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RESUMEN

Se cuantificd los precursores aromaticos durante la fermentacion cultivo-dependiente de
cacao criollo organico (Theobroma cacao L.) procedentes de tres zonas geograficas
(Copallin, Tolopampa y Guadalupe) y dos tipos d fermentacion (esponténea y cultivo-
dependiente) se cuantificaron mediante Espectroscopia Raman los siguientes precursores
aromaticos: alanina, fenilalanina, isoleucina, leucina, sacarosa, fructosa y glucosa. Se
observo que durante a fermentacion los aminoacidos tienden a aumentar su contenido,
mostrando mayor concentracion en la fermentacion con cultivo-dependiente que en la
espontanea; mientras que en los azlcares se muestra una degradacion entre las 48 y 120
horas y una tendencia a disminuir de la sacarosa y la glucosa y a aumentar de la fructosa
durante el proceso de fermentacion de igual manera se muestra mayor degradacion de
azucares en la fermentacion cultivo-dependiente; en el analisis de componentes
principales se pudo observar que las muestras con fermentacion cultivo dependiente
muestran mayor cantidad de agrupaciones lo cual indicaria que existen diferentes
componentes segun el tiempo de fermentacion del grano Por su lado el lugar de
procedencia se observé un mejor desarrollo de precursores aromaticos en la muestras

procedentes de Tolopampa.

Palabras claves: Precursores aromaticos, fermentacion, aminoacidos, azucares
reductores
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ABSTRACT

The aromatic precursors were quantified during the culture-dependent fermentation of
organic criollo cacao (Theobroma cacao L.) from three geographical areas (Copallin,
Tolopampa and Guadalupe) and two types of fermentation (spontaneous and culture-
dependent) were quantified by Raman Spectroscopy. the following aroma precursors:
alanine, phenylalanine, isoleucine, leucine, sucrose, fructose and glucose. It was observed
that during fermentation the amino acids tend to increase their content, showing a higher
concentration in the culture-dependent fermentation than in the spontaneous one; while
in sugars there is a degradation between 48 and 120 hours and a tendency to decrease in
sucrose and glucose and to increase in fructose during the fermentation process, in the
same way, greater degradation of sugars is shown in the fermentation culture- dependent;
In the principal component analysis, it was possible to observe that the samples with crop-
dependent fermentation show a greater number of groupings, which would indicate that
there are different components depending on the fermentation time of the grain. On the
other hand, the place of origin observed a better development of aromatic precursors. in

the samples from Tolopampa.

Keywords: Aromatic precursors, fermentation, amino acids, reducing sugars
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I. INTRODUCCION

En la actualidad la produccién mundial de cacao se centra en los continentes de Africa,
Asia 'y América con una produccion total de 68%, 15% y 13% respectivamente (Jagoret
et al., 2017; Tardzenyuy et al., 2020). Las variedades de cacao cultivados se clasifican en
tres grupos: Trinitario, Forastero y Criollo (Adeigbe et al., 2021); este Gltimo representa
entre el 7 y el 10% de toda la produccion de cacao y se cultiva en paises de Sudamérica
como: Colombia, Venezuela, Ecuador y Peru (Delgado-Ospina et al., 2020). EIl cacao
criollo es conocido como fino de aroma (Delgado-Ospina et al., 2020) debido a sus
caracteristicas sobresalientes por sobre las otras variedades, mismas que hacen de este un
producto muy atractivo para el mercado internacional (Brunetto et al., 2020; Cuadra,
2020). Se estima que un 75% de las exportaciones peruanas de cacao pertenecen a esta
variedad y se produce en las regiones nortefias del pais como: San Martin, Amazonas y
Cajamarca (Ministerio de Desarrollo y Riego.,2020)

Las caracteristicas de los granos de cacao dependen de factores como el genotipo vy el
lugar de cultivo; sin embargo, hay otras caracteristicas que se desarrollan y dependen
directamente de las practicas de post cosecha entre ellas: la fermentacion (Hinneh et al.,
2018). La fermentacion en los granos de cacao es un proceso espontaneo debido a que el
mucilago que recubre el grano es rico azicares como: la glucosa, fructosa y sacarosa
(Kouamé et al., 2021) los cuales son hidrolizados en los primeros 3 dias de fermentacion
(72 horas) por bacterias acido lacticas (LAB) convirtiendo la glucosa y fructosa en acido
lactico y posteriormente mediante la accion de baterias acido acéticas y una reaccién de
oxidacion en acido acético (John et al., 2019; Viesser et al., 2021) esta Gltima al ser una
reaccion exotérmica genera cambios en el medio de cultivo como el aumento de la
temperatura y disminucion del pH estos fendmenos activan enzimas presentes en los
granos y que juegan un papel muy importante en la formacion de precursores aromaticos
(Dominguez-Pérez et al., 2020; John et al., 2020)

Los aminoacidos son producto de la degradacion de las proteinas presentes en el cacao
(D’Souza et al., 2018; Voigt et al., 2018). Durante el segundo y tercer dia de fermentacion
(Dominguez-Pérez et al., 2020) estas proteinas son hidrolizadas por las enzimas presentes
en el grano en cadenas mas cortas de aminoacidos (Deus et al., 2018; Dominguez-Pérez

et al., 2020; John et al., 2020) teniendo como predominantes al finalizar la fermentacion
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a la leucina, fenilalanina, alanina e isoleucina (Brunetto et al., 2020; Fang et al., 2020).
Tanto a los aminoécidos como a los azucares reductores se les conoce como precursores
del flavor, esto debido a que en presencia de temperaturas que superan los 100 °C, son
los responsables de la reaccion de Maillard la misma que genera el flavor caracteristico y
agradable del chocolate (Hinneh et al., 2018)

La cantidad de componentes volatiles formados durante el tostado depende directamente
de la cantidad de amino &cidos y azucares formados durante la fermentacion, es por ello
de gran importancia que este proceso se realice de forma adecuada si se desea obtener
granos de alta calidad (Apriyanto, 2017; D’Souza et al., 2018; Rawel et al., 2019) ; sin
embargo adn existen deficiencias al realizar este proceso porque no se conocen los
parametros bajo los que ocurren el mayor nimero de reacciones que desencadenan la
aparicion de precursores. Ademas, se debe considerar que existen una relacién entre el

lugar donde se cultivan los granos y el método de fermentacion (Kumari et al., 2018)

Existen diferentes métodos para determinar aminoacidos entre ellos: cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC), cromatografia liquida-deteccidon espectrométrica de
masas en tandem (LC-MS / MS), cromatografia de gases-deteccion espectrométrica de
masas (GC-MS) y espectroscopia de reflectancia del infrarrojo cercano (NIRS) e
infrarrojo medio (MIR) (Lihao et al., 2019; Qiu et al., 2020) La Espectroscopia Raman
es una técnicas no destructiva y mucho mas confiables y sencilla de realizar que los
demés métodos estandares para el analisis de aminoéacidos (Nekvapil et al., 2018); esta
técnica permite realizar estudios cualitativos y cuantitativos en cantidades pequefias de
muestras (Bumbrah & Sharma, 2016)

De esta forma el objetivo del presente trabajo fue cuantificar los precursores aromaticos

en fermentacion cultivo-dependiente de cacao criollo organico (Theobroma cacao L.)”
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Il. MATERIAL Y METODOS

2.1.Area de estudio

La investigacion se desarrollé en la Cooperativa de servicios multiples APROCAM
ubicado en la Car. Bagua - Copallin Km. 4 - Provincia de Bagua - Region Amazonas
- Pert, donde por medio de sus productores de la zona alta, media y baja siendo estas:

Copallin, Tolopampa y Guadalupe respectivamente.

2.2.Material

Se trabaj6 con cacao criollo organico procedente de los productores de la Cooperativa
de servicios multiples APROCAM ubicado en la Car. Bagua - Copallin Km. 4 -
Provincia de Bagua — Regién Amazonas — Peru. Considerante tres zonas altitudinales:
zona baja a Guadalupe, zona media Tolopampa y zona alta a Copallin; el cacao fue

sometido a fermentacion por 7 dias durante los cuales se muestre6 cada 12 horas.

Los granos fueron separados de la pulpa y colocados en tubos falcon de 50 ml y
almacenadas en nitrogeno liquido para su posterior traslado al laboratorio de post

cosecha de la UNTRM donde fueron ultra congeladas hasta el siguiente procedimiento.

2.3.Disefio del estudio

Tabla 1

Arreglo de datos

Fermentacion

Tiempo de fermentacion (horas)

Lugar Encoco 0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156 168
Espontanea (CI) 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 38R 3R 3R
1 “Controlada(CD) 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R B3R 3R 3R 3R
Espontanea (CI) 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R
2 “Controlada(CD) 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R
Espontanea (CI) 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R
Controlada (CD) 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R

2.4.Métodos y técnicas

2.4.1. Fermentacion de cacao
Se realizo dos tipos de fermentacion, la espontanea y con cultivo iniciador

(Saccharomyces cerevisiae), el proceso dur6 7 dias durante los cuales se
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24.2.

2.4.3.

24.4.

muestrearon y controlando pH, temperatura y oxigeno disuelto cada 12

horas.

Para ambas fermentaciones se utiliz6 el método de cajones, para lo cual se
emplearon cajones de madera de aproximadamente 40 kg cada uno
recubiertos con aluminio, los cajones se taparon con sacos para concentrar
la temperatura en el interior; se hizo el “volteo” de cajones cada 48 horas
excepto el séptimo dia en el cual se finalizo la fermentacion y se retird el

cacao de los cajones a las 24 horas.

Para el acondicionar el cultivo iniciador se siguié el método descrito por
Chagas Junior etal (2021) con algunas modificaciones; la cepa de
Saccharomyces cerevisiae se activo en placas Petri que contenian Agar
YPD y se incub6 por 72 horas a 25 °C, para luego ser trasferidas a nuevas
placas y repitiendo el proceso hasta obtener la cantidad necesaria del
cultivo. Las levaduras activadas se enriquecieron con Buffered Peptone
Water y se afiadié a los cajones de cacao uniformemente.

Liofilizacion

Las muestras de cacao se liofilizaron a -84 °C y 0.008 bar de presién
durante 18 horas, tiempo en el que el grano alcanzd un porcentaje de
humedad entre 0-2% el cual se midi6 usando una balanza de humedad de
alta precision.

Desgrasado

Los granos liofilizados fueron molidos con la ayuda de un mortero para
luego ser desgrasadas con éter de petréleo por el método Soxhlet. Para lo
cual se pes6 7 g de muestra y se llevo al equipo que contenia en 110 ml de
éter de petroleo, se controlaron 8 sifoneadas por cada muestra. Luego se
dejaron reposar al ambiente para eliminar los restos del solvente (Ribeiro
et al., 2022).

Eliminacion de polifenoles

Se empled 0.5 g de cacao desgrasado con 5 ml de acetona, se llevd al vortex
por 5 min y luego a la centrifuga a 10 000 RPM por 10 min a 4 °C. Luego
se elimino el sobrenadante y se dejé reposar a temperatura ambiente para

eliminar los restos de acetona de las muestras (Li et al., 2021).
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2.4.5. Analisis de aminoacidos y azUcares reductores
Se analizaron las muestras por Microscopia con Focal Raman, para lo cual

se tomd 250 mg de muestra 'y se mezcl6 con 125 mg de éxido de titanio,
se formo una masa afiadiéendolo agua y se llevo al equipo para obtener los

espectros (Sebben et al., 2018).

2.5. Andlisis de datos

Los datos fueron analizaos mediante andlisis de varianza de una via (ANOVA) usando
el paquete estadistico R studio; asi mismo se realizd un andalisis multivariado,

empleando analisis de componentes principales (PCA) en software solomillo.
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I1l. RESULTADOS
3.1. Identificacion de estandares de precursores del flavor

En la figura 1 se muestran los espectros Raman de los estdndares de amino&cidos y
azucares reductores, como también del estandar interno usado oxido de titanio, como
se puede observar en la isoleucina se muestra la mayor intensidad de banda a los 560
cm™! mientras que la leucina a los 853.83 cm™! y 1348.58 cm™1, por su lado la
alanina presenta la mayor intensidad de banda a los 866.54 cm™! y finalmente la

fenilalanina 1011.45 cm™~1.

En el caso de los azlcares la sacarosa muestra la mayor amplitud de banda a los
860.19y 1135.55 cm™1, la fructosa a los 417.25; 860.19 y 1055.08 cm ™! y la glucosa
alos 556.36;417.25y 1086.15 cm™1. El estandar interno 6xido de titanio solo muestra
tres picos representativos mostrandose el empleado para calcular la concentracion en

ratios de los metabolitos a los 533.71 cm™1.
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Figural

Espectros de los estdndares de aminoacidos y azlcares reductores.
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3.2. ldentificacion de los precursores aromaticos en la muestra de cacao

En la figura 2 se muestra el espectro de una muestra de cacao y las amplitudes de
onda identificativas de los 4 amino&cidos estudiados y el estandar interno oxido
de titanio, siendo para la fenilalanina a los 840.04 cm™1; para la alanina 1316.94;
la leucina a los 1462.13; la isoleucina a los 1525.72 y para el 6xido de titanio a

los 533.71 ¢cm™1, se debe considera que existen pequefias variaciones en las
longitudes de onda de cada muestra.

Figura 2

Identificacion de aminoacidos en la muestra de cacao
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Intensity (counts)

En la figura 3 se muestra el espectro de una muestra de cacao y las longitudes de

onda en identificativas de los 3 azlcares estudiados, siendo esta para la sacarosa

a los 1098.61 cm™1; para la fructosa a los 1256.53 cm™1y para la glucosa a los

cm™ L.

Figura3

Identificacion de azlicares en la muestra de cacao
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3.3. Analisis de componentes principales (PCA)

En la figura 4 se observa el anélisis de componentes principales (PCA) para cada
tipo de fermentacion y tres lugares de procedencia en el caso de Copallin
fermentacion cultivo dependiente (fig. 4A) existen grupos ente los tiempos de
fermentacion: 1; 3; 4; 8; 9; 10 y 12 (12, 3, 48, 96, 108 y 120 horas) otro en los
tiempos: 3; 6; 9y 12 (36, 72 y 144 horas) y en los tiempos 11y 7 (132 y 204
horas) en la fermentacién espontanea (fig. 4B) en cambio, se observa una Unica
agrupacion en los tiempos: 2, 3, 4, 8, 11, 12y 13 (24, 36, 48, 96, 132, 144 y 156
horas). Por su lado en Tolopampa fermentacion cultivo dependiente (fig. 4C) se
observan agrupaciones entre los tiempos 6, 7, 8 y 10 (72, 84, 96 y 120 horas) y
otro grupo en los tiempos: 9, 11, 12 y 14 (108, 132, 144 y 168 horas); mientras
que en la fermentacion espontanea (fig. 4D) se observan grupos en los tiempos 1,
2,5 (12, 24 y 60 horas) y otro en los tiempos 8, 9y 13 (96, 108 y 156 horas).

En el caso de las muestras procedentes de Guadalupe en la fermentacion cultivo
dependiente se puede ver (fig. 4E) agrupaciones en los tiempos: 1,2,4,6,9 y 13
(12, 24, 48, 72, 108 y 156 horas) y en los tiempos: 8; 10; 11y 12 (96, 120, 132y
14 horas), por su lado en la fermentacién espontanea (fig. 4F) se formaron grupos
en los tiempos: 8;9; 11; 12y 14 (96, 108, 144 y 168 horas) también en los tiempos:
2;3;4y5 (24, 36,48y 60 horas) y en los tiempos 6 y 3 (72 y 36 horas).
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3.4. Precursores del flavor por tipo de fermentacion y lugar de procedencia

En la figura 5 se puede observar el comportamiento de los precursores
aromaticos para las muestras procedentes de Tolopampa y fermentacion cultivo
dependiente: la alanina, fenilalanina y fructosa mostraron un aumento al final el
proceso respecto al inicio, sin embargo, los puntos més altos de concentracion
se encuentran a las 96 y 48 para la alanina y fenilalanina respectivamente y la
fructosa mostro mayor concentracion en ratios a al final del proceso. Por su lado
la isoleucina, leucina, sacarosa y glucosa mostraron una disminucion de sus
concentraciones del final respecto al inicio mostrando concentraciones elevadas

durante el proceso: 144, 132, 132 y 156 horas respectivamente.

En el caso de la fermentacion espontanea se puede observar en la figura 6 que la
alanina, fenilalanina, fructosa muestran un aumento en su contenido después de
la fermentacion; sin embargo, sus puntos mas altos se observan durante el
proceso: 96, 48 y 168 horas respectivamente. En cambio, los precursores:
isoleucina, leucina sacarosa y glucosa muestras una disminucion en sus
concentraciones al final de la fermentacion respecto al inicio del proceso

teniendo sus puntos mas altos a las 144, 132, 156 0 horas de fermentacion
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Figura 5
Precursores aromaticos de muestras procedentes de Tolopampa y fermentacion cultivo dependiente
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IV. DISCUSION
4.1.1dentificacion Raman de espectros de los precursores aromatico

La espectroscopia Raman permite obtener espectros de las vibraciones dadas por la
fuerza y el tipo de enlaces quimicos que existen entre las moléculas (Guven et al.,
2019) es altamente efectiva para caracterizar estructuralmente proteinas y sus
unidades como los aminoacidos debido a su insensibilidad a la adsorcion del agua; es
decir que se puede caracterizar con la misma precision independientemente de su
estado (Schmidt et al., 2015). En los aminoacidos estudiados (fig. 1, 2y 3 ) la
isoleucina (fig. 1) muestra la mayor intensidad de banda en el espectro a los 549,79
cm™! ;mientras que en la literatura revisada estos valores se encontraron a los 540
cm™1 en estado sélido (Zhu et al., 2011), el pico ubicado a los 1525,72 cm™? (fig. 2)

permitio identificar la presencia de isoleucina en la muestra de cacao.

La leucina tiene mayor intensidad a los 853,83; 1348,58 y 1468 c¢m™! valores
similares se observaron en la literatura revisada en donde la isoleucina muestra mayor
intensidad de onda a los 1455 ¢m™! (Pazderka & Kopecky, 2017), se debe considerar
que pueden existir variaciones en el momento en que aparecen las vibraciones de los
espectros segun la marca del Espectroscopio Raman empleado para el analisis
(Sebben et al., 2018) la presencia de leucina en la muestra de cacao (fig. 2) estuvo

dada por el pico identificado a los 1462.13 cm™1.

Para la alanina (fig. 1) el pico representativo se muestra a las 866,54 cm™1, también
se muestran altas intensidades a las 410,58; 543,20; 1030,10; 1318,44; 1372,60 y
1472,60 cm™1; mientras que en investigaciones anteriores las intensidades mas altas
se mostraron a 806 y 852 ¢m™! (Aubrey & Thomas, 1991; Zhu et al., 2011). Las
vibraciones obtenidas en el espectro Raman de la alanina cambian con la temperatura
al llegar a los -193.15 °C cuando comienza a sufrir una transicion de fase de segundo
orden lenta desde la estructura tetragonal con el grupo de factores C4 a una estructura
presumiblemente monoclinica con el grupo de factores C2 (Silva etal., 2015);
mientras que a los 292.5 +- 1.5 °C la sefial de este aminoacido desaparece. En la

muestra de cacao se identificé a través del pico ubicado a 1316,94 cm™?! (fig 2).

La fenilalanina como se muestra en la figura 1 solo tiene un pico elevado y

representativo a los 1011,45 cm™2, resultados que coinciden con los obtenidos por

32



Freire et al (2017) los cuales observaron la mayor intensidad y muy notable a los 1003

cm™1, en la muestra de cacao se identificé la fenilalanina en el pico 840,01 cm™1!
(fig.2).

En el caso de los azlcares la sacarosa presenta mayor intensidad de banda en el
espectro a los 402 y 850 cm™?! (Guven et al., 2019) en nuestro caso estos valores se
mostraron a los 860,19 y 1135,55 cm™1 (fig. 1) y en la muestra de cacao se identificd
la sacarosa en el pico ubicado a los 1099 cm™! (fig. 3) . La fructosa segin
investigaciones previas muestra mayor intensidad de banda a los 627 cm™! (Guven
etal.,, 2019); 314 y 353 cm™! (Ozbalci etal., 2013) en este caso hay algunas
diferencias con los tiempos en los que se observan las mayores intensidades de banda
en nuestros resultados (figura 1) presentandose a los 417,25; 860,19 y 1055,08 cm ™!
(fig. 1) la diferencia se presenta generalmente por el tipo de equipo empleado para los
andlisis, en la muestra de cacao se identificé la fructosa en el pico 1252 cm™? (fig. 3).
En la glucosa se puede observar la mayor intensidad a los 406 y 542 cm™! (Guven
etal., 2019) acuerdo a nuestro resultados obtenidos se muestra en la figura 1 las
mayores intensidades de bandas para la glucosa a los 556.36; 417.25; 1086.15 cm™?!

y en la muestra se identifica la glucosa en el pico ubicado a las 1283 cm™? (fig. 3).
4.2.Anédlisis multivariado

El espectro Raman de una de las muestras analizadas con el estandar interno usado
oxido de titanio (T1O) se muestra en la fig. 4. La intensidad Raman relativa estuvo
dada por la division entre el area de los picos caracteristicos identificados de cada uno
de los precursores aromaticos y el area del pico caracteristico del estandar interno
usado (TIO) en cada espectro. En la fig. 4 se muestra el analisis de componentes
principales (PCA) para tres componentes; en el caso de Copallin y fermentacion
cultivo dependiente (fig. 4A) se representa en total el 31.12 % de la variabilidad de
los espectros Raman los cuales explican la variacion total, se puede observar dos
agrupaciones las cuales indican diferencias generales entre los diferentes tiempos de
fermentacidn y la composicion de la muestra. Se debe considerar que en los espectros
obtenidos por espectroscopia Raman existe desviaciones estandar altas debido a la
naturaleza del mismo analisis, como también al mismo estado de la muestra, debido
a su mezcla en solido con el estandar interno se puede tener puntos con mayor

concentracion y por lo tanto la luz emitida sera mayor (Sebben et al., 2018). En
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cambio, en la fermentacion espontanea (fig. 4B) se muestra un solo grupo y una
representatividad del 50.88% lo cual indicaria que no hay una mayor diferencia en la

composicion de la muestra durante la fermentacion.

En el caso de Tolopampa y fermentacion cultivo dependiente (fig. 4C) se formaron
dos grupos con una representatividad 42.27% en el caso de la fermentacion
espontanea (fig. 4D) también se formaron dos grupos que explican el 46.51% de la
variacion total. Para Guadalupe en la fermentacion cultivo dependiente (fig. 4E) se
formaron dos grupos con 46.21% de variacion total; en cambio, en la fermentacion
espontanea (fig. 4F) se formaron tres grupos con 46.56% de representatividad del
total. Como se observa el nivel de representatividad es bajo sin embargo se debe
considerar que el método empleado es altamente sensible y que toma mediciones a
nivel microscopico y por lo tanto se pueden mostrar diferencias incluso en las
mediciones hechas en diferentes puntos de la misma muestra, ademas en el estudio de
Diaz-Mufioz et al (2023) se obtuvieron niveles de representatividad de PCA similares

para aminoacidos.
4.3.Cuantificacion Raman de precursores del aroma del cacao

Las proteinas presentes en el cacao se hidrolizan por la accion de las enzimas en
cadenas mas cortas de aminoacidos (Deus et al., 2018; Dominguez-Pérez et al., 2020;
John et al., 2020) teniendo como predominantes al finalizar la fermentacion a la
leucina, fenilalanina, alanina e isoleucina (Brunetto et al., 2020; Fang et al., 2020) En
las figuras 3, 4, Al, A2, A3y A4 se muestran los resultados de la cuantificacion de
precursores aromaticos tanto para la fermentacion espontanea como para la cultivo
dependiente y las tres zonas de procedencia del cacao: Tolopampa, Copallin y
Guadalupe. Existe una tendencia creciente de la cantidad de alanina y fenilalanina
durante la fermentacion controlada en Tolopampa (fig 5A y 5B); por el contrario, la
leucina e isoleucina tienen una tendencia decreciente (fig. 5C y 5D). Con respecto a
los azlcares la sacarosa y la glucosa (fig. 5E y 5G) tienden a disminuir en su
intensidad contrariamente a la fructosa (fig. 5F) la cual muestra un aumento en su
concentracion al final del proceso. Ocurre lo contrario en fermentacion espontanea
(fig. 6) en donde se puede observar que la alanina y fenilalanina tienden a disminuir
durante la fermentacion (fig. 6A y 6B); en cambio la isoleucina y leucina (fig. 6C y

6D) muestran un aumento de concentracion al final de la fermentacidn. Los tres
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azucares estudiados mostraron una tendencia a creciente en este tipo de fermentacion
(fig. 6E, 6F y 6G) como ya se ha demostrado en investigaciones anteriores el uso de
cultivos iniciadores como levaduras ayuda a aumentar el nivel de degradacion de los

azucares presentes(Ooi et al., 2020).

En el caso de Copallin se puede observar que tanto la alanina, fenilalanina, isoleucina
y leucina (fig. Al) en la fermentacion cultivo dependiente presentan menor
concentracion al final de la fermentacién que al inicio; sin embargo, durante el
proceso se obtuvieron concentraciones elevadas en el caso de la alanina y la leucina
(fig. ALA'Y AlD) se observa un aumento considerable en sus concentraciones a las
24 horas, mientras que la fenilalanina (fig. A1B) a las 12 y 156 horas y la isoleucina
(fig. A1C) a las 156 horas de fermentacion. En el caso de los azlcares al finalizar el
proceso los tres azlicares mostraron una disminucion respecto al inicio del proceso y
puede observar la mayor degradacion de la sacarosa y glucosa a las 48 horas de
iniciada la fermentacion (fig. ALE Y AlF), mientras que la fructosa muestra menor
concentracion a las 36 horas de fermentacion, coincidiendo con la literatura que indica
que los azUcares se degradan entre las 0y 72 horas de fermentacion (Magalhdes et al.,
2017). En la fermentacion esponténea (fig. 2A) en cambio se observa una disminucion
en los cuatro aminoéacidos estudiados al final del proceso, sin embargo, la alanina e
isoleucina (fig. A2A y A2C) mostraron un aumento de sus concentraciones a las 24 y
156 horas de fermentacidn respectivamente. Se debe considerar que la cantidad de
amino&cidos presentes en los granos de cacao fermentados estan directamente
vinculados al proceso de fermentacién (Hue et al., 2016) de esta manera el uso de
levaduras como cultivo iniciador favorece el desarrollo de aminoécidos de forma
significativa (Santos et al., 2020); sin embargo no siempre el uso de levaduras
garantiza mejoras en la eficiencia del proceso tal como se observé en la investigacion
de John et al (2019) quienes observaron que el uso de Saccharomyces cerevisiae
favorece el crecimiento de las mismas en el medio de fermentacién, pero limita el de
las bacterias como las bacterias acido lacticas que también juegan un papel importante
durante la formacion de precursores del aroma; en el caso de los tres azlcares

estudiados, estos mostraron una tendencia disminuir durante el proceso.

En las muestras procedentes de Guadalupe y fermentacion cultivo dependiente (fig.

A3) se observo una tendencia a mantener concentraciones similares tanto al inicio

35



como al final de la fermentacidn para la alanina, isoleucina y leucina (fig. A3A, A3C
y A3D); las cuales mostraron sus puntos mas altos de concentracion a las: 24, 132y
60 horas respectivamente, por su lado la fenilalanina (fig. A3B) presentd una
tendencia a disminuir durante el proceso; en los azucares se puede observar una
disminucion en la sacarosa (fig. A3E) y aumento de la fructosa y glucosa (fig. A3F y
A3G). En la fermentacidn espontanea se puede observar una tendencia a disminuir de
alanina, fenilalanina y leucina (fig. A4A, A4B Y A4D) sin embargo durante el
proceso de fermentacion mostraron aumentos en sus concentraciones a las: 132, 108
y 12 horas de fermentacion, en cambio la isoleucina mostré una tendencia a aumentar
durante el proceso. Por su lado los aztcares mostraron una disminucion en la cantidad
de sacarosa y glucosa mostrandose una mayor degradacion de este ultimo a las 48
horas lo cual coincide con la investigacion realizada por Viesser et al (2021) los cuales
determinaron que la glucosa tiende a degradarse entre las 48 a 72 horas del inicio de
la fermentacion. La fructosa en cambio mostré una tendencia a aumentar al final de
la fermentacién respecto al inicio mostrando su punto mas bajo a las 96 horas, un
tanto temprano considerando que la fructosa tiende a degradarse después de las 120

horas de fermentacion (Viesser et al., 2021)

En la fermentacion cultivo dependiente no se han observado diferencias entre el
contenido de alanina en los tres lugares de procedencia al finalizar la fermentacion,
pero si durante el proceso donde las muestras procedentes de Guadalupe mostraron
un mayor contenido de este aminoacido con un promedio de 1.5 ratios, seguido por
Copallin y finalmente Tolopampa, la fenilalanina en cambio mostré resultados
similares tanto es su punto mas alto como al final del proceso. Por su lado la isoleucina
mostro mayor concentracion en las muestras procedentes de Tolopampa, seguido por
Copallin y finalmente Guadalupe y la leucina se puede observar el mismo fenémeno
El contenido de aminoacidos presentes en los granos de cacao fermentados estan
directamente vinculados al proceso de fermentacion asi se demostré en el estudio
realizado por Hue et al (2016) los cuales estudiaron el contenido de aminoacidos y
proteinas antes y después de la fermentacion de diferentes variedades de cacao de 7
paises y lo que encontraron es que existian diferencias significativas entre el
contenido de proteinas, mas no en el de aminoacidos después de la fermentacion esto
debido a que la este proceso se realizo bajo las mismas condiciones. Por su lado

Kumari et al (2018) estudiaron cacao provenientes de 5 continentes (fermentado y sin
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fermentar) y no se encontraron diferencias significativas en el contenido de proteinas
en las muestras sin fermentar; sin embargo, se encontraron diferencias marcadas en
el contenido de aminoacidos en las muestras de cacao fermentado; esto debido a que

fueron fermentadas en su lugar de origen y por ende bajo diferentes condiciones.
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V. CONCLUSIONES

El uso del cultivo iniciador Saccharomyces cerevisiae favorece la aparicion de
precursores aromaticos durante la fermentacion del cacao criollo orgéanico, favoreciendo
la aparicion de aminoacidos antes de los siete dias de fermentacion y la degradacion de
los azucares como la sacarosa y glucosa y un aumento de la fructosa; mismos al ser
sometidos a altas temperaturas durante el secado y tostado desencadenan la reaccion de

Maillard y el aromay sabor caracteristico del chocolate.
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VI. RECOMENDACIONES

Profundizar en el estudio de los precursores aromaticos durante la fermentacion del cacao
criollo; puesto que segln nuestros resultados obtenidos estos presentan mayores
concentraciones antes de los 7 dias de fermentacion de esta manera se puede optimizar el

proceso.

Realizar un estudio microbiol6gico como seguimiento al comportamiento del cultivo
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ANEXOS

Anexo 1. Comportamiento del cacao durante la fermentacion espontanea y controlada
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Figura A3
precursores aromaticos de muestras procedentes de Guadalupe y fermentacion cultivo dependiente

GUADALUPE

15 . . .
, A N B c D
. I . 15 B
£ . o .
i fue ¢
£ ] 2 . 8 S
i} i 2 . 2 H
E i g 3 4 4
1.0 I £ 2 . 5
z 1 504 2 ! 210
e I > % | 2
3 | i §°% i
£ o 5 £ / 5 [l '
c {
£ . F g i z food Y
g [ g £ ! 5 / N
205 CE £ 4 | £ \ \ © 3
: . 202 sosf | g5 | T -
T . o = = | ¢
2 [ : E £ ] ! Vo [/ .
3 . 4 § ’ . N k| @ I ® o o \ / - . .
. B, ] I ! & i i S td ‘H g
oo L Ny - . . H - -2,
13 . /M\Q,’f\*/}_{ !( ‘: - R . .
00 . 00 . 00{ . 0.0 . .
ToT Tz T3 TAOTEOT6 T OTE T9 TIO TN Ti2 TI3 T4 TO T T2 T3 T4 TS T6 T7 T8 T8 TIO TI1 T2 Ti3 TH4 To Tt T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 TI0 Ti1 TI2 T13 T4 TO T T2 T3 T4 T5 T8 T7 T8 T9 TID T11 T12 T13 T4
Fermentation time Fermentation time Fermentation time Fermentation time
04
. E . F . G
.
g1s P ] .
o 8 203
3 3 ]
@ I [
5 3 B
z 2 2
050
_u_:,m H o2
= E E
< . = H
: ) £ £ it
14 I 2 '3 \ /1
Zos{ . 2025 . Y \ “ o
k] +f / g 1 | 1 Lo
& [ | ; ., . 9 ) 8 ) ’+ .
he D o ' \} ) §
. Yy - ¥ / ) . b
' B I S I i . ! / : ‘.
00 . o 0004 00{ w— *
To Tt T2 T3 T4 T5 T6 Tr T8 T9 TI0 i1 Ti2 TI3 Ti4 ToOTH T2 T3 T4 TE Te T7 T8 T8 TI0 TIT T12 TI3 T4

Tnm

T2 T3 T4 T6 T& T7 T8 T9 TIO TN T12 T13 T14
Fermentation time

Fermentation time

50

Fermentation time



Relative Raman Intensity of Alanine

o

25

0.00

Figura A4

precursores aromaticos de muestras procedentes de Guadalupe y fermentacion espontanea

-

TOOTI T2 T3 T4 TS TE TT T TS TIOTIN T2 T13 Tid NA

Fermentation time

1.00 .

=
o

=
S

=
5

Relative Raman Intensity of Isoleucine

0.00

= o
@ =
1= >

o
by
S

Relative Raman Intensity of Phenialanine

0.00

GUADALUPE

TOTI T2T3 4TS

TOTI T2 T3TE TS Te 17 T8 T9TIOTI

TI2 T3 Ti4 NA
Fermentation time

Te T7 T8 T$ TI0 T
Fermentation time

o

P

Relative Raman Intensity of Leucine
@

.

T2 T13 T1d NA

=Y
=

<
>

Relative Raman Intensity of Fructose

00

08 .

=
=

=
i)

Relative Raman Intensity of Glucose

0.0 *

o

TO TI T2 T3 74 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12 T13 T14 NA T

Fermentation time

=

=

Relative Raman Intensity of Sucrose

00

Fermentation time

172 T3 T4 75 T6 T7 T8 T8 T10 T11 T2 T13 T14 NA

4

2

. G
T :
L
/ ‘\ .
S i
: ‘a \
. / v, " ‘,r
AN Y
DI ¢
v ,

T T

T2T3 T4 Ts To T7 T8 Te TIO T T2 T13 T NA

Femmentation time

51

T T2 T3 e TS Te T7 T8 T8 TO TI Ti2 T93 Ti4 A
Fermentation time



Figura A5
Siembra del cultivo iniciador (Saccharomyces cerevisiae)

Figura A6
Fermentacion de los granos de cacao y almacenamiento de muestras

Figura A7
Liofilizacién de las muestras de cacao
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Figura A8

Desgrasado y eliminacion de polifenoles de las muestras

Figura A9

Analisis de las muestras por Espectroscopia Raman
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