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RESUMEN

El cacao Criollo (Theobroma cacao L.) es de alta calidad y reconocido a nivel mundial,
se utiliza para elaborar chocolates finos. La mayor cantidad de compuestos aromaticos
se forman durante la fermentacion; por lo que, es la etapa mas importante del proceso.
Esta investigacion tuvo como objetivo identificar y estudiar la interaccion de
compuestos aromaticos especificos (CAE) de cacao Criollo en pulpa y grano;
generados durante fermentacion espontanea. Los granos fueron monitoreados cada 12
horas durante 7 dias, obteniendo 16 muestras con tres repeticiones (Tcoco, TO, T1, T2,
T3, T4, T5,T6, T7, T8, T9, T10, T11, T12, T13, T14). Los CAE fueron identificados
mediante microextraccién en fase sélida—cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (SPME-GCMS). El anélisis de componentes principales y
mapa de calor permitié agrupar los CAE de acuerdo con el tiempo de fermentacion,
encontrando que los CAE responsables de los aromas agradables (floral, citrico,
madera, rosas, miel, dulce, chocolate) se generan en los primeros 4 dias de
fermentacion y después de los 5 dias predomina la presencia de los compuestos
responsables de aromas desagradables para la calidad del grano (rancio, oxido). Se
concluye que 4 dias de fermentacion son suficientes para producir granos de cacao

Criollo de calidad aromatica adecuada.

Palabras clave: Cacao Criollo; Compuestos aromaticos especificos; Fermentacion
espontanea; SPME-GCMS.
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ABSTRACT

Criollo cocoa is of the highest quality and recognized worldwide. It is used to make fine
aroma chocolates. This research aimed to identify and study the interaction of specific
aromatic compounds of Criollo cacao (Theobroma cacao L.) generated during
spontaneous fermentation. The cocoa beans were monitored every 12 hours for 7 days,
obtaining 16 samples with three repetitions (Tcoco, TO, T1, T2, T3, T4, T5, T6, T7, T8,
T9, T10, T11, T12, T13, T14), to extract the volatile components between pulp and grain
for 3 repetitions, the solid phase micro-extraction technique, SPME-HS headspace was
used, the determination was made by Gas Chromatography / Mass Spectrometry (GC-
MS). Data analysis using the method of grouping precursors by families, heat map,
principal component analysis (PCA) and aromatic compound dynamics showed 47 aroma
precursors, 11 in fresh pulp, 17 in fermented pulp, 14 in fresh grain and 25 in fermented
grain, grouped into 7 chemical families: aldehydes, ketones, esters, alcohols, acids,
terpenes and terpenoids. Finally, it was concluded that the fermentation time has a
significant effect on the volatile components of Criollo cocoa, obtaining pleasant aromas
(floral, citrus, wood, roses, honey, sweet, chocolate) in the first 4 days of fermentation
and after 5 days predominate the presence of unpleasant compounds (rancid, rust).

Keywords: Theobroma cacao L., aromatic compounds, spontaneous fermentation
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l. INTRODUCCION

Los dos principales grupos botanicos de cacao son el Criollo y el forastero. El cacao
criollo representa solo el 5% de la produccion mundial, tiene un aroma agradable y
penetrante, por lo tanto, se considera de excelente calidad (Pallares-Pallares et al., 2016).
Las semillas de cacao fino se caracterizan por sus notas de aromas peculiares, no
detectables en la calidad del cacao a granel (Alvarez et al., 2016). Los aromas finos
incluyen fruta (frescas y pardas, fruta madura), floral, herbal y notas a madera, nueces y
caramelo asi como notas balanceadas de chocolate (Khairy et al., 2018). Ademas, los
compuestos volatiles sirven como indicadores para diferenciar el cacao fino de aroma 'y
determinar su calidad, los compuestos 2-pentanol y B-linalool estan relacionados con las
notas florales y hierba limon, respectivamente. En el trabajo realizado por (Qin et al.,
2017) se evalu6 muestras de granos fermentados secos de cacao, encontrando mayor
cantidad de 2-pentanol (49,61 + 13,92 ug/kg peso fresco) y p-linalool (8,21-40,63 pg/kg

peso fresco) en Criollo que en Forastero.

Tanto la fermentacién como el tostado se consideran las etapas mas importantes con
respecto a la formacion de aroma (Portillo et al., 2009). Durante la fermentacion se
producen los precursores del aroma, como aminoacidos libres, péptidos de cadena corta
y azucares reductores, a partir de los cuales se sugiere que se genera el aroma tipico del
cacao durante el proceso de tostado posterior (Frauendorfer & Schieberle, 2008). El
tostado es necesario para desarrollar el aroma, color y compuestos volatiles del chocolate
(Alvarez et al., 2016).

Sobre las sustancias volatiles especificas del cacao, la evaluacion sensorial del cacao
tostado revel6 notas de aroma a nuez mas o menos pronunciadas (Voigt et al., 2018). En
las almendras tostadas de cacao Criollo, los compuestos volatiles més relevantes son los
que agrupados por familias de compuestos quimicos, existiendo los alcoholes, pirazinas,
aldehidos, acidos y los niveles mas altos segun sus contenido influyen en la calidad

sensorial del cacao criollo (Alvarez et al., 2016)

El cacao Criollo contiene linalool y puede aumentar hasta ocho veces mas durante la
fermentacion, este favorece a la calidad aromatica y seria responsable de sus notas florales
(Afoakwa et al., 2008). (Rottiers et al., 2019) estudiaron la dinamica del sabor fino

durante la fermentacion mediante el analisis del azucar, el aminoacido libre y el perfil
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volatil, muestreando granos de cacao trinitarios ecuatorianos (Sacha Gold) después de 0,
18, 24, 48 y 66 h de fermentacion espontanea, donde se identificaron cuarenta volatiles,
incluidos 13 de tipo frutado y 12 de tipo floral, derivados de diversas vias metabolicas y
se asumid que algunos volatiles finos son derivados de la pulpa (linalol, B-mirceno,
acetato de 2-heptilo) o intrinsecos al grano (2-heptanol, 2-heptanona, 2-pentanol),
mientras que otros se generaron durante la fermentacion a través de sintesis microbiana
(2-feniletanol, alcohol isoamilico). Demostrando que la fermentacion del cacao es
esencial para la formacién de precursores de sabor y el desarrollo o la conservacién de

importantes compuestos de aroma fino.
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1. MATERIAL Y METODOS
2.1.  Lugar de procedencia

Los cocos de cacao fueron cosechados de un lote de cacao Criollo del centro poblado de

Llunchicate, Distrito de Cajaruro, Provincia de Utcubamba — Region Amazonas.

Figura 1.

Lugar de procedencia del material de estudio del cacao Criollo

CONPORCANQUI

Llunchicate
48]

BONGARA

BAGUA GRANDE

UTCUBAMBA

LONYA GRANDE
LUYA

LEYENDA /

- Puntode muestreo

—

Distritos

|:] Provincias

21



2.2.  Material de estudio

Los granos de cacao fueron extraidos de los cocos y acondicionados a fermentacion con
el apoyo del equipo técnico y las instalaciones de la Cooperativa de Servicios Multiples
APROCAM, Bagua, Amazonas, Per0, en lo cual se adquirié 16 muestras de 50 g c/u con
3 repeticiones, siendo 48 unidades de estudio. Estas muestras fueron extraidas con la
cooperacion técnica del equipo de investigacion del Instituto de Investigacion,
Innovacion y Desarrollo para el Sector Agrario y Agroindustrial de la Region Amazonas
(IIDAA), y enviadas al laboratorio de Biotecnologia, de la Facultad de Ingenieria y
Ciencias Agrarias (FICA) de la UNTRM, para congelarlas y conservarlas en su estado de
fermentacion. Luego fueron llevadas al laboratorio de Investigacion Fisiologia y
Biotecnologia Vegetal (FISIOBVEG), donde se realizaron los analisis de identificacion

de compuestos aromaticos especificos entre el grano y la pulpa del cacao Criollo.
2.3. Equiposy reactivos
Equipos

o Cromatdgrafo de Gases Agilent Technologies 7890B Series GC System, acoplado
a Detector de Masas (GC-MS), Agilent Technologies, USA.

. Balanza analitica SARTORIUS

o VWR Digital Heat Block

o Refrigeradora BORD

Solventes

o Agua Ultra Pura (0.054 uS/cm A 25°C)
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2.4.  Disefio experimental

Tabla 1.

Disefio de estudio

Disefio de estudio

Muestras Tcoco TO T1 T2 73 T4 TS5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 Ti12 Ti3 Ti4
t(horas) - - 12 24 36 48 60 72 84 9 108 120 132 144 156 168

UE=TxR

UE=16x3

UE=96

Donde:

T = muestras

R = repeticiones

UE = unidades de estudio

t = horas de fermentacion

coco = mazorca del cacao

2.5. Métodos y procedimientos

2.5.1 Indicadores de fermentacion

Las almendras de cacao se colocaron en cajones de madera para iniciar su fermentacion,
a las 0 horas se recogio 50 g de los granos de cacao criollo colocandole en una bolsa de
polipropileno y envasandole al vacio, siendo nuestra primera muestra con sus tres
repeticiones respectivas, cada una con su codigo de identificacion. Al mismo tiempo se
realizé la medida de pH, calculo de temperatura y la medicion de oxigeno disuelto (OD)

usando un medidor digital datalogger (Luttron, WA-2017SD, Taiwan), cuenta con 2
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cable-sensores, estos se sumergieron en el cajon de los granos de cacao para determinar
los parametros de fermentacion, esta informacién se almacena en una memoria CD con
formato Excel para su posterior andlisis de datos. Pasado las 12 primeras horas de
fermentacion se realizo el primer volteo de cajon, con la finalidad de homogenizar la
fermentacion con la presencia de oxigeno. Cada 12 horas hasta cumplir las 168 horas

repetimos el mismo proceso.
2.5.3. Indice de fermentacion

Para la determinacion de indice de fermentacion se utilizo el método de la Norma Técnica
Peruana (NTP 208.040 2008, 2008). Se seleccion6 100 granos de cacao cada 12 horas en
su tiempo de fermentacion, luego se realizé cortes longitudinales a cada grano utilizando
una navaja, en lo cual se hizo un analisis estricto visual de los cotiledones identificando

los colores violetas y pizarrosos

% IF= 100 - Granos Violetas- Granos Pizarrosos

Grano violeta: Grano con colores violeta.

Grano pizarroso: Grano presenta colores a verdoso, crema, amarillento lo cual indica falta

de fermentacion
2.5.4. Preparacion de muestras recolectadas

Se utiliz6 el método Extraccion con SPME (Micro extraccion en fase sélida) (Alvarez et
al., 2016), modificando las proporciones de acuerdo al tamafio del vial utilizado. Se
fragmentaron 5.7 gramos de cacao en grano fermentado en un mortero de porcelana y se
depositaron en un vial de 20 ml, mas 6 ml de agua ultra pura, los viales se cerraron

herméticamente con un tabique de butilo / teflon utilizando un sellador especifico.
2.5.3 Micro extraccion en fase sélida (SPME), acondicionamiento de las muestras

Para el analisis, se utilizo la fibra de SPME recubierta con una pelicula de Divinilbenceno,
Carboxano y Polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS) con un diametro exterior de 50/30
pum que fue acondicionada en el inyector del cromatédgrafo a 270 °C durante 30 min. La

muestra fue sometida a un termo bloque a temperatura de 50 °C por 15 min para el
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equilibrio del espacio de cabezay la muestra en el vial. Luego se expuso la fibra al espacio
de cabeza por 30 min a misma temperatura, segin (Alvarez et al., 2016) con algunas

modificaciones.

2.5.4 ldentificacién de compuestos aromaticos especificos por Cromatografia de
Gases/Espectrometria de Masas (GC-MS)

La separacion de los compuestos aromaticos especificos se ejecutd con un cromatografo
de gases Agilent 7890B Serie 11 acoplado a detector de masas MSD 5977B equipado con
una columna capilar DB-5MS Ul (60 m x 0.25 mm x 1.0 um). La temperatura del horno
se programé a 50°C/5 min; 4°C/min hasta 250 °C, siendo el tiempo de corrida 55 min. El
gas portador fue el helio con velocidad de flujo de 1.1 mL/min. La temperatura del
inyector (operado en modo split 1:1) y del detector fue de 250 °C. El tiempo de desorcion
de la fibra SPME fue de 5 min. El proceso se realiz0 tres veces por cada tratamiento de

pulpa y de grano.
2.6 Andlisis de datos

El analisis de datos de la investigacion se realiz6 mediante la utilizacion de software
Minitab version 17.0 para prueba de comparacion de medios en las 3 repeticiones. Se
utiliz6 el andlisis de varianza (ANOVA) de un factor, considerando un 30% de coeficiente
de variacién solo para 2 repeticiones. El analisis estadistico de la dinamica en todo el
proceso de fermentacion se realizd mediante el analisis de clister utilizando el R-

Software.
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I11.  RESULTADOS
3.1 Indicadores de Fermentacion: Temperatura, pH y Oxigeno disuelto (OD)

De acuerdo con el seguimiento con los indicadores de fermentacion, se observa que la
temperatura aumenté de manera progresiva desde las O horas hasta 84 horas de
fermentacion, estabilizandose desde este punto a 48°C. El pH aument6 desde O horas
hasta 96 horas en su punto maximo, alcanzando los 5.2/5.3 pH, posteriormente disminuy6
hasta 4.2 en las 168 horas. Por otro lado, el oxigeno disuelto inicio en 4.6 de pH, luego
baja proximo de llegar a 0 en las 24 horas de fermentacién, lo mismo sucede cada 4
periodos (48 horas), dado que se realizé el volteo de cajon del cacao criollo cada 2 dias,
entonces significa que hubo presencia de microorganismos anaerébicos (levaduras)
[Figura 2].

Figura 2.
Evolucion de los indicadores de fermentacion espontanea de granos de cacao Criollo,

comportamiento de la temperatura, pH y oxigeno disuelto.
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En el indice de fermentacion [Figura 3], se observo que la ratio 11 aumento hasta el 30%
en las primeras 12 horas de fermentacion, luego se ocasiona una disminucion hasta el 10
% en las 24 horas, posteriormente aumenta la fermentacion alcanzando el 28% en sus 120
horas, la ratio 111 aumenta su fermentacion alcanzando el 75% en sus 144 horas, luego

disminuye a 0 en las 156 horas y posteriormente se da una sobre fermentacion.
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Figura 3.

indice de fermentacion.
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3.2 ldentificacion de los Componentes Volatiles

Tabla 2.
Compuestos volatiles en la pulpa del cacao Criollo en funcién al tiempo de

fermentacion espontanea

Tiempo(h) Pulpa

coco 0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156 168
Grupo
Aldehidos 1 2 3 2 3 3 3 3 3 3 3 3 2 3 3
Ketones 3 21 3 3 3 3 3 3 2 2 2 2 2 1
Alcoholes 2 4 5 6 6 5 7 5 7 7 6 4 4 6 5 3
Esteres 2 910 12 10 10 9 11 9 10 100 7 7 6 6 6
Acidos 1 1 1 1 1 2 3 4 2 4 3 3
Terpenoides y 3 2 2 1 4 4 4 4 4 3 2 4 5 5 3
terpenos
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Tabla 3.
Compuestos volatiles en el grano del cacao Criollo en funcion al tiempo de

fermentacion espontanea.

Tiempo(h) Grano

coco 0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156 168
Grupo
Aldehidos 6 3 5 4 5 3 2 2 5 4 4 4 4 3 4 6
Ketones 3 32 3 3 3 3 3 3 3 3 2 3 3 2 2
Alcoholes 3 6 6 5 5 4 5 5 5 6 5 5 3 5 4 6
Esteres 7 7 6 7 8 8 7 9 10 11 10 9 7 7 6
Acidos 1 1 1 1 1 1 3 3 3 3 1
Terpenoid 2 1 2 2 2 2 1 2 1 3 1 2 2 2 3 3
esy
terpenos

Al agrupar los compuestos volatiles por su clase quimica. Se obtuvo 47 volatiles en
funcién al tiempo durante 7 dias de fermentacion espontanea, 11 en pulpa fresca, 19 en

pulpa fermentada [Tabla 2], 14 en grano fresco, y 28 en grano fermentado [Tabla 3].
3.3 Agrupacion de Precursores Aromaticos por Familias

Tabla 4.
Compuestos volatiles identificados en granos frescos y durante la fermentacion

espontanea de muestras de granos de cacao Criollo.

Tiempo Fresco Fermentado
de Compuesto Descriptor de Olor
retencion Pulpa Grano Pulpa Grano
Aldehidos
7.12  Isobutiraldehido Quemado, caramelo, cacao, verde, malta X
10,72  3-metilbutanal Chocolate X
11.14 2- Almendra, cacao, fermentado, avellana, X
metilbutiraldehido  malta
17,65 Hexanal Manzana, grasa, fresca, verde, aceite X
23.06  Methional Papa cocida, soja X
26.06 Benzaldehido Almendra amarga, azucar quemada, cereza, X X X
malta, pimiento asado
29,70  Fenilacetaldehido ~ Baya, geranio, miel, nuez, picante X X X
31,94 Nonanal Graso, floral, verde, limoén X X
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36.05

11,97
22.06
30,74

8,85
12.56
14.30
14.51

16.57
17.57
22.55
30,32
32,72

8,84
13.17
16.17
19,89

21,36
21.46

21,74
27.11

28,80

34,98
35,47
37,67

38,17
42,79
49.22
61,17

7,65
14,65
18,77
19,34

26,93
29,46
31,77
34,67
34,72
37,95

Decanal

Cetonas
2-pentanona
2-heptanona
Acetofenona
Alcoholes
Metilbutenol
2-pentanol
Alcohol isoamilico
2-metil-1-butanol

2,3-butanodiol
2-hexanol
2-heptanol
1-feniletanol
2-feniletanol
Esteres

Acetato de etilo
Acetato de propilo
Acetato de isobutilo
Acetato de 1-
metilbutilo

Acetato de isoamilo
Acetato de 2-
metilbutilo

Acetato de acetoina
Hexanoato de etilo

Acetato de 2-
heptilo

Benzoato de etilo
Octanoato de etilo
Fenilacetato de
etilo

Acetato de fenetilo
Decanoato de etilo
Laurato de etilo
Palmitato de etilo
Acidos

Acido acético
Acido isobutirico
Acido isovalérico
Acido 2-
metilbutanoico
Terpenoides y
terpenos

Mirceno

3-carene

Formiato de linalilo
Mentoén
p-menthan-3-uno
Pulegone

Floral, frito, piel de naranja, penetrante, sebo X

Fruta, picante X X
Queso, fruta, verde, nueces, especias X X
Almendras, flor, carne, mosto X X
X
Platano maduro fermentado X
Quemado, cacao, floral, malta
Aceite de pescado, verde, malta, cebolla,
vino
Dulce, florido
X
Dulce, citrico X X
Floral, miel, rosa X
Fruta, miel, lila, rosa, vino
Aromaético, brandy, uva X
Apio, floral, pera, frutos rojos
Manzana, platano, floral, hierba
Fruta
Manzana, platano, pegamento, pera
Manzana, platano, pera
Fruta
Céscara de manzana, brandy, goma de
mascar, fruta demasiado madura, pifia
X
Manzanilla, apio, grasa, flor, fruta
Albaricoque, brandy, graso, floral, pifia
Floral, fruta, miel, rosa
Flor, miel, rosa
Brandy, uva, pera
Floral, fruta, hoja
Cera
Acido, frutal, picante, agrio, vinagre
Quemado, mantequilla, queso, sudor, rancio
Queso, picante, sudoroso, rancio
Mantequilla, queso, fermentado, agrio
Balsamico, fruta, geranio, hierba, mosto X X
Limo6n X
Citricos, cilantro X X

Menta verde, fresca
Menta verde, fresca
Menta, genial

X X X

X XX XX XXXX X X X XXX

XXXX XXXX XX

XX XX X

X X X

X X X

X XXX X XX XX XXXX X X
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Entre los 47 compuestos volatiles [Tabla 4] encontrados se obtuvo 9 terpenos y
terpenoides, 9 aldehidos muestra mayor presencia en grano fresco y grano fermentado, 3
cetonas y 16 ésteres, presentes en pulpa y grano fermentado y 9 alcoholes y 4 &cidos que

tienen aparicion durante toda la fermentacion en pulpa y grano.
3.4 Analisis por Mapa de Calor de los Compuestos Volatiles

Mediante el mapa de calor, se observa 2 dimensiones, la primera de menos concentracion
(intensidad de color mas claro), y la segunda de més concentracion (intensidad de color
mas oscuro). En la fermentacion de pulpa y grano [Figura 4 y 5] desde las 0 horas hasta
las 96 horas se encuentra la presencia de componentes volatiles agradables, y desde las
120 horas las 144 horas hay generacion de aromas no agradables como rancio, acidos
malos y otros.
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Figura 4.

Mapa de calor de los compuestos volétiles encontrados en la pulpa durante la

fermentacion espontanea del cacao Criollo.
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Figura 5.

Mapa de calor de los compuestos volétiles encontrados en el grano durante la

fermentacion espontanea del cacao Criollo.
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3.5 Analisis de Componentes Principales

Figura 6.
Analisis de componentes principales de los compuestos volatiles encontrados en la

pulpa (b) durante la fermentacion espontanea del cacao Criollo.

b
-04 03 -0.2 01 00 01 02 03
i | 1 1 | 1 i | i 1
< - ™ Ethyl Acetate E g
2-Methylb d A
2-M -Methylbutanoic aci o
T0 e%ﬂ?mﬁ%ﬁg@d Isovaleric 44
N T2 K . T13
W s
e
Wé}f in acetate
& 2.fipyhRglaneate_ N Lo
- 7/ Henethyl acq
O -
= 3 / ot
Acetoph%cfne T8 -G
& 2-Pentaffone T6 T9
3 2~Methyl-1»bmanglﬂgf)é%en’y‘féma - T7 -Methylbutyl aceta
Isoamyl alcohol B S
Ethyl hexanoate NN |s0amyl acetate
ooyl acetate 1-Methylbutyl acetate
Py IsdEthtyl ploetgtacetate o
b ' p
T5
2-Pentanol
<
<
T T T T T
-4 2 0 2 4
PC1

33



Figura 7.
Anélisis de componentes principales de los compuestos volatiles encontrados en el

grano (b) durante la fermentacion espontanea del cacao Criollo.
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La clasificacion en grupos homogéneos de los componentes volatiles mediante el Analisis
de Cluster en la determinacion de componentes principales en pulpa y grano [Figura 6 y
7] nos muestra que desde las 0 horas hasta las 96 horas se agrupan componentes volatiles
agradables, y desde las 108 horas, hasta las 168 horas de fermentacion existe la presencia

de volatiles no deseables.
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3.6 Dinamica de los Principales Compuestos Volatiles

Figura 8.

Dinamica de los principales compuestos volatiles encontrados en pulpa y grano

durante la fermentacion espontanea del cacao Criollo.
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En el andlisis de la dinamica de los principales compuestos aromaticos especificos [Figura

8], los esteres son los que se encuentran en grandes porcentajes a comparacion de los

demas volatiles tanto en pulpa como en grano durante la fermentacion. Los &cidos son los

que en menor porcentaje se muestran durante las primeras 120 horas, posteriormente

aumentan por efecto de la sobre fermentacion de los granos de cacao.

35



IV. DISCUSION

El proceso de fermentacion de los granos de cacao es basico y fundamental, donde sucede
una serie de fermentaciones produciendo reacciones bioquimicas, enzimaticas Yy
microbianas (Castro-Alayo et al., 2019). En la fermentacion de esta investigacion, con la
remocion de los granos de cacao cada 12 horas, el oxigeno disuelto es inestable, aumenta
y disminuye por la presencia de levaduras, estos microorganismos son los que desintegran
la pulpa que rodea a los granos de cacao fresco, despolimerizando la pectina en las
condiciones anaerdbicas (sin oxigeno), llevando a cabo la fermentacion de los azucares

para producir etanol. (G. V. Pereira et al., 2019).

En la masa de granos, se da una reaccion exotérmica, produciendo una elevacion de
temperatura debido a la presencia de levaduras las cuales producen etanol, se oxidan para
formar acido acético (Counet et al., 2002). Los resultados obtenidos en temperatura
tuvieron un aumento desde las 0 horas hasta 84 horas y se estabilizé a 48 °C. En cuanto
al pH, muestra un aumento progresivo desde 0 horas hasta 96 horas en su punto maximo
hasta 5.3, luego disminuye hasta 4.2 de pH, a las 168 horas. EI aumento de pH se debe a
la evaporacion y oxidacidn excesiva del acido acético (Tran et al., 2015). Un pH mas alto
indica una fermentacién insuficiente de los granos de cacao (Rivera Fernandez et al.,
2012).

El indice de fermentacion aumenta desde el primer dia de fermentacion alcanzando hasta
el 60% en las 120 horas de fermentacion (Lares Amaiz et al., 2012). En la figura 3, el
ratio 111 fue el més eficiente, iniciando su fermentacion progresiva desde las 0 horas, y
Ilegando a una fermentacion del 75% en sus 144 horas, posteriormente sufre un declive
de fermentacion en las 12 horas siguientes para luego aumentar su velocidad de

fermentacion produciendo una sobre fermentacion.

Mediante el analisis de CAE por familias, se identifico 47 volatiles (Tabla 4) agrupados
por: ésteres, aldehidos, cetonas, alcoholes, acidos, terpenos y terpenoides entre pulpa y
grano del cacao Criollo. En los ésteres encontramos aromas a floral, citrico, nuez, frutas
y madera; en alcoholes aromas a verde y uva, y en terpenos se obtuvo con aromas a miel
dulce y menta. El aroma floral es proporcional a las de flores, incluyendo, ortiga, jazmin,

lila, diente de ledn y girasol (Farah et al., 2012).
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En la pulpa (Tabla 2), los CAE predominantes durante la fermentacion son los ésteres,
terpenos y alcoholes. Los ésteres y alcoholes muestran una significativa presencia durante
las 108 horas de fermentacion, después de este tiempo desaparecen. En cambio, en la
fermentacion del grano (Tabla 3), los ésteres inician con un bajo nimero de CAE y
aumentan en el tiempo de fermentacidn progresivamente hasta las 132 horas, después de
estas horas se observa una leve desaparicion de los mismos, mientras que los aldehidos,
alcoholes y cetonas presencian una estabilidad desde las 0 horas hasta las 132 horas de

fermentacion y posteriormente disminuyen.

Con la finalidad de llegar a conclusiones mas eficientes, también se realiz6 un analisis de
los volatiles mediante un mapa de calor para determinar los buenos y malos aromas en
funcién al tiempo de fermentacién. En la pulpa (Figura 4), desde las 0 horas hasta las 36
horas se obtuvo la presencia de ésteres, terpenos y alcoholes: con aromas a frutales y
dulce, también se encontré a la acetofenona, 2.3-butanediol, acetato de propilo, isobutilo,
acetato, acetato de isoamilo, laurato de etilo, isoamilo alcohol, 2-heptanona, formiato de
linalilo, 2-pentanona, octanoato de etilo, 2-methyl-1-butanol, decanoato de etilo, 2-
heptanol, hexanoato de etilo y mirceno. Entre las 48 horas, 120 y 132 horas de
fermentacion, se obtuvo a terpenos, ésteres y aldehidos: con aromas a chocolate, madera,
nuez, floral, frutas, almendra, malta, banana y uva se encontro a acetato de heptilo, p-
menthan-3-one, acetato de feniletilo, acetato de 1-metilbutilo, acetato de 2-metilbutilo,
mentona, fenil acetalheyde, 2-pentanol, acetato de etil penilo, 2-phenyletanol,
benzaldehido, nonanal y acetato de etilo. Todos estos CAE otorgan al cacao Criollo su
aroma agradable que lo caracteriza como fino de aroma. Después de las 132 horas (5 dias)
hasta las 168 horas de fermentacién encontramos la presencia de acidos con aromas a
oxido, rancio, maderay astringente, minimas cantidades de ésteres y terpenos con aromas
a frutas y flores como el acetato de etilo, 2-methylbutanoic, acido isobutirico, &cido
acetico, acetato de acetoina y pulegona. Por el contrario, estos compuestos volatiles son

considerados desagradables para la calidad aromatica del cacao Criollo.

En el mapa de calor del grano en fermentacion (Figura 5), muestra que desde las 0 horas
hasta las 132 horas de fermentacién, esta influenciado en grandes cantidades por los
ésteres con aroma a uva, brandy, frutas y manzana como el acetato de etilo, exanoato de
etilo, octanoato de etilo, acetato de propilo, benzoato de etilo, acetato de fenetilo,
fenilacetato de etilo, acetato de 1-metilbutilo, acetato de 2-metilbutilo, acetato de isoamilo
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y acetato de isobutilo; terpenos con aroma a fruta, geranio y citrico como el mirceno y
formiato de linalilo; aldehidos con aroma a chocolate y miel como el 3-metilbutanal,
fenilacetaldehido y 2-metilbutiraldehido; alcoholes con aroma a citrico, dulce, rosas y
malta como el 2-heptanol, 1-feniletanol, 2-pentanol, alcohol isoamilico; cetonas con
aroma a fruta, verde y nuez como el 2- heptanona, 2-phentanone. Luego de las 132 horas
(5 dias) hasta las 168 horas de fermentacion, los volatiles mas encontrados son los acidos
con aroma a acre, agrio, vinagre, rancio, queso y quemado, minimos cantidades de ésteres
con aromas a frutas y geranio como el acetato de 2-heptilo, acetato de acetoina; aldehidos
con aroma a azlcar quemado, malta y almendra amarga como el benzaldehido. En los 2
andlisis de mapa de calor, pulpa y grano del cacao Criollo se observa que en las primeras
132 horas de fermentacidn desde el tiempo 0, se aprecia aromas agradables a miel, frutas,
flores, almendra, entre otros. Los aromas mas dominantes en el cacao criollo son a dulce,
afrutados y maltosos que se presentan en las primeras horas de fermentacion, Acierno et
al. (2016). Los acidos isobutirico y &cidos isovalérico confieren un aroma a rancio y
jamon, estos se forman enzimaticamente a causa de una sobre fermentacion (Ziegleder,
1990). En los resultados obtenidos, después de las 132 hasta las 168 horas de
fermentacion en pulpa y grano, se aprecio volatiles desagradables en grandes cantidades
como el &cido acético, acido isovalérico y 2- &cido metilbutanoico con aromas a rancio,
acre, quemado, amargo Y agrio, los acidos isobutirico y propionico resultan ser volatiles
no convenientes para un buen cacao con buenos aromas (Serra Bonvehi & Ventura Coll,
2002). Por lo que podemos mencionar que tanto en pulpa como en grano, los aromas
desagradables que afectan la calidad aromética del cacao Criollo se generan a partir de

los 5 dias de fermentacion.

De acuerdo con el anélisis de componentes principales tanto para pulpa (Figura 6) y grano
(Figura 7), el PC1, esta constituido por el mas alto porcentaje volatiles, el PC2 compone
la menor cantidad. Desde las 0 horas, el primer grupo situado en el eje negativo con las
primeras 36 horas de fermentacion, mostré una gran cantidad de ésteres con aroma a
frutas y flores como el octanoato de etilo, hexanoato de etilo, decanoato de etilo, acetato
de 2-heptilo, acetato de etilo y 2-pentanona; &cidos volatiles como formiato de linalilo.
Entre las 60 y 96 horas de fermentacion nos muestra el segundo grupo, con ésteres de
aroma a fruta como acetato de propilo, fenilacetato de etilo y laurato de etilo; terpenos
con aroma a fruta y menta como el mirceno y p-menthan-3; alcoholes de aroma a miel y

dulce como el 1-feniletanol y 2,3-butanodiol. En el eje positivo, encontremos al tercer
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grupo de fermentacion entre las 108 y 168 horas, influenciado por &cidos con aromas a
rancio, queso, quemado, acido isobutirico, &cido isovalérico y 2- &cido metilbutanoico;

ésteres con aroma a cera como palmitato de etilo.

En la Figura 7, el PC1 eje negativo, se encontré al primer grupo de fermentacion desde
las 0 horas hasta 24 horas, con la presencia de esteres con aroma a fruta como el acetato
de etilo y octanoato de etilo; aldehidos con aromas a miel, fruta y cocoa, como el
fenilacetaldehido y 2-metilbutiraldehido; terpenoides de aroma a flores y frutas como el
mirceno. En el segundo grupo del eje negativo desde las 36 hasta las 84 horas de
fermentacion, predominan mas los alcoholes, cetonas, y ésteres con aroma a vino, nuez,
banana madura, almendra, rosas y malta como el 2-methyl-1-butanol, alcohol isoamilico,
el 2-feniletanol, 2-pentanol, 2-heptanone, acetophenona, hexanoato de etilo y acetato de
propilo. En el eje positivo, el tercer grupo, entre las 96 - 132 horas encabezan mas los
ésteres con armas a floral, cereal, fruta, nuez, manzana y pifia como el benzoato de etilo,
acetato de fenetilo, acetato de isoamilo, 2- acetato de metilbutilo, acetato de 1-metilbutilo

y acetato de isobutilo.

El cacao criollo debe sostenerse en tiempos suficientes de fermentacion para evitar la
apariciéon de aromas no deseados ni astringentes, que limiten disfrutar del aroma fino
(Rottiers et al. 2019). En el grupo numero 4 del PCI, entre las 132-168 horas de
fermentacion, el PCA encontrd que resaltan los componentes de la familia acidos, con
aromas a rancio, vinagre, oxido y quemado como el 2- &cido metilbutanoico y &cido
isovalerico, en muy pocas cantidades encontramos a ésteres florales como el acetato de
acetion, terpenos frutales como el mirceno y aldehidos con aroma a chocolatec como el
3-metilbutanal, esos resultaos afirman que en la sobrefermentacion se generan aromas no

deseados.

Para conocer el desarrollo y comportamiento de los CAE mas predominantes durante la
fermentacion, se analizd la dindmica de generacion de los CAE (Figura 8). El
fenilacetaldehido (Fig.8.a) aparece desde las 0 horas con un alto porcentaje de 18% en
grano, este se reduce aleatoriamente llegando a un 5%, en pulpa inicia con un porcentaje
de 4%, luego aumentd progresivamente hasta las 12 horas para luego disminuir
lentamente en 4% en sus 168 horas. En cambio, el benzaldehido en pulpa y grano
aparecen desde sus 0 horas de fermentacion con el 1% mostrando una estabilidad hasta

las 108 horas, luego se genera una elevacion hasta un maximo del 5% en las 168 horas de
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fermentacion, este es un alcohol de aromas no deseados: almendra amarga, azlcar
quemado, por lo que claramente se debe evitar las fermentaciones prolongadas. Estos
hallazgos coinciden con (Rodriguez-Campos et al., 2011) quien afirm6 que la
fermentacion méas adecuada se debe dar entre los 5 y 6 dias para evadir la formacion de

alcoholes amilicos que generen defectos astringentes de sabor

Los alcoholes como 2-pentanol en pulpa y grano (Fig. 8.b) revelaron un alto porcentaje
entre las 24 y 72 horas de fermentacion, en pulpa llegando por encima del 15 %, posterior
a las 72 horas disminuyen levemente siendo su cantidad cada vez menor. El heptano y 2-
feniletanol tanto en pulpa como en grano mostraron un promedio hasta 8% dentro de las
primeras 120 horas de fermentacion, posteriormente disminuyeron. Las cetonas (Fig. 8.c)
con aromas a dulce, miel, flor y manzana como el 2-pentanone, 2-heptanona y
acetofenona, en grano mostraron un porcentaje entre 5y 6% dentro de las 120 horas de
fermentacion. Por otro lado en pulpa el 2-heptanona y acetofenona tienen un 3% en las
primeras 132 horas, luego su cantidad se redujo hasta 2% al final de la fermentacion, en
cambio el 2-pentanone manifiesta hasta un 3% dentro de las 96 horas de fermentacion,
posterior a esta desparecid en la prolongada fermentacion hasta las 168 horas. Los ésteres
(Fig. 8.d), se encontraron en grandes porcentajes, mas en la pulpa que en los granos, en
pulpa desde las 0 horas alcanzan el promedio porcentaje de 7% disminuyendo hasta un
promedio de 4% en las 102 horas, y en grano hubo un aumento progresivo desde las 0
horas con el 1% hasta las 109 y 10 horas alcanzando el 6%, y posterior a este se estabiliza
el porcentaje de volatiles. Los acidos con aromas no deseados para el cacao Criollo (Fig.
8.e), como el &cido acético, tanto en pulpa como en grano mostraron un aumento
progresivo desde las primeras las 0 horas hasta las 168 horas alcanzando un 60%, asi
mismo el isobutirico y &cido 2-metilbutanoico, aparecieron después de las 96 y 108 horas,
con una presencia del 1%. Estos acidos no deseados son los que alteran los aromas del
cacao, la aparicion de aromas astringentes es mas notorio después de las 120 y 132 horas.
Cuando maés se prolonga la fermentacion, la probabilidad de aparicion de volatiles no
deseados es mayor, cuando el grano de cacao se expone a mas horas de fermentacion, los
acidos pueden migrar al grano afectando de manera irreversible su perfil aromatico
(Chetschik et al. (2018).

40



V. CONCLUSIONES

El anélisis de la fraccion volatil mediante SPME-GCMS permitié identificar 47
compuestos aromaticos especificos durante la fermentacion espontanea entre pulpa y
grano del cacao Criollo, teniendo la presencia de &cidos, cetonas, alcoholes, terpenos,
terpenoides, aldehidos y ésteres, siendo los ésteres una de las familias mas numerosas

encontradas.

Se concluye que el tiempo de fermentacion tiene un efecto significativo sobre los
compuestos aromaticos especificos del cacao Criollo, debido a que los resultados
mostraron una aparicion de aromas agradables predominantes de ésteres, terpenos,
cetonas, alcoholes y terpenoide, octanoato de etilo, fenilactato de etilo, acetato de fenetilo,
2-pentanone, 2-heptanone, acetofenona, 2-pentanol, 2-heptanol, mirceno (floral, citrico,
madera, rosas, dulce, miel, nuez, chocolate, fruta), desde las O horas hasta las 96 horas
que conforma un total de 4 dias. Posterior a este tiempo existe la formacion de compuestos
no agradables generados por &cidos como &cido isovalérico, isobutirico y aldehidos como
el benzaldehido (rancio, oxido, almendra amargo, cera, azlcar quemado) desde las 108
horas hasta las 168 horas, lo cual deteriora la calidad aroméatica del cacao Criollo o fino

de aroma.
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VI. RECOMENDACIONES

Debido a la creciente demanda del cacao fino de aroma como el cacao Criollo, reducir el
tiempo de fermentacion es crucial para lograr una mayor productividad, por lo que es
recomendable un tiempo de fermentacion espontanea de cuatro dias. Esta fermentacion
puede ser comparada con fermentacion controlada mediante cultivo iniciador y
diferenciar los compuestos aromaticos especificos que produce cada una de ellas y su

dinamica durante la elaboracion de chocolate.
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Tabla 5.

VIII.

ANEXOS

Valores presentados de Oxigeno disuelto (OD), grado de acidez (pH), temperatura, en

funcion al tiempo de fermentacion de cacao Criollo.

) Tiempo Fecha Hora oD pH Temperatura
Cadigo
(mg/L)
coco R1
coco R2
coco R3
t0R1 0 horas  8/05/2019  8:30p. 4.6 3.49 27
t0 R2 m.
tO R3
t1 R1 12 horas 9/05/2019  8:30 a. 0.6 4.57 28.2
t1 R2 m.
t1 R3
2 R1 24 horas 9/05/2019  8:30p. 0.3 4.44 35.9
t2 R2 m.
t2 R3
t3R1 36 horas 10/05/2019 8:30 a. 0.4 4.86 39.1
t3 R2 m.
t3 R3
t4R1  48horas 10/05/2019 8:30p. 2 491 40.4
t4 R2 m.
t4 R3
t5 R1 60 horas 11/05/2019 8:30 a. 2.9 4.7 42.3
t5 R2 m.
t5 R3
t6 R1 72 horas 11/05/2019 8:30p. 0.4 4.66 47.1
t6 R2 m.
t6 R3
t7 R1 84 horas 12/05/2019 8:30 a. 1 4.68 46.9
t7 R2 m.
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t7 R3
t8 R1
8 R2
t8 R3
t9R1
9 R2
9 R3
t10 R1
t10 R2
t10 R3
t11 R1
t11 R2
t11 R3
t12 R1
t12 R2
t12 R3
t13R1
t13 R2
t13 R3
t14 R1
t14 R2
t14 R3

96 horas

108
horas

120

horas

132

horas

144

horas

156
horas

168

horas

12/05/2019

13/05/2019

13/05/2019

14/05/2019

14/05/2019

15/05/2019

15/05/2019

8:30 p.

8:30 a.

8:30 p.

8:30 a.

8:30 p.

8:30 a.

8:30 p.

2.5

2.8

1.5

2.5

3.3

1.9

5.26

5.09

4.61

4.21

4.05

4.28

4.28

46.1

45.7

48.1

49.1

48.3

46.8

46.9
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Figura 9.
Comportamiento estadistico de oxigeno disuelto durante la fermentacion espontanea de

cacao Criollo.
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Figura 10.
Comportamiento estadistico de pH durante la fermentacion espontanea de cacao

Criollo.
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Figura 11.
Comportamiento estadistico de temperatura durante la fermentacion espontanea de

cacao Criollo.
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Figura 12.

Extracciéon de muestras en fermentacion para la medicion de pH, oxigeno disuelto y

temperatura.
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Figura 13.

Volteo de cajones cada 24 horas.

Figura 14.

Retirada de granos de cacao Criollo del congelador.
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Figura 15.

Granos de cacao Criollo en sus tres repeticiones.

Figura 16.

Separacion la pulpa del grano de cacao Criollo
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Figura 17.

Trituracion de grano de cacao en el mortero.

Figura 18.

Pesado de la pulpay del grano triturado en la balanza analitica.
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Figura 19.

Incorporacion de la pulpa pesada (5.79g) en el vial.

Figura 20.

Incorporacion del grano triturado pesado (5.79) en el vial.
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Figura 21.

Asignacién de cddigo a cada vial.

Figura 22.

Midiendo 6 ml de agua ultra pura con la pipeta graduada.
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Figura 23.

Incorporacion de a 6 ml de agua ultra pura a los viales con muestra.

Figura 24.

Estabilizando para el alcance de temperatura a 50 °C.

VWRELF® Digital Heatblock

cAuTioN /)
HOT TOP

4 Plate ® Probe
€ Actual @ Set-point
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Figura 25.
Equilibrio de la muestra y el espacio de cabeza a 50 °C por 15 min y extraccion de los

compuestos volatiles por SPME por 30 minutos a misma temperatura del equilibrio.

Figura 26.

Retirada de la fibra para la inyeccion.
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Figura 27.

Inyeccion la fibra en el puerto de inyeccion del cromatdgrafo.
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Figura 28.

Retirada de la fibra del puerto de inyeccidn después de 5 min de desorcion.
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Figura 29.

Visualizacion de los cromatogramas en el software MassHunter Data Analysis.
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