.7 | 689778.03
Capacidad antioxidante 2 | 484253.5 534208.3 461785.7 495197.8 | 688917.07
Polifenoles 1 463.76 501.37 455.95 437.66 660.35
Polifenoles 2 463.76 502.37 458.95 437.66 662.35
Cafeina 1 0.17 0.19 0.16 0.27 0.25
Cafeina 2 0.17 0.19 0.17 0.28 0.27
Teobromina 1 0.50 0.57 0.44 0.48 0.44
Teobromina 2 0.47 0.51 0.42 0.48 0.48

indice de acidez (g/10 g de muestra original)

Capacidad antioxidante (exp. en micromol de Trolox Equival/100 g de muestra)

Polifenoles (mg/100 g de muestra original; exp. en mg de Acido Galico Equival/100 g de muestra)
Cafeina (g/10 g de muestra original)

Teobromina (g/10 g de muestra original)

Fuente: Elaboracidn propia

La comparacion estadistica aplicando el Disefio Completo al Azar (DCA) entre los valores de pH,
indice de acidez, capacidad antioxidante, polifenoles, cafeina y teobromina en granos de cacao
Chuncho fermentados en el prototipo PFP-M5-4 y las caja de fermentacion (tabla 10), da como
resultado que no existe diferencia significativa (P<0.05) en pH, indice de acidez, capacidad
antioxidante, polifenoles y teobromina entre los granos de cacao de ambos tipos de
fermentadores, existiendo si diferencia en cuanto a cafeina.

Rendimiento extraccion de flavonoides

Para el desarrollo de este proyecto se colectaron frutos (mazorcas) de los clones TSH-505, ICS-1,
ICS-95, 1S60, FSV-41, IMC67 y CCN51. Por tanto las semillas en fresco fueron liofilizadas vy
posteriormente extraida con una mezcla de solventes agua:alcohol:acido formico y las soluciones
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extraidas sufrieron primero un proceso de destilacidon a presidn reducida y seguidamente una
liofilizacidon hasta obtener un polvo de color rojizo (llustracion 7), con rendimientos variados
(Tabla 11).

Tabla 11. Rendimiento de extractos polifendlicos obtenidos.

Material Peso Peso final %
inicial rendimiento

ICS-60 840,78 | 85,78 10,20
TSH505 789,98 | 79,45 10,06
ICS95 838,12 | 80,96 9,66

IMC67 920,78 | 89,75 9,75

ICSI-1 889,78 | 90,12 10,13
CCN51 789,75 | 75,84 9,60

Polifenoles totales

Los valores de polifenoles totales tuvieron valores entre 128,22 y 66,63 mgeAG/g para los
encapsulados obtenidos mediante el liofilizador, mientras que los obtenidos por secado por
aspersion presentaron valores entre 35,24 y 18,05 mgeAG/g. Se encontraron diferencias
significativas (P<0.05) entre los clones empleados en la liofilizacién y en los tratamientos
realizados en el secado por aspersion. Estos valores se encuentran dentro de los rangos
reportados por Carrillo, Londofio & Gil (2014), Pedan et al. (2018) con excepcidn de los clones
ICS-60, ICS-1 y CCN51 que presentaron valores superiores a los reportados por estos autores.
Varios estudios han demostrado una alta variacidén en el contenido de PT, estas variaciones son
atribuidas a la genética del arbol cultivado, condiciones edafoclimaticas, madurez de los granos y
el tiempo de almacenamiento después de la cosecha (Albertini et al., 2015; Oracz, Zyzelewicz y
Nebesny 2015).

Los tratamientos con mayor contenido de PT fueron M8-140 con 34,76 + 0,03 y A16-140 con 35,24
+ 11,31 mgeAG/g respectivamente. Los valores de PT obtenidos en el liofilizador fueron
superiores a los de secado por aspersion, esto se explica por la ausencia de altas temperaturas en
la primera metodologia de encapsulacidon, permitiendo que durante el proceso no ocurran
pérdidas considerables de polifenoles. Sin embargo, se debe tener en cuenta que el proceso de
liofilizacién involucra un mayor tiempo de operacién del equipo (hasta 72 h), lo que puede elevar
el costo del producto final, mientras que la encapsulacién requiere menos tiempo para producir
la misma o mayor cantidad de producto.
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llustracion 7. A) éncapsulados obtenidos por liofilizacién . B) encapsulados obtenidos por secado por aspersion.

Capacidad antioxidante (CA)

Se encontraron diferencias significativas (P<0.05) en las tres pruebas antioxidantes realizadas;
tanto para los clones empleados en la encapsulacidn por liofilizaciédn como para los tratamientos
realizados en el secado por aspersién. El poder reductor evaluado por la metodologia FRAP tuvo
valores entre 1673,19 + 14,04 y 307,20 + 2,32 (umolET/g) para los encapsulados obtenidos por
liofilizacidn; los clones de cacao con mayor CA en este método fueron ICS-1 y CCN51, mientras
qgue para secado por aspersidon los valores estuvieron entre 536,95 + 21,50 y 107,41 3,21
(umolET/g), siendo el tratamiento A8-140 el que presentd el valor mas alto para FRAP. Los
resultados encontrados presentaron valores por encima de los reportados en la literatura para
muestras de chocolate oscuro de diferentes origenes y porcentajes de cacao. (Vertuani et al.,
2014, Todorovic et al., 2015).

La actividad atrapadora del radical DPPH presentd valores entre 487,79 + 9,68 y 289,48 +
4,37(umolET/g) para los encapsulados obtenidos por liofilizacién; los clones de cacao con mayor
CA en este método fueron ICS-1 y CCN51, para secado por aspersidon se mantuvieron en un rango
de 201,99 + 1,83 a 101,93 + 2,43, siendo M8-140 el tratamiento con el valor mas alto. Valores
dentro de los rangos encontrados han sido reportados en muestras de cacao colombiano,
brasilefio y de chocolates producidos en serbia (Bustamante, Tenorio & Rojano, 2013, Batista et
al., 2016, Todorovic et al., 2015).

Los valores de CA evaluada por el método (ORAC) estuvieron entre 119,937.34+2912 y 38650,99
+ 722 umolET/100g para los encapsulados obtenidos por liofilizacion; los clones con mayor CA en
esta metodologia fueron ICS-1 e ICS-60, para secado por aspersion se mantuvieron en un rango
de 73302,38 + 5284 y 28306,12 + 1803 umolET/100g donde el tratamiento con mayor valor fue
el M16-140. Los valores de ORAC encontrados en este trabajo son similares a los reportados por
(Jean-Marie et al., 2021) para granos de cacao de la Guyana Francesa, a los de Carillo, Londofio y
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Gil para almendras de cacao colombiano, a los encontrados por (Pallares et al.,2017) para el clon
CCN51 vy a los reportados en la base de datos ORAC del Departamento de Agricultura de los
Estados Unidos (Nutrient Data Laboratory, 2010).

Caracterizacion morfologica

Las micrografias electrénicas de barrido obtenidas de los encapsulados con maltodextrina y goma
arabiga presentan una forma esférica irregular con algunas abolladuras en la superficie, no se
encontraron diferencias en la morfoldgicas entre las dos temperaturas y las dos concentraciones
de cada agente encapsulante utilizadas para el caso del secado por aspersidon (llustracién 8).
Diferentes autores han obtenido resultados similares con goma ardbiga y maltodextrina como
materiales de pared en el secado por aspersién (Daza et al., 2016; Nogueira, Fakhouri & de
Oliveira, 2019).

ENT=1600W SgwA=VPSEGY  Laboratorio de pruebas y ensayos
WO=120mm Mag= 518X Departaments de Ingenveria Civil PL| F— wo-120mm wMeg= 106Kx

> $ /s % -
ENT=1500WV SgrelA=VPSEGY | aboratorio de pruebas y ensayos [ ENT=1600W SgaA=VPSEGY  Latoratono de pruebas y ensayos
WO=120mm Mage 296KX  Departamento de ingenieria Civi PU| e WO=115mm Mag= 268KX  Departamento de ingenieria Civil PLL|

-

100 pm ENT=1500kV SgrelA=VPSEGS  Laboratorio de pruebas y ensayos 20m EWT=1600W SignelA=VPSEGY | aboratorio de prusbas y ensayos
— WO=11Smm Mage 239X Departamento de ingerveria Crvl PU. 1 wo=120mm Mag+ 200kx  Departamento de ingerveria Civi P

llustracién 8. Microscopia electrdnica para encapsulados liofilizados y secados por aspersién de
clones de cacao.
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Componente 4.
- Participacion en congresos afio 2019

Socializacién de resultados sobre deteccién de cadmio en tres zonas de Colombia y Peru,
utilizando el disefid de un modelo espacial, alli se buscaba disefiar soluciones tecnolégicas que
permitan reducir a niveles permisibles o eliminar los contenidos de cadmio en los tejidos de las
plantas de cultivo. Eso plantea que una de las posibles estrategias de manejo para evitar el
problema de la acumulacién de cadmio en los tejidos seria la aplicacion de materiales que tenga
altos contenidos de magnesio, sin concluir de una vez que esa prdctica vaya a ser efectiva pero
gue podria tener alguna posibilidad.

Ponencia: Estudio de relaciones en la adsorcién de cadmio en cacao y algunas propiedades
quimicas del suelo

Congreso: XIX Congreso Colombiano de la ciencia del suelo

Fecha: 23 -25 de octubre 2019

Ponencia: Cadmio en los agroecosistemas cacaoteros: mecanismos, opciones de manejo y
experiencias.

Congreso: Congreso internacional de ciencia y tecnologia en el trépico cacao

Fecha: 14 — 15 de agosto 2019

- Participacion en congresos afio 2020
Se realizé la encapsulacidn de extractos de flavonoides de 6 materiales altamente cultivados en
Colombia, encapsulados mediante liofilizacion, su caracterizacion se presentd en los siguientes
trabajos.
Poster y ponencias

1. PERFIL CROMATOGRAFICO DE COMPUESTOS MAYORITARIOS EN CLONES

2. PROPIEDADES FUNCIONALES DE UN ENCAPSULADO RICO EN POLIFENOLES EXTRAIDOS
DE Theobroma cacao L.

3. IDENTIFICACION DEL POTENCIAL ANTIOXIDANTE Y ENZIMATICO DE CLONES
COLOMBIANOS DE Theobroma cacao L.

Congreso. LV CONGRESO NACIONAL Y VI INTERNACIONAL DE CIENCIAS BIOLOGICAS VIRTUAL
realizado
Fecha: noviembre 5 -7 de 2020.

En el marco del proyecto se llevd a cabo una caracterizacion morfoagronomica y sensorial, basada
en descriptores cualitativos y cuantitativos para ocho materiales encontrados en seis municipios

del departamento del Tolima.

Ponencia: Theobroma en el departamento del Tolima, calidad diferenciada para mercados de
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mayor valor.

Congreso: Congreso Internacional de cacao, presente y futuro de la cacaocultura con el COVID-
19 con la ponencia

Fecha: 2-4 diciembre 2020

- Participacion en congresos afio 2021

Especies de Bacillus subtilis y Bacilus megaterium prevalecen en la etapa final de la fermentacioén,
pero su papel no ha sido completamente establecido, algunos Las investigaciones indican que
este grupo puede influir en la calidad del frijol y también en su sabor y aroma (Schwan & Wheals.,
2014) Por lo tanto, el objetivo de este proyecto fue seleccionar y aislar cepas de Bacillus de la
fermentacion del cacao y evaluar su efecto sobre el proceso de fermentacion del clon CCN51,
obteniendo como resultados, que las especies de Bacillus son tardias microorganismos en la
fermentacion del cacao que muestran un potencial enzimatico como pectinasa, proteasa y citrato
permease, por lo tanto, se puede recomendar su uso en las Ultimas etapas de la fermentacion
debido a la actividad antifungica y la mejora de las caracteristicas aromaticas del producto
fermentado

Poster: Isolation, selection and evaluation of species of bacillus on the fermentation of cacao
beans in Tolima — Colombia

Congreso: V Congreso Internacional en Investigacién e innovacién en ingenieria, ciencia y
tecnolégica de los alimentos- [ICTA 2021

Fechas: 13 -15 de octubre 2021

Reconocimiento por mejor trabajo en modalidad poster.

Este proyecto evalud bajo condiciones de invernadero el efecto de diferentes niveles de cadmio
sobre el crecimiento y desarrollo de plantas de cacao inoculadas y no inoculadas con hongos
micorricico arbusculares, y el efecto de la adicidn al suelo de varias enmiendas agricolas. Los
resultados demostraron que el crecimiento de las plantas no se vio afectado por los niveles de
cadmio en el suelo, lo que confirma el alto nivel de tolerancia de esta especie vegetal al cadmio,
sin embargo, si se observd un efecto de los tratamientos sobre el contenido en hojas de este
elemento toxico. El tratamiento con micorrizas solas o en combinacidn con cal dolomita llevé a
una reduccién en los niveles de cadmio foliar.

Presentacidn: inoculacién con micorrizas arbusculares reduce la acumulacién de cadmio foliar en
plantas de cacao bajo condiciones de invernadero (poster)

Congreso: XXX reunién latinoamericana de rizobiologia y V conferencia latinoamericana de
microorganismos promotores del crecimiento vegetal.

Fecha: 4 al 8 de octubre del 2021.

Poster “Compuestos de Theobroma cacao L: Estudio in silico como inhibidores de la proteasa
principal de SARS-CoV-2” en el 34° Congreso Latinoamericano de Quimica CLAQ 2020, el VIII
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COLACRO, el X COCOCRO, el Il SPAE y el IV C2B2

Colombia del 11 al 15 de octubre de 2021.

- Articulos

. Llevado a cabo en la ciudad de Cartagena,

Titulo

Autores

Revista

Proceso de
publicaciéon

Aplicacién de micorrizas
arbusculares y enmiendas
guimicas al suelo, como

estrategia para la disminucion de la
absorciéon de cadmio en

cacao*

Carlos Patifio

Biotecnologia en el
Sector Agropecuario y
Agroindustrial, de la
Unicauca

RECIBIDO PARA
REVISION

Differentiated Cadmium uptake of
six cacao genotypes (Theobroma
cacao L.) in San Ramon, central
Peruvian jungle

Alberto Julca-Otiniano
Ricardo Borjas-Ventural
Noel Bello-Medinal
Segundo Bello-Amez2
Leonel Alvarado-Huaman1
Diana Rebaza-Fernandez2
Viviana Castro-Ceperol

Chilean Journal of
Agricultural Research

RECIBIDO PARA
REVISION

Relaciones entre los contenidos de
cadmio en almendras de cacao y
variables edaficas en zonas
productoras de Colombia

Carlos Patifo
Angélica Sandoval

Revista UDCA

RECIBIDO PARA
REVISION

Evaluacién morfoagronomica y
sensorial de ocho materiales nativos
de Theobroma Cacao L. en tres

Heidi Horta
Angélica Sandoval, Giann
Pefialoza, Jonh Jairo

RECIBIDO PARA

zonas de Colombia Mendez Revista DYNA REVISION
Olimpo Beltran
Osvaldo Yanez
Manuel Isaias Osorio
Carlos Areche
Alejandro Vasquez-Espinal
Jessica Bravo d
Angélica Sandoval-Aldana
Theobroma cacao L. compounds: José Perez-Donoso
Theoretical study and molecular Fernando Gonzalez-Nilo
modeling Maria Joao Matos h
as inhibitors of main SARS-CoV-2 Edison Osorio i Biomedicine &
protease William Tiznado a Pharmacotherapy PUBLICADO
Juan Borja Fajardo
Antioxidant activity, total Heidi Horta Tellez1, Giann
polyphenols and methylxanthine Pefialoza Atuesta2,
ratio for the selection of Angélica Sandoval
new promising cocoa trees from Aldanal, Jonh Mendez RECIBIDO PARA
Tolima, Colombia Arteaga2 Agronomy REVISION

57




Talleres con comunidad beneficiaria

En el marco del proyecto se realizaron dos talleres presenciales con la comunidad beneficiaria de
Colombia y Perq, en el afo 2019. Con una participacidn superior a 200 personas, realizada en las
zonas de influencia del proyecto.

En el afio 2020 y 2021, debido a las restricciones por la pandemia global se realizaron ciclos de
conferencias virtuales para la socializacién de avance de resultados y presentacién final en
Colombia y Peru. Utilizando la plataforma Zoom para el afio 2020 y Webex para el afio 2021, se
logré la meta de 2700 personas capacitadas en los avances realizados en el proyecto.
Encontrando un marcado interés en el sector cacaotero de los dos paises.

Webinar

|| 'Ciclo de.conferencias
proyecto “Innovacion
tecnoldgicaen cacao Andino”

Fecha

Jueves, 20 de mayo del 2021

— TEMATICAS:
4:00 P.M g

Plataforma Webex Tematica 1: Sistema de georreferenciacion de tres
zonas de Colombia

Link€onexion g Tematica 2: Materiales de calidad diferenciada

https://unitolima.webex.com/unitolima/].php? MTID=m18481 Jematica 3: Estrategias de remediacion para suelos cc
84d6577d0303134e4350490089 altos niveles de cadmio

Bee

[lustracion 9. Invitacidn al ciclo de conferencia virtual realizado en el afio 2021.

Para el ciclo de conferencias virtuales se realizaron videos promocionales del proyecto, asi como
un video animado ilustrativo sobre la importancia de un adecuado proceso poscosecha para
garantizar la calidad del grano de cacao, si la meta es llegar a chocolateria fina.

Link video promocional con productores https://youtu.be/vnpn6jKEiICs

Link video animado postcosecha cacao https://youtu.be/HOKMgUorQ3l|
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https://youtu.be/vnpn6jKEiCs
https://youtu.be/HOKMgUorQ3I

Indicadores Técnicos

Equipos financiados con recursos CT
Fortalecimiento del laboratorio de microbiologia de suelos de la Universidad del Tolima

Bases de datos creadas

2 bases de datos, microorganismos aislados, conservados a -18°C en glicerol. Microorganismo
para futuras pruebas de resistencia y generacién de inéculo (Colombia y Peru).

2 bases de datos sobre caracterizaciéon edafolégica y presencia de cadmio en tres zonas
productoras por pais (Colombia y Peru).

Paquete tecnoldgico
Enmienda de suelos con alto contenido de cadmio con la aplicacién de cal dolomita y uso de
rizosferas arbusculares.

Modelos técnicos disefiados:

2 prototipos para fermentacion con llantas recicladas, M 4 (Colombia) y M 5 (Peru).

Prototipo para encapsulacion de flanovoides de cacao utilizando secado por aspersion y
liofilizacidn.

Talleres de capacitacién realizados:

2 Talleres 2019

| ciclo de conferencias 2020 — 3 Charlas virtuales
Il ciclo de conferencias 2021 - 4 Charlas virtuales
Pruebas en campo prototipo

Documentos de trabajo realizados
5 documentos de trabajo, Sistema de Informacidn geogréfica, caracterizacién de materiales,
caracterizacion de suelos, pruebas de cadmio en vivero y encapsulacion de flavonoides de cacao.

Materiales genéticos

4 materiales georeferenciados y caracterizados para Colombia, definidos con caracteristicas
sobresalientes en aroma y sabor

2 materiales georeferenciados y caracterizados para Perd, definidos con caracteristicas
sobresalientes en aroma y sabor

Participacién en congresos internacionales 7.
Articulos sometidos 5, publicados 1.
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Hallazgos Destacados

Se generd un sistema de informacidn geografico especifico para el cultivo de cacao en tres zonas
productoras por pais, donde se encuentra la informacion de las condicionales edafoclimaticas que
influyen en la calidad organoléptica de los materiales, asi como los materiales georeferenciados
gue presentaron una calidad diferenciada. Se define, asi mismo las zonas homologas generadas
para posibles siembras futuras de estos materiales.

Se logré el diseno de un fermentador ecolégico, utilizando llantas recicladas. Al validarlo en
campo a los productores les gusto el disefio y la capacidad de almacenar las semillas de cacao.

Se logré la estandarizacién a escala laboratorio de la encapsulacién de compuestos de flavonoides
presentes en el cacao.

Se aislaron diferentes microorganismos asociados al proceso de fermentacion de cacao, los cuales
se conservan en congelacién para su preservacién y futuro uso. Se realizé un trabajo especifico
con el uso de bacillus y se identificaron que esta especie aporta en la calidad sensorial final del
proceso de fermentacioén.

Se valido a nivel vivero una enmienda al suelo contaminado con cadmio, la adicidn de cal dolomita
y el uso de rizosferas arbusculares disminuyé la adsorcion de cadmio a nivel de hojas. Se
identificaron algunos clones de mayor resistencia al cadmio como el CCN 51.

Historias en el campo

Al realizar la validacion en campo del prototipo de fermentador utilizando llantas recicladas, con
respecto al comportamiento térmico de los prototipos ensayados PFP-M5-4 y PFP-M5-3, se puede
explicar tal fenédmeno debido a que los 50 kg de material a fermentar, colgados de los tubos de
PVC, preformando un cilindro de 14 pulgadas (35.56 cm), protegido y aislado térmicamente del
ambiente al estar dentro de la pila de neumaticos, los productores expresaron “es como pasar el
cacao de la mazorca natural a una gran mazorca tecnoldgica”; es por ello que se pensé que el
PFP-M5-4 podria ser mejorado para convertirse en un SISTEMA DE ALMACENAMIENTO DE
GRANOS DE CACAO RECIEN EXTRAIDOS DE LA MAZORCA”. La idea, fue saludada y respaldada por
los agricultores y personal técnico de la Asociacién.

Para el uso del prototipo se requiere el escurrido previo del grano, estos lixiviados pueden ser

aprovechados para generacién de otros productos, tipo néctar, lo cual se validé en campo con los
productores, encontrando otra bondad del uso del prototipo.
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Discusion

Componente 1. Zonificacion de ambientes y materiales de cacao de calidad
diferenciada

El uso de herramientas metodoldgicas que permitan conocer la viabilidad del territorio para el
establecimiento de los diferentes cultivos se constituye en un instrumento de planificacion muy
importante para las zonas rurales de los paises del area andina. Histéricamente en muchos
lugares se han venido estableciendo cultivos en diferentes regiones, desconociendo el potencial
biofisico de las tierras, lo que ha conllevado en muchos casos al fracaso econédmico de los
agricultores porque la oferta ambiental (caracteristicas de las unidades de tierra) no tienen la
aptitud requerida para el desarrollo éptimo de los cultivos.

En este contexto, esquemas metodoldgicos como el de la evaluacidn de tierras propuesto por
FAO (1985), en la que se propone, para la determinaciéon de la aptitud de las tierras para cultivos
especificos, un completo analisis desde la perspectiva socioecondmica, biofisica y ambiental del
territorio. En Colombia, asi como en Perq, y en diferentes lugares del mundo, ya se han realizado
ejercicios aplicativos de esta metodologia con muy buenos resultados en términos de la
determinacién de la viabilidad del territorio para diferentes cultivos, garantizando para los
agricultores muy buenas posibilidades de éxito en la implementacién de estos.

Dentro de los resultados obtenidos se lograron delimitar, de manera espacial, las zonas con
diferente grado de aptitud biofisica, asi como las zonas no aptas para el establecimiento del
cultivo en las regiones estudiadas. Se obtuvo una salida cartografica cuya informacién de bases
se tomo a escala 1:100.000, en la que se pueden observar las dreas zonificadas con los diferentes
niveles de aptitud para el cultivo. Es importante resaltar, que debido a la escala a la cual se tomé
la informacidn biofisica, el alcance de esta informacién tiene aplicabilidad a nivel regional y no a
nivel de predio.

Respecto a la evaluacién de caracteristicas quimicas se realizé pruebas sobre el contenido de
polifenoles totales para los materiales evaluados. Los polifenoles totales son dependientes de
varios factores como la madurez, variedades de cacao, reacciones quimicas, procesamiento,
almacenamiento. Asi como también la fermentacion y el secado de granos de cacao y el
tratamiento de postcosecha. En este estudio se llevd a cabo el andlisis de polifenoles totales de
granos sin fermentar, dichos polifenoles contribuyen usualmente del 12 al 18% del peso seco del
grano de cacao, y estan asociados con el aroma y color caracteristico del chocolate. Segun Peldez
et al. (2016) el contenido de polifenoles totales en granos de cacao hibrido forastero y CCN-51 no
fermentado es aproximadamente del 70,1 mgEAG/g, siendo esto muy similar a lo encontrado
para los materiales T14-1y T14-2, en Colombia y los tres materiales definidos en Peru.
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Uno de los métodos para medir esta capacidad antioxidante es mediante FRAP, donde se
encontré que el material con mayor poder reductor fue la muestra T12-1 correspondiente al
departamento del Tolima con un valor de 9.46 umolET/g. Todos los valores encontrados se
encuentran dentro de lo reportado por otros autores (Ortega et al., 2010; Rodriguez-Carrasco et
al., 2018). Otro método que se tuvo en cuenta para medir la capacidad antioxidante fue el método
DPPH, en el cual se mide la capacidad de inhibicién del radical DPPH (IC50). En este método se
logré observar que los materiales que tuvieron mayor eficiencia frente al radical DPPH fueron los
materiales T14-1, T14-2 y T15-1 los cuales contaron con valores entre 21.6 y 20.64 umolET/g,
altos valores de inhibicion del radical DPPH también han sido encontrados en materiales
genéticos como ICS 01 y I-21. Los materiales que tuvieron menores valores de inhibicién pueden
ser comparativos a clones como el ICS 95 y SCA-12 que cuentan con dicha similitud (Amudhan &
Apshara, 2015).

El creciente interés en la evaluacion de la actividad antioxidante en matrices complejas se ha
dirigido al desarrollo de nuevas metodologias y/o la mejora de los conocidos. El método ORAC
tiene en cuenta tanto porcentaje de inhibicidn y tiempo de inhibicién del radical peroxilo, es por
ello por lo que se ha usado como tercer método de medicidon del contenido de capacidad
antioxidante de los 27 materiales que se evallan en este proyecto. Este método nos permitié
observar datos obtenidos entre 7029 y 17292 umolET/100 g, dichos resultados se encuentran
dentro del rango de lo reportado por otros autores (Wu, Ou & Prior, 2006; Zapata, Tamayo &
Alberto, 2013). Finalmente cabe resaltar que los diferentes materiales evaluados tienen una
actividad antioxidante superior a la gran mayoria de frutas y hortalizas reportadas.

Finalmente, con el fin de verificar la calidad sensorial de los materiales recolectados se hizo una
evaluacidn sensorial junto con a un panel entrenado, el cual evalué diferentes caracteristicas a
nivel de aroma y sabor, dicho panel destacd los atributos de los materiales se encontraron
atributos deseables como el sabor a cacao, floral, frutal y nuez.

Componente 2. Manejo agronémico

De acuerdo con consideraciones tedricas, el calcio tiene mayor fuerza de adsorcién que el cadmio,
y éste mayor que la del magnesio. Cuando las concentraciones de calcio son altas, es decir, las
relaciones Ca/Mg tienen valores altos, el calcio desplaza completamente al cadmio de los sitios
de intercambio, y si las concentraciones de cadmio disponible son altas, llevaria a una mayor tasa
de absorcién por las plantas. Igual ocurre cuando las concentraciones de magnesio son altas,
normalmente muy superiores a las que presenta el cadmio. Pese a que el cadmio se adsorbe con
mayor fuerza sobre las superficies sélidas del suelo, por simple accién de masas y por
competencia, el cadmio serd desplazado de los sitios de intercambio por los &tomos de magnesio,
y tomado por las plantas. Se propone que sdélo cuando se logra un equilibrio Ca/Mg, dentro de un
rango muy estrecho de variacién, el cadmio puede absorberse en cantidad suficiente para evitar
ser absorbido por las raices de las plantas de cacao. Esta hipdtesis debe evaluarse con
experimentos posteriores.

62



Cabe sefalar, por ultimo, que el manejo agronémico se considera la forma mds econdmica y
eficiente de mitigar el estrés por cadmio, y, por tanto, con base en los resultados de los presentes
ensayos, la aplicacion de hongos micorricicos solos o en conjunto con ciertos niveles de cal
dolomita podrian ayudar a reducir la absorcién y acumulacion de cadmio en el cultivo del cacao.

En los cinco genotipos de cacao, hubo una tasa creciente de acumulacion de cadmio, tanto en
hojas como en raices. Pero la mayor acumulaciéon ocurrié en las raices, con una menor
traslocacion hacia las partes aéreas de la planta, en este caso las hojas, tal como lo informaron
Stritsis & Claassen (2013). También se ha reportado que la acumulacion del cadmio en el cacao
es mayor en las hojas que en los granos como lo sefialan Gramlich et al. (2018). Ademas, la
respuesta es dependiente de la cantidad de cadmio aplicada al sustrato. Retamal-Salgado et al.
(2017), encontraron que, en suelos enriquecidos con tasas crecientes de cadmio, el rendimiento
no se vio afectado; pero los tejidos vegetales mostraron diferencias en la concentracién de
cadmio y también hubo diferencias de extraccidon entre los cultivares. Arglello et al. (2019),
también encontré que cuando se afiade mas cadmio al sustrato, mayor es el contenido de este
elemento en la planta. Cuando se analizé el contenido de cadmio en las hojas entre los genotipos;
en el CCN-51 se reportd los niveles mas altos y varié desde 0.01 hasta 5.32 mg de cadmio/100 g
de materia seca (ms), para el testigo y el tratamiento con la dosis mds alta de cadmio (150 ppm),
respectivamente. El menor contenido correspondié al POUND-7, en la que se registré valores de
0.02, 1.56, 2.17 y 3.56 mg de cadmio/100 g de ms para las dosis de 0, 50, 100 y 150 ppm de
cadmio, respectivamente. El contenido en las raices fue mayor comparado con las hojas, pero
también varia, segun el genotipo. En el CCN-51 se reportd los niveles mas bajos y varié desde 0.04
hasta 12.46 mg de cadmio/100 g de materia seca (ms), para el testigo y el tratamiento con la dosis
mas alta de cadmio (150 ppm), respectivamente. El mayor contenido correspondié al POUND-7,
en la que se registro valores de 0.04, 4.56, 17.61 y 32.15 mg de cadmio/100 g de ms para las dosis
de 0, 50, 100 y 150 ppm de cadmio, respectivamente.

Componente 3. Innovacién y desarrollo de nuevos productos

Las bacterias esporogénicas participan durante la fermentacién del cacao al ser capaces de
producir una variedad de compuestos quimicos que contribuyen en el grado de acidez de los
granos de cacao durante el proceso (Schwan & Wheals, 2004).

En el presente estudio, el maximo nivel poblacional de las bacterias esporogénicas se observé en
los fermentos de la T3. El maximo nivel poblacional de este grupo microbiano se da en las fases
mas tardias de la fermentacién (alrededor de los 5-8 dias), en las que condiciones como pH (entre
4-5), temperatura (por encima de los 45°C) y nivel de oxigenacién alcanzan valores 6ptimos para
su crecimiento (Schwan et al., 1986). Sin embargo, pueden estar también presentes en etapas
mas tempranas de proceso (Sarbu & Csutak, 2019).

Los fermentos analizados en el presente estudio mostraron una amplia diversidad morfolégica de
este grupo microbiano, al poder detectarse colonias de diferentes tamafios, formas y coloracién.
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En funcién a dicha diversidad, se selecciond una cepa representante de los diferentes morfotipos
detectados para la correspondiente

Dentro del género Bacillus, las cepas mostraron estar relacionadas filogenéticamente a las
especies B. circulans, B. aryabhattai, B. paramycoides,B. albus, B. wudalianchiensis, B. subtilisy B.
megaterium. La presencia de este género bacteriano en la fermentacién ha sido ampliamente
descrita y reportada. Su maximo nivel poblacional se da en fases tardias de la fermentacién, en la
cual la principal actividad metabdlica es producir proteinas proteoliticas cuya accidén proporciona
al grano de cacao sabores y olores desagradables, pero que podrian aportar en el sabor con la
produccién de compuestos saborizantes tales como 2,3-butanodiol y acidos orgédnicos (Ardhana
y Fleet, 2003).

B. aryabhattai ha sido aislado por primera vez de muestras de aire sobre atmosférico en criotubos
de coleccion, y se encuentra filogenéticamente relacionado a B. megaterium (Shivaji et al., 2009).
Ha sido aislado de diferentes ambientes, tales como suelo y rizosfera (Pailan et al., 2015; Mesa et
al., 2015). Dicha especie posee una gran capacidad metabdlica al ser reportada como promotora
de crecimiento de plantas (Park et al., 2017). Asi también, se ha reportado que una cepa de dicha
especie es capaz de producir compuestos aromaticos de manera natural tales como la vainilla y
4-vinylguaiacol, y de presentar actividad celulasa, lactasa, lipasa y pectinasa (Paz et al., 2016),
haciendo de esta especie relevante a nivel biotecnoldgico.

B. paramycoides y B. albus son especies capaces de crecer a temperaturas alrededor de los 40 °C,
y que a nivel taxonémico pertenecen al grupo de Bacillus cereus (Liu et al., 2017), siendo
reportado este ultimo participe en el proceso de fermentacidn del cacao junto con B. subtilis, B.
megateriumy B. pumilus (Ardhana y Fleet, 2003; Nielsen et al., 2007; Pereira et al., 2012).

Por otro lado, B. subtilis ha sido identificado presente en sistemas de fermentacion en Ghana y
Malasia (Carr et al., 1979; Carr y Davies, 1980). En particular, se ha reportado que la produccién
de 2,3, 5, 6 tetrametil pirazina por parte de Bacillus es uno de los mayores componentes
aportantes de aroma del cacao (Serra, 2005). Asi también, la importancia del género Bacillus
radica en su accion complementaria de despectinizacion de la pulpa en fases mas tardias del
proceso fermentativo (Ouattara, Reverchon, Niamke, y Nasser, 2011).

B. wudalianchiensis, aislada por primera vez por Li et al. (2017) a partir de muestras de grass, y
actualmente reclasificada como Pseudobacillus wudalianchiensis, es una especie capaz de crecer
entre los 10y 60°C (Verma et al., 2019). Dichos valores aluden a la capacidad de dicha especie de
estar presente en el proceso de fermentacién del cacao, el cual se caracterizd, de acuerdo con el
registro, de encontrarse entre los 45 y 49 °C. Sin embargo, aun no se tiene informacién o reporte
de la participacién de esta especie en el proceso de la fermentacion del cacao.
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Se identificd también la presencia de cepas de los géneros Lysinibacillus. El género Lysinibacillus
ha sido identificado en diferentes procesos de fermentacion (Chettriy Tamang, 2015; Chakrabarty
et al.,, 2014). L. telephonicus se encuentra filogenéticamente emparentada a la especie L.
sphaericus. En el caso particular del cacao, dicha especie ha sido reportada en diferentes estudios
en Brasil, Ghana, Malasia, Trinidad, Indonesia y Republica Dominicana (Ardhana y Fleet 2003;
Schwan y Wheals 2004; Camu et al. 2007; Lagunes Galvez et al. 2007; Nielsen et al. 2007,
Daniel et al. 2009; Pereira et al. 2013). Algunas cepas de este género han sido detectadas como
endoégenas de la planta de cacao, y que presentan una accidon antagonista frente a fitopatégenos
tales como Phytophthora capsici, Moniliophthora roreri, y M. perniciosa (Melnick et al., 2011).
Por otro todo, L. macroides se encontrd cercanamente emparentada a L. boronitolerans (fig. 8),
la cual ha sido originalmente aislada de productos fermentados de soya en Corea (Nam et al.,
2012).

Desde la antigliedad el chocolate era consumido de manera exclusiva por placer, sin embargo,
con el transcurrir de los tiempos y con el estudio realizado en su composicion y beneficios que
pueden presentar, investigadores han concluido que productos desarrollados en base a cacao
muestran efectos favorables a la salud humana (Latif 2013; Smith 2013). Esto ha permitido que
se proyecten y realicen numerables estudios clinicos y epidemioldgicos, que han concluido que al
consumir de manera regular productos derivados del cacao se puede tener efectos que
prevengan la expresion de enfermedades crdnicas como; enfermedades cardiometabdlicas,
canceres, cardivasculares y enfermedades neurodegenerativas (Beg et al. 2017; Castell, Yuan et
al., 2017), ademas, tienen una elevada actividad antioxidante y de la inhibicion de ciertas enzimas
incluidas las que participan en el desarrollo de procesos inflamatorios (Latif 2013; Tomas-
Barberan et al. 2007), que se relacionan con la disminucidn del riesgo de eventos cardiovasculares
al disminuyendo la presidon arterial, ejerciendo efectos metabdlicos y antiateroscleréticos, asi
como mejorando la funcidon endotelial (Aprotosoaie et al. 2016; De Araujo et al. 2016). Estos
compuestos bioactivos presente en los granos de cacao y otras partes del vegetal permiten pensar
en el desarrollo y fabricacion de alimentos funcionales y nutracéuticos.

Componente 4. Transferencia de conocimiento y tecnologia.

La investigacion realizada en cacao es muy importante a nivel mundial, el interés por esta especie
ha crecido en los ultimos afios considerando las dindmicas del mercado. Por lo anterior existid
una respuesta muy positiva a las convocatorias realizadas en forma presencial y virtual logrando
la meta de beneficiarios definida en el proyecto.
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Conclusiones

e En general, los suelos de las zonas cacaoteras analizadas, tanto del departamento del
Tolima como del Huila, asi como de las regiones peruanas, son suelos con capacidades
medias y buenas para la produccion del cultivo del cacao, en particular, por sus
condiciones de fertilidad quimica. Segun los resultados de clima y topografia, ambas zonas
productoras en Perd y Colombia, presentan condiciones climaticas y topograficas dptimas
para la produccidn de cacao, siendo posible la ampliacion de la frontera de este cultivo,
considerando los materiales seleccionados en el proyecto por su buena calidad.

e las zonas productoras de Cusco y San Martin presentan caracteristicas similares para la
produccién del cultivo de cacao, considerandose zonas homodlogas por lo que pueden
establecerse materiales semejantes considerando una buena productividad y calidad.
Para Peru se seleccionaron tres arboles con caracteristicas diferenciadas de productividad
y calidad organoléptica.

e En Colombia, se logré la identificacién de ocho materiales, cuatro en cada departamento,
fue posible generar zonas homologas para estos materiales, sin embargo, los materiales
encontrados en Huila pueden replicarse Unicamente en ese departamento, en cambio los
materiales encontrados en el departamento del Tolima, pueden buscar ser replicados en
otras zonas de la regién bajo estudio. Es necesario continuar con estudios agronémicos de
estos materiales.

e Los productores de cacao del Huila, en comparacién con los localizados al sur del
departamento del Tolima, especialmente, demuestran un mejor nivel de competitividad,
dada su capacidad de organizacion, mayor posibilidad de acceso a insumos agricolas y
mayor conocimiento de practicas agrondmicas adecuadas para sus cultivos. Esta situacidn
se presenta en el Pery, donde las zonas productoras de Mariscal Caceres y Tocache,
evidencian un mayor nivel de competitividad que los productores de Cusco, debido a las
mismas variables de estudio.

e En Colombia, muchos de los productores utilizan insumos quimicos, especialmente
insecticidas, sin contar con asesoria técnica y/o conocimiento profesional, lo cual los
expone a riesgos de salud publica que deben evitarse. Esta mala practica podria ademas
tener efectos ambientalmente nocivos. En el caso del Peru, solo se evidencid utilizacién
de insumos quimicos en la region del Cusco.

e Los genotipos estudiados tuvieron una respuesta variable a las diferentes dosis de cadmio
probadas. No hubo efecto significativo sobre el crecimiento y los valores alcanzado en las
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variables evaluadas corresponden al potencial genético de cada uno de ellos. La capacidad
de absorcién de cadmio varié de un genotipo a otro. POUND-7 absorbié mas cadmio y el
CCN-51, mucho menos. Generalmente, la mayor concentracidn de este elemento se
presentd en las raices; pero en ningun caso, se observaron sintomas de fitotoxicidad.

El andlisis de varianza multivariado no arrojo diferencias estadisticas significativas entre
los efectos de los tratamientos aplicados sobre las variables MFR, MFT, MFH y AP, ni en el
caso de las interacciones ni tampoco en el caso de los factores principales. Independiente
del tratamiento aplicado al suelo en el que crecieron las plantas de cacao bajo condiciones
de invernadero, el crecimiento de las mismas no se vio afectado por la dosis de cadmio
adicionado al suelo, incluso cuando se alcanzé 10 mg kg%, no obstante, la inoculacién con
hongos micorricico arbusculares, solos o en combinacién con cal dolomita, disminuyd la
concentracion del cadmio a nivel de las hojas, lo que permite proponer esta practica como
una estrategia agrondmica para reducir la absorcion de este elemento en suelos con altos
niveles de contaminacion.

El proceso de fermentacidn es un sistema dinamico en donde la conversion de diferentes
sustratos se realiza constante producto de la actividad microbiana, dicha actividad hace
que cambios en las condiciones fisicoquimicos se den en el sistema, lo cual promueve a su
vez la sucesiéon microbiana de determinados géneros bacterianos en particular.

El presente trabajo permitio el estudio de la dindmica poblacional microbiana participe en
el proceso de fermentacion de granos de cacao, observandose una predominancia en
diversidad del grupo de levaduras y bacterias acido lacticas (BAL) en los primeros dias del
proceso, mientras que en las fases mas tardias la predominancia pertenecid al grupo de
bacterias esporogénicas.

Asi también, la cuantificacién de poblaciones microbianas permitié el aislamiento de
diferentes cepas de levaduras, BAL y bacterias esporogénicas, todas ellas participes en el
proceso de fermentacion, obteniéndose informacién acerca de la diversidad fenotipica
presente en cada grupo microbiano en estudio, detectandose en el caso de las levaduras
cepas morfoldgicamente similares a los géneros Candida y Saccharomyces. Por otro lado,
a nivel molecular, se pudo identificar la presencia de diferentes géneros microbianos
relevantes tales como Lactobacillus, Pediococcus, Bacillus, Lysinibacillus vy
Rummeliibacillus en las diferentes muestras de fermentos de granos de cacao, los cuales
participan activamente en la fermentacion y transformacion de la quimica del grano de
cacao de la zona de Tocache.

La presente informacidn resulta relevante para el entendimiento de la microbiologia del
proceso de fermentacion del cacao de la zona de Tocache - San Martin, asi también el
estudio de la diversidad taxondmica permitid identificar los principales géneros
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microbianos que se encuentren implicados a nivel microbioldgico y bioquimico, asi como
la posibilidad de encontrar especies nuevas potenciales que puedan estar implicadas en
el proceso.

La encapsulacion de polifenoles de cacao es una alternativa innovadora que permitiria
incursionar en nuevos nichos de mercado de mayor valor agregado, con un producto que
garantiza un elevado contenido de compuestos bioactivos, ya sea para consumo directo o
para el enriquecimiento antioxidante de matrices alimentarias. Todos los polvos
obtenidos presentaron una elevada CA de acuerdo con los valores ORAC, a pesar de que
se presentd un efecto negativo de la temperatura sobre la CA en el secado por aspersién,
por lo que se recomienda emplear 140°C como temperatura de secado.

Al Comparar los valores de PT y CA de liofilizacién y secado por aspersion, la primera
metodologia tuvo valores superiores para las cuatro variables evaluadas en comparacion
a la segunda, sin embargo, se debe considerar el tiempo y el consumo energético
necesario para obtener el producto, siendo el secado por aspersidon una técnica mas
rapida y menos costosa en estos dos aspectos, ademds de que permite obtener
microencapsulados con geometria esférica, la cual garantiza una mayor proteccidn en el
encapsulado en especial si se desea incorporar en productos agroalimentarios.
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RECOMENDACIONES

Instalar una red de estaciones meteoroldgicas en las zonas productoras de cacao que
permita realizar estudios de Modelos de Cambio Climatico para conocer la variabilidad
climatica hasta el afio 2100, considerando que el cultivo de cacao es muy susceptible a
sequia. Es necesario continuar con el monitoreo de los suelos para una caracterizacién
agricola de las nuevas areas a incorporar. Continuar estudios agrondmicos para siembras
de los materiales seleccionados, incluir estudios de materiales resistentes al cambio
climatico.

La importancia del problema del cadmio en cacao sugiere la necesidad de continuar
investigando en este tema. Se deberia evaluar la capacidad de absorciéon de una mayor
cantidad de genotipos que se puedan usar como patrones en este cultivo. Deberian usarse
otras técnicas, como las soluciones nutritivas para conocer mejor los mecanismos de
absorcién y evaluar pardmetros fisioldgicos, asociados con el estrés por cadmio y la
resistencia a este elemento. La complejidad de este problema sugiere realizar
investigaciones con enfoque multidisciplinario que considere todos los eslabones de la
cadena de valor del cacao.

La fermentacidon es una de las etapas mas criticas del procesamiento de cacao, es
necesario continuar con las mejoras tecnoldgicas, incluyendo el uso de indculos de
microorganismos aislados en las regiones productoras, asi como mejores adaptaciones a
los prototipos incluyendo material de relleno dentro de las llantas que garanticen mayor
aislamiento y mejorar el control de temperatura.

El desarrollo de productos para extraccion de flavonoides de cacao sin fermentar, es una
posibilidad muy alta para los mercados nacionales, se requiere estandarizar el proceso a
escala banco e industrial, estudiando otras técnicas que garanticen la actividad
antioxidante y a menor costo que la liofilizacién.
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