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Resumen

Los granos de cacao son altamente comercializados a nivel mundial, ya que es la materia
prima en la industria del chocolate. Uno de los procesos mas importantes por los que pasan
los granos de cacao es la fermentacion. En este proceso las levaduras, bacterias acido
lacticas y bacterias acido acéticas son introducidas espontaneamente o no en la pulpa de
cacao y son responsables de un conjunto de cambios fisicoquimicos que ocurre en los
granos, generando compuestos organicos volatiles (COV) y no volatiles que confieren
aromas y sabores caracteristicos al chocolate. En la presente tesis de investigacidon se
identifico y analizé la dindmica de los COV de dos variedades de granos de cacao, el cacao
nativo fino de aroma (CFA) y el clon comercial Coleccién Castro Naranjal 51 (CCN-51),
durante las 156 horas de fermentacidn espontdnea. Las técnicas utilizadas para extraer,
separar e identificar a los COV fueron: microextraccion en fase sodlida (SPME),
cromatografia de gases acoplada a un espectrémetro de masas (GC-MS) y la base de datos
de la biblioteca NIST 2017 (National Institute of Standards and Technology). Se identificd y
semicuantificd a 122 COV entre ambas variedades durante la fermentacidn espontanea, se
compararon las dinamicas de 20 COV con mayor presencia entre ambas variedades y se
realizé analisis de componentes principales. Se concluyé que la variedad CFA contiene
mayores concentraciones relativas de los compuestos aromaticos: afrutados, florales y
dulces (2-heptanol, éster etilico del acido benzoico, acetato de 2-heptanal,
bencenoacetaldehido, 2-heptanona, acetofenona, 2-nonanona y trans-.beta.-ocimeno)

gue cumplen un rol importante en la calidad del chocolate.
Palabras clave

Cacao, fermentaciéon espontanea, COV, SPME, GC-MS.

Abstract

Cocoa is highly traded and consumed worldwide as the essential raw material for

chocolate. One of the most important processes that cocoa beans go through is
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fermentation. In this process, yeasts, lactic acid bacteria and acetic acid bacteria are
introduced spontaneously or not in the cocoa pulp and are responsible for a set of
physicochemical changes that occur in the beans, generating volatile organic compounds
(VOC) and non-volatile organic compounds that confer characteristic aromas and flavors to
chocolate. In the present research project, the dynamics of the VOCs of fine aroma cocoa
(CFA) and the commercial clone CCN-51 were analyzed during the entire spontaneous
fermentation process, which lasted 156 hours, and the VOCs were analyzed using solid
phase microextraction (SPME) and gas chromatography coupled to mass spectrometer (GC-
MS) techniques. A total of 122 VOCs were identified and semi-quantified between both
varieties during spontaneous fermentation, the dynamics of 20 VOCs with the highest
presence were compared between the two varieties and principal component analysis was
performed. It was concluded that the CFA variety contains higher relative concentrations
of the aromatic compounds: fruity, floral and sweet (2-heptanol, benzoic acid ethyl ester,
2-heptanol acetate, benzeneacetaldehyde, 2-heptanone, acetophenone, 2-nonanone and

trans-.beta.ocimen) that play an important role in the quality of chocolate.
Keywords

Cocoa, spontaneous fermentation, VOC, SPME, GC-MS

. Introduccion

El cacao (Theobroma cacao) es un fruto de alto interés econdmico, agronémico y
comercial a nivel internacional. Desde la década de los 60 hasta el 2016, anualmente
se comercializd un promedio de 3,17 millones de toneladas a nivel mundial, ademas,
la exportacién en el Peru se ha incrementado desde el afio 2000 (1). En el 2020, la
produccién de cacao en el Peru fue de 160 289 toneladas, ubicandose en el noveno
lugar dentro de los 20 paises mas productores de cacao, y a nivel internacional se
produjo un total de 5,67 millones de toneladas (2), siendo los mas cotizado los cacaos
finos de aroma de los paises latinoamericanos debido a sus mejores caracteristicas
organolépticas.
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Las variedades de cacao son investigadas desde su origen geografico, su composicién
fisicoquimica y genética (3), ademas hay interés por el perfil de compuestos volatiles
que se generan durante los procesos post cosecha de los granos de cacao (4—-6) como
son los granos de cacao frescos, fermentados (6—8), secos (7,8), tostados (9) y en pasta;
incluso se estudia el perfil de compuestos volatiles para determinar la calidad del
producto final y el origen geografico de los granos de cacao después de adicionar otros
ingredientes para la preparacion de chocolates (3).

En el Peru se producen variedades nativas y extranjeras de cacao. Segun el Ministerio
de Desarrollo Agrario y Riego del Peru (2020), el pais cuenta con el 60% de la
biodiversidad de cacao a nivel mundial. En Amazonas, San Martin y Cajamarca se
cultiva el 9,4% de cacao nativo fino de aroma (también llamado cacao Criollo), el 53.3%
de Trinitario en Junin y el 37.3% de Forastero en Cusco y Ayacucho. Sin embargo, estos
ultimos departamentos también producen variedades de cacaos finos de aroma, como
por ejemplo la variedad de cacao nativo Chuncho de Cusco, cuya variedad presenta
diferentes caracteristicas agromorfoldgicas y cuentan con buenos perfiles de aromasy
sabores (10). Asi mismo, en una investigacion del 2020 en Perd, realizado en el Instituto
de Investigacion para el Desarrollo Sustentable de Ceja de Selva (INDES-CES), ubicado
en la cuidad de Chachapoyas, capital del departamento de Amazonas, se identificé a
146 ecotipos de CFA en 3 departamentos: Amazonas, San Martin y Cajamarca, siendo
Amazonas el departamento en donde se identificé a 139 ecotipos (11), los cuales
fueron caracterizados genética y morfoldgicamente, concluyendo que pertenecen a5
grupos genéticos diferentes, es decir, la poblacién de CFA no es homogénea (12,13),
pero no se estudid su perfil de compuestos volatiles. Conocer la dinamica de los
compuestos volatiles generados en la fermentacién espontanea de los granos de cacao
del departamento de Amazonas, puede proporcionar técnicas para evaluar la calidad
de los granos de cacao (7) y darle un valor agregado a este producto.

En estudios de Latinoamérica se evaluaron los COV producidos durante la etapa de
fermentacion de cacao, que es una etapa post cosecha inicial y una de las que mas

influye en la calidad del producto final (7,8,14,15). Las siguientes etapas post cosecha
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de importancia son el secado y tostado (16), en las cuales se forman las mayores
concentraciones de COV y no volatiles que confieren directamente aromas y sabores
agradables, esto debido a la deshidratacién durante el secado, por ende, a la
concentracion de COV, no volatil y a las reacciones de Maillard durante el tostado. Es
por ello que las clases y concentraciones de COV generados en los granos de cacao son
importantes indicadores de calidad (17).

En ese sentido, la presente investigacién, realizada en el INDES-CES, tuvo el objetivo
principal de diferenciar la dindmica de los COV generados durante el proceso de
fermentacion espontdnea de las variedades de cacao nativo fino de aroma y del clon
comercial CCN-51 del departamento de Amazonas, comparando sus perfiles
cromatograficos con el fin de identificar compuestos o cambios en sus concentraciones

gue indiquen mejores caracteristicas en el producto final.

Il. Marco teérico

1. Variedades comerciales de cacao
Existen 3 variedades genéticas principales de |la especie Theobroma cacao producidas a
nivel mundial: Criollo, Forastero y Trinitario (18). Segun la definicién de variedad en
botdanica, una variedad incluye muchas poblaciones con caracteristicas Unicas y no tiene
necesariamente un origen genético comun, sino que incluye un grupo de caracteristicas en
comun, como es el caso de las variedades de cacao. Por otro lado, segun el Cddigo
Internacional de Nomenclatura para Plantas Cultivadas, los cultivares son un grupo de
plantas seleccionadas artificialmente a partir de un cultivo mas variable con el objetivo de
fijar caracteres de interés (19), ademas, estos cultivares pueden ser clonados para su

produccién a gran escala, como por ejemplo el CCN-51.
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1.1.

Cacao nativo fino de aroma

La variedad de cacao nativo fino de aroma de diferentes paises de Sudamérica,
como de Peru, Brasil, Ecuador, Venezuela y Colombia, son los mas cotizados
debido a sus mejores propiedades organolépticas, con respecto a las demas
variedades. Sin embargo, los arboles de cacaos nativos finos de aroma, suelen
tener menor rendimiento y son mas susceptibles a plagas y enfermedades, por
ello, su produccion representa solo el 3% de la cantidad total de cacao en el

mundo (20).

En el Perd, los cacaos nativos finos de aroma son cotizados basados
principalmente en su calidad sensorial, sus descriptores morfolégico y su
denominacion de origen (21), pero poco se ha estudiado la ascendencia y la
estructura genética de los cacaos que se produce en los diferentes
departamentos del Peru. En esta Ultima década se estdn realizando
investigaciones con el objetivo de identificar el material genético de los cacaos
de alta calidad y con vista a realizar actividades de mejoramiento genético. El
Instituto Nacional de Innovacién Agraria (INIA) cuenta con una coleccién que
agrupa cacaos finos de aroma, como el cacao con denominacién de origen de
Amazonas (CFA), cacao Blanco-porcelana de Piura, cacao del Valle de los rios
Apurimac, Ene y Mantaro (VRAEM), cacao Chuncho de Cusco y los cacaos
nativos de Ucayali, Loreto y Satipo; coleccidn que representa un esfuerzo para

el desarrollo de actividades de caracterizacion del germoplasma (1).

Los avances para la caracterizacion genética ya se han comenzado en el
departamento de Amazonas. En el INDES-CES se publicd un estudio de
genotipificacion de cacao de 3 provincias del departamento de Amazonas:
Bagua, Condorcanqui y Utcubamba, en donde se concluyd que la variedad de

cacao nativo fino de Amazonas tiene ascendencias de cacao Nacional, Iquitos,
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Amelonado y Criollo (12). En otro proyecto de investigacién, desarrollado en la
Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH), se caracterizé a 11 cultivares
de cacao Chuncho de Cusco (cacao nativo con buen perfil de aroma y sabor)
mediante analisis genéticos, morfoldgicos, sensoriales, fisicoquimicos en pulpa
y pasta e incluso se realizaron analisis microbioldgico durante la fermentacion
de un cultivar llamado “Cascara de huevo” (10). Con respecto a los analisis
genéticos, se concluyd que la diferenciacion genética entre estos cultivares
podria estar relacionado con su ubicacion geografica, es decir, mientras mas

cercanos estén geograficamente, mas parecidos son genéticamente (10).

Por otro lado, se han realizado diferentes estudios para identificar los COV y
compuestos organicos no volatiles, como por ejemplo en los estudios de COV
de granos (tostados y en pasta) de cacao nativos finos de aroma de Amazonas
(CFA) y Cusco (Chuncho), se identificaron 2 COV en comun: 2,3-Butanediol y 3-
hidroxi-2-Butanona, los cuales confieren aromas afrutados, dulces y florales
(10,22). Se han identificado COV en las diferentes etapas post cosecha de cacao
nativo fino de aroma: fermentado, seco y tostado. En un estudio de COV del
cacao fino de aroma de Venezuela, se llegaron a identificar 69 compuestos
volatiles mediante la técnica de SPME-GC-MS, de los cuales los compuestos
mas relevantes fueron: 2-metilbutanal, 3-metilbutanal, 2,3,5,6-
tetrametilpirazina, acido acético y 2-heptanol (23), estos compuestos se
evidencian después del tostado de los granos de cacao, pero los precursores de
tales compuestos se producen desde el proceso de fermentacion. El 2-
metilbutanal, 3-metilbutanal y el 2-metilpropanal son algunos de los COV que
confieren al chocolate sabores afrutados y dulces (24,25). Por otro lado, la
acidez de los granos del cacao fino de aroma estd ligado al proceso de
fermentacion y los compuestos habituales son el acido acético y el 3-
metilbutanoico (26); en cuyo proceso las bacterias aerobias oxidan el etanol,

produciendo asi, acido acético.
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1.2.

1.3.

Forastero

La variedad de cacao Forastero, se caracteriza por tener un sabor amargo
fuerte y acido, pero es el mas utilizado en la produccién de chocolate, es menos
costoso y “representa el 80% del total de produccion mundial debido a su
mayor rendimiento y a su mayor resistencia a las enfermedades” (20). En una
investigacidon se reportd que las concentraciones mdas altas de compuestos
volatiles en la variedad Forastero son los siguientes: acido 3-metilbutanoico, 2-
(2-butoxietoxi) etanol, anetol y 2,4-pentanodiol y contiene pocas
concentraciones de COV que confieren caracteristicas organolépticas positivas

a los granos de cacao (5).

Trinitario

Trinitario es una variedad hibrida de Criollo y Forastero. En un estudio
filogenético se identificaron polimorfismos de nucledtidos Unicos (SNPs, Single
Nucleotide Polymorphism) y secuencias simples repetidas (STR, short tarden
repeats) para conocer el origen genético de la variedad Trinitario, comparando
patrones de polimorfismo con un conjunto de referencia de diez genomas de
cloroplasto completamente secuenciados (nueve fueron de T. cacao y un grupo
externo, T. grandiflorum), de los cuales solo tres haplotipos SNP estuvieron
presentes en los cultivares Trinitario muestreados y fueron los siguientes:
Criollo, Forastero del alto y bajo Amazonas, por lo cual, el estudio concluye que
la variedad Trinitario tiene un origen hibrido complejo de las variedades Criollo

y Forastero (27).

Los compuestos volatiles generados durante los procesos post cosecha, de

secado y tostado en Trinitario fueron, principalmente, el 3-metilbutanal y el
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feniletanol, los cuales contribuyen al sabor de chocolate con leche y al sabor

relativamente dulce en el licor de cacao (28).

En un estudio comparativo entre las variedades de cacao Trinitario, Criollo y
Forastero, se demostrd que la variedad Trinitario exhibié la mayor diversidad
de compuestos volatiles (media = 39.32 + 0.63), en segundo lugar, estuvo la
variedad Criollo (media = 37.67 + 0.87) vy, por ultimo, la variedad Forastero
mostré la menor diversidad de compuestos volatiles (media = 33.75 + 0.71)
(Figura 1) (5). En cuyo estudio hay evidencia de que la composicién y
concentracion de compuestos volatiles dependen de la genética de cada

variedad de cacao.

Figura 1. Grafico de caja-bigote que muestra el rango y distribucion de los compuestos

volatiles totales entre tres grupos morfogenéticos del cacao. Cr: Criollo, Fo: Forastero y

1.4.

Tr: Trinitario (5).
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CCN-51

La variedad CCN-51, es descendiente de un clon de cacao llamado “Coleccidon

Castro Naranjal 51”, cuya variedad fue desarrollada cruzando los siguientes
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genotipos de cacao (ICS95 x IMC 67) x Oriente 1, por el ecuatoriano Homero
Castro, en donde ICS95 es un cruce de genotipos de los cacaos Amelonado y
Criollo, mientras que IMC 67 es un genotipo de cacao de la provincia de lquitos
del alto Amazonas (29,30). La variedad CCN-51 contiene altas concentraciones
de aromas y sabores amargos y astringentes (30,31) pero una de sus ventajas
es que es resistente a plagas, enfermedades y a climas que varian
constantemente (16), por ende, hay menos pérdida de mazorcas de cacao con

respecto a variedades de cacaos finos de aroma.

En Amazonas-Peru se producen principalmente 2 variedades, la variedad de
cacao nativo fino de aroma y el CCN-51, ambas variedades siguen los mismos

procesos post cosecha pero se diferencian por su calidad (18).

2. Proceso de fermentacién espontanea de los granos de cacao

La fermentacién es una etapa de post cosecha que se desarrolla a partir de la
pulpa del cacao cuando los granos son extraidos. La pulpa, que contiene de 10-
15% de azlcares, actuard como sustrato para los microorganismos
naturalmente presentes en la muestra y en el ambiente. Esta etapa es
importante para la formacidon de COV que confieren aromas agradables y los

precursores de aromas y sabores en los granos de cacao (32).

En la fermentacién influyen factores bioldgicos debido al metabolismo de los
microorganismos (33), como las levaduras, bacterias acido lacticas, bacterias
acido acéticas, bacterias aerdbicas formadoras de esporas (34,35), las cuales
lideran este proceso y con ello influyen en los factores fisicos y quimicos (36).
Las levaduras predominan entre las 24 a 36 h de fermentacion, éstas convierten
los azucares en alcoholes en condiciones anaerdbicas; las bacterias acido

lacticas también estan presentes desde el comienzo de la fermentacion, con la
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diferencia que estas estan presentes abundantemente entre las 48 y 96 h, y son
responsables por convertir azlcares y acidos organicos en acido lactico; las
bacterias acido acéticas también estan presentes durante la fermentacién pero
predominan hacia el final, cuando aumenta la aireacion (debido a la remocidn
de cacao después de las 60 h aprox. y cada 24 h hasta el final de la
fermentacion), éstas bacterias convierten los alcoholes en acido acético y el
aumento de acidos es lo que causa la muerte del cotileddn de los granos de
cacao (37). En las ultimas horas de fermentacion las bacterias aerdbicas
formadoras de esporas estan presentes porque toleran las altas temperaturas
y producen compuestos quimicos que favorecen la acidificacién de los granos

de cacao (34) (Figura 2).

Los compuestos organicos metabolizados y generados por los microorganismos
influyen en los granos de cacao durante todo el proceso de fermentacion
(Figura 3), es por ello que también se estudia el tiempo de fermentacién de
cacao de cada variedad (8) ya que puede contribuir positiva o negativamente a

las caracteristicas sensoriales de los chocolates.

Figura 2: Esquema de la sucesiéon y predominancia de microorganismos en distintos
tiempos durante la fermentacidn de los granos de cacao. Las estrellas indican en qué dias

de fermentacion fueron mas abundantes los metabolitos y temperatura (38).
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Figura 3: Resumen de cambios quimicos provocados por los microorganismos durante el

proceso de fermentacién dentro de los granos de cacao (37).
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3. COV generados en la fermentacion de los granos de cacao

Los compuestos organicos volatiles y no volatiles del chocolate son generados
durante el proceso de fermentacién (6-8), el tiempo de secado (7,8), ya sea el
secado expuesto al sol o en ambientes acondicionados, y durante el proceso de
tostado de los granos de cacao (9). Estos son los procesos mas importantes a los
gue necesariamente deben someterse los granos, ya que son los que confieren
caracteristicas de sabores y aromas agradables y/o desagradables de las diferentes

variedades de cacao al chocolate.

Una de las caracteristicas mas estudiadas son los compuestos volatiles que se
obtienen durante la fermentacién de diferentes variedades de cacao, y en la
literatura cientifica se encuentran diferencias significativas de estos compuestos

entre distintas variedades de cacao. Por ejemplo, existen diferencias significativas
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de compuestos volatiles encontrados en el cacao hibrido CEPEC2004 y el PS1319.
En el primero, fueron detectados 2,3-butanediol y 2-metil-1-butanol, los cuales les
confiere sabor agradable y, en el segundo, las altas concentraciones de acidos
confieren caracteristicas sensoriales desagradables (4). En otra investigacién se ha
concluido que algunos compuestos volatiles que otorgan un aroma desagradable
fueron formados durante el proceso de fermentacién, sin embargo, su impacto en
el aroma final de los granos fermentados es bajo (14). Ademas, variedades de cacao
conocidos como finos de aroma fueron caracterizados por la presencia de
hidrocarburos que proporcionan aroma de madera o aceite verde, mientras que el
cacao Forastero presentaba bajas cantidades de estos compuestos (14). En un
estudio realizado en Ecuador, el licor de cacao de la variedad CCN-51 se caracterizo
por contener altas concentraciones de compuestos voldtiles indeseables,
clasificados como 4cidos, como el 4cido 2-metil propanoico, acido propidnico,
acido 3-metilbutanoico y acido acético, en comparacién con las variedades de

cacao Nacional de Ecuador (16).

Técnicas para el analisis de COV

Las técnicas usualmente utilizadas para evaluar los compuestos volatiles del cacao
son la microextracciéon en fase sélida (SPME) y cromatografia de gases acoplada al

espectrometro de masas (GC-MS).

4.1. Microextraccion en fase solida

La SPME es una técnica para extraer compuestos volatiles de una muestra, ya
sea una muestra sélida o liquida, haciendo uso del espacio vacio (mds conocido
por el término en inglés, headspace) del vial, y para aumentar su efectividad, la
fibra de SPME esta cubierta con una serie de capas poliméricas, que pueden ser
de los siguientes materiales: Poliacrilato, Divinilbenceno, Polidimetilsiloxano,

Carboxano, entre otros. La SPME se basa, segln su polimero de recubrimiento,
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en la absorcién y/o adsorcion de analitos (en este caso, compuestos volatiles)
y los polimeros en las diferentes fibras suelen tener distintos niveles de grosor
y porosidad (39). Con la técnica SPME, se realizan estudios comparando
distintas combinaciones de recubrimientos de la fibra de SPME para la
extraccién de compuestos volatiles o semivolatiles, polares o apolares, de
distintos alimentos, cuyos compuestos aromaticos son de interés. Por ejemplo,
la combinacion de Divinilbenceno, Carboxano vy Polidimetilsiloxano
(DVB/CAR/PDMS) permite extraer un alto nUmero de compuestos volatiles de
una muestra de café, en comparacion con la fibora SPME solo recubierta con
Polidimetilsiloxano y Divinilbenceno (PDMS/ DVB) o solo recubierta con

Polidimetilsiloxano (PDMS) (40).

4.2. Cromatografia de gases acoplada a espectrémetro de masas

La GC-MS es la técnica que comunmente es utilizada después de la SPME. El
cromatégrafo de gases se encarga de separar los compuestos volatiles que se
encuentran absorbidos o adsorbidos en |a fibra de SPME. Para ello, primero se
realiza la inyeccidn de la fibra SPME en el cromatdgrafo de gases y mediante un
gas de arrastre inerte junto con una alta y adecuada temperatura, estos
compuestos son desorbidos y pasan a la columna capilar, lugar en donde ocurre
la separacidn de los compuestos. Esta separacidn depende de las temperaturas
de ebullicién de cada compuesto, ya que se programa al cromatégrafo de gases
para que aumente la temperatura de una forma gradual. El detector de masas
se encarga de acusar la presencia de los compuestos generando una sefial que
es captada por softwares adecuados y convertida en un cromatograma. Con la
ayuda de softwares especificos, los compuestos detectados a partir de una

muestra pueden ser identificados y/o cuantificados con alta sensibilidad (41).
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lll. Pregunta de investigacidn, hipotesis y objetivos

1.

Pregunta de investigacién

¢Existen diferencias en la dinamica de los compuestos volatiles durante la
fermentacion espontanea, que confieren caracteristicas sensoriales relevantes al
chocolate, entre el clon comercial CCN-51 y el cacao nativo fino de aroma

producido en la zona nororiental del Perd?

Hipdtesis

Si existen diferencias en la dindmica de los compuestos volatiles durante la
fermentacion espontdnea, que confieren caracteristicas sensoriales relevantes al
chocolate, entre el clon comercial CCN-51 y el cacao nativo fino de aroma

producido en la zona nororiental del Peru.

Objetivos

3.1) Objetivo general:
Diferenciar la dinamica de los COV generados durante el proceso de
fermentacion espontanea de las variedades de cacao nativo fino de aroma

y CCN-51

3.2) Obijetivos especificos:
- Identificar y semicuantificar los COV de las variedades de CFA y del CCN-
51 durante el proceso de fermentacidén espontdnea.
- Comparar la dindmica de los COV generados durante el proceso de
fermentacion espontanea del CFA y del CCN-51.
- Correlacionar los COV generados en el proceso de fermentacion con la

calidad de los cacaos investigados.
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IV. Materiales y métodos

1. Material biolédgico de estudio

Granos de dos variedades de cacao: Cacao nativo fino de aroma (CFA), el cual consta
de una mezcla de genotipos de cacao nativos de la provincia de Utcubamba, del
departamento de Amazonas (12) (por ello no se mencionardn a cultivares especificos).
Y la variedad CCN-51, cuya variedad tiene como ancestros al ICS95 y IMC 67 (cultivares

de Ecuador) (16,30).

2. Lugar de muestreo

Los granos de cacao de ambas variedades fueron colectados en el distrito de Cajaruro,
provincia de Utcubamba, departamento de Amazonas - Peru. Los productores agricolas
extrajeron los granos de cacao de las mazorcas de las variedades de cacao fino de
aroma y del CCN-51. Aproximadamente se obtuvo 600 kg, entre granos y pulpa de
cacao, de cada variedad y en la Cooperativa Central de Productores Agropecuarios de
Amazonas (CEPROA-A), ubicada en el distrito de Cajaruro, se procedié a colocar la pulpa
y granos de cacao en cajones de madera para iniciar el proceso de fermentacién
espontanea. Se utilizd dos cajones, uno por cada variedad. El proceso de fermentacion

durd 156 horas, es decir, 6 dias y medio.
3. Toma de muestra

Para ambas variedades, las muestras fueron tomadas cada 12 h y el proceso de
fermentacion tuvo una duracién de 156 h. Antes de tomar la muestra a las 0 h de
fermentacion, se colocd a los granos de cacao en los cajones de madera (laurel), se
esperd 4 horas a que se escurra el liquido sobrante de la pulpa y se dejaron los cajones
destapados. Después de esperar las 4 horas, fueron tomadas 2 muestras de 100 g para
cada variedad y las masas de fermentacién fueron cubiertas con tela yute para que

comience el proceso de fermentacion. Ademas, para que la fermentacion ocurra de
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forma homogénea, hubo remocién de las masas de fermentacién de cacao cada 24

horas después de las 60 h de fermentacion.

En cada muestreo fueron utilizados guantes de latex limpios. Las muestras fueron
colectadas desde el fondo de la masa de fermentacién, aproximadamente 25 cm de
profundidad y colocadas en bolsas con cierre hermético, las cuales fueron etiquetadas
y embaladas con abundante cinta. Posteriormente, las muestras fueron almacenadas

en un tanque con nitrégeno liquido.

Las muestras fueron trasportadas desde la cooperativa CEPROA-A hasta el Laboratorio
de Fisiologia y Biotecnologia Vegetal de la UNTRM-A en el tanque con nitrégeno liquido

y en el laboratorio fueron conservadas en una congeladora a -20 °C (42).

4. Medicién del pH vy la temperatura

El proceso de fermentacion de los granos de cacao da lugar a los cambios de pH vy

temperatura, los cuales fueron registrados cada 12 h, al igual que las tomas de muestra.

4.1. Medicién del pH de la pulpa y del cotiledén

Para determinar el pH de la pulpa de cacao, 20 g de agua destilada fueron mezclados
manualmente con 20 g de pulpa (granos de cacao cubiertos por la pulpa
mucilaginosa) dentro de una bolsa plastica estéril (42) , luego se procedié a medir
la mezcla con un pHmetro (Hanna, H198100 Checker® Plus, Rumania). Para la
determinacién del pH del cotiledén, 135 g de agua destilada fueron mezclados
manualmente con 15 g de granos sin cascara y triturados, dentro de una bolsa

plastica estéril, en seguida, la mezcla fue medida con el pHmetro (42-44).
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4.2.

Registro de la temperatura

La temperatura de fermentacién, en ambas variedades de cacao, fue medida con
un termémetro de mercurio, éste fue sumergido dentro de la masa de fermentacién

por un tiempo de 5 minutos, seguidamente, se registré la temperatura.

Anadlisis de COV por SPME/HS/GC-MS

Los volatiles fueron extraidos utilizando la técnica de la SPME y separados por
cromatografia de gases acoplada a espectrometro de masas (GC-MS), descrito por

Moreira et al. (4) con algunas modificaciones.

Para cada muestra, los granos de cacao fueros descascarillados, parcialmente
triturados en un mortero de porcelana agregando nitrégeno liquido (4), luego
fueron completamente molidos utilizando un molinillo automatico por 20 segundos
de forma intermitente y tamizados en un tamiz de 850 um para estandarizar el
tamafio de particula de la muestra. Cuatro gramos (4 g) de muestra fueron
colocados en un vial de 20 mLy 5 uL del estandar interno 4-metilpiridina (soluciéon
compuesta por 0.5 ug/uL de 4-metilpiridina diluida en metanol) fueron adicionados
(45). En seguida, el vial fue cerrado herméticamente lo mas rdpido posible

utilizando una tapa de aluminio con septa de PTFE/silicona.

La fibra de SPME utilizada fue con una pelicula de Divinilbenceno / Carboxeno /
Polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS). El tiempo de equilibrio de la muestra fue de
15 min a 60 °C, luego la fibra fue expuesta al espacio de cabeza (headspace) del vial
por 30 minutos a la misma temperatura. Estas condiciones fueron elegidas para el
presente estudio ya que son andlisis validados que se realizan de rutina en el
laboratorio aplicadas para la separacion e identificacion de un mayor niumero de

compuestos volatiles del cacao en sus diferentes estadios, como en muestras de
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cacao crudo, durante el proceso de fermentacién, secado y tostado de los

granos(7,8).

Los compuestos fueron analizados en un cromatoégrafo de gases Agilent 7890B
equipado con detector de masas MSD 5977B y columna capilar DB-5MS Ul (60 m x
0,25 mm x 1.0 um). Fue utilizada una rampa de temperaturas como sigue: 50 °C/5
min, luego 4 °C/min hasta 250 °C. El tiempo de corrida fue de 55 min. El helio fue
utilizado como gas carreador con flujo de 1.1 mL/min. El inyector (operado en modo
splitless) y el detector fueron mantenidos a 250 y 150 °C. El tiempo de desorcion de

la fibra SPME fue de 5 min. Cada muestra fue analizada 3 veces.

Se realizo la identificacidon de los COV mediante la comparacién de los espectros de
masas de la muestra y la base de datos de la biblioteca NIST 2017 (National Institute
of Standards and Technology). La identidad de los compuestos fue confirmada por
la inyeccién del estandar de n-alcanos (C;y a C4) y la comparacion de sus indices

de retencién (41).

Semicuantificacion de los COV identificados

La semicuantificacion se realizd en base a la concentracion del estandar interno (4-
metilpiridina) adicionado en cada muestra, es por ello que se denomind
"concentracién relativa" al valor obtenido al multiplicar la concentracién conocida
del estandar interno ([Estandar interno]) por el promedio del area del
compuesto orgénico volatil de interés (XArea del COV) y dividido por el area del

estandar interno (XArea del Estandar_Interno) (46).

[Estandar_interno] XArea del Estandar_Interno

[X del COV] XArea del COV
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[Estandar interno] * XArea del COV

[X del CcOV] = — ~
XArea del Estandar_Interno

7. Analisis de datos

La base de datos fisicoquimicos se obtuvo directamente de los muestreos de granos
de cacao en proceso de fermentacion en el campo, la temperatura de fermentacion
fue medido una vez y, las medidas de pH de pulpa y cotiledén fueron medidas 2
veces. Utilizando el programa estadistico Excel se determind el promedio y la

desviacidn estandar de las medidas repetidas del pH de pulpa y cotileddn.

Para el analisis de compuestos volatiles se utilizé los softwares: MassHunter Quant
10.1, MassHunter Qual 10_0, MassHunter Unknowns Analysis y la biblioteca NIST
2017. Estos son los programas utilizados para el registro, procesamiento e
identificacion de compuestos volatiles en el equipo del GC-MS (Agilent
Technologies®). Ademas, en el software MassHunter Unknowns Analysis se realizé

la depuracion de datos.

Los datos extraidos de los programas de GC-MS se trabajaron en Excel, calculando
los promedios de &areas, promedios de tiempos de retencidn, desviaciones
estdndares y concentraciones relativas. Ademads, se graficaron las dindamicas
(graficas de dispersién de los tiempos de fermentacién versus las concentraciones
relativas) de los COV individualmente para comparar las concentraciones relativas

entre las variedades de cacao: CCN-51 y CFA.

Después de la organizacion en Excel, los datos fueron trabajados en paquete
estadistico del software R (R Development Core Team, 2020). Primero se realizé un
analisis exploratorio de datos, utilizando como variable de interés a la

concentracion relativa. Posteriormente, se estimé la diferencia significativa de las
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concentraciones de COV entre ambas variedades, utilizando la prueba de Wilcoxon
(prueba no paramétrica), al 95% de nivel de confianza (se utilizé6 una prueba no
paramétrica debido a que los datos no tuvieron una distribucién normal y no
cumplieron con la homogeneidad de varianzas). Seguidamente, se realizé analisis
de componentes principales (ACP) para comparar el perfil de los COV entre las
variedades de cacao durante el proceso de fermentacién. Para el ACP se consideré
un porcentaje acumulado mayor al 80% de la explicacion de la variabilidad de los
datos. Por ultimo, se realizé una grafica de calor de los COV, entre ambas variedades

y durante la fermentacion.

Local de ejecucidn:

El presente proyecto se desarrollé en el Laboratorio de Fisiologia y Biotecnologia
Vegetal (FISIOBVEG), en el area de Cromatografia de Gases. El Laboratorio de
FISIOBVEG es uno de los laboratorios del Instituto de Investigacion para el
Desarrollo Sustentable de Ceja de Selva (INDES—CES), el cual es un drgano
desconcentrado e interfacultativo de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de

Mendoza de Amazonas (UNTRM-A), ubicada en la ciudad de Chachapoyas.

Resultados

Cambios de pH y temperatura durante el proceso de fermentacion espontanea

Los datos de la temperatura, el pH de la pulpa y cotiledén fueron recopilados

durante el proceso de fermentacién espontanea en ambas variedades y cada 12

horas (Tabla 1y 2).
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Tabla 1. Cambios fisicoquimicos de los granos de cacao de la variedad CFA en las 156 h de

fermentacion. Los valores del pH de la pulpa y cotiledén son promedios de 2 repeticiones

y su respectiva desviacion estandar se muestra entre paréntesis.

Hora de
Temperatura (°C) pH pulpa pH cotiledén
fermentacion

0 29 3.86(0.10) 6.27(0.01)
12 32 3.76(0.01) 6.10(0.08)
24 35 3.85(0.05) 5.71(0.11)
36 34 4.07(0.00) 5.96(0.07)
48 40 4.25(0.08) 6.05(0.13)
60 41 4.08(0.11) 5.43(0.19)
72 44 4.00(0.05) 5.30(0.13)
84 53 4.11(0.07) 4.56(0.04)
96 50 4.30(0.01) 4.55(0.15)
108 51 4.16(0.02) 4.52(0.02)
120 53 4.23(0.07) 4.38(0.01)
132 53 4.13(0.10) 4.32(0.07)
144 50 4.23(0.08) 4.30(0.06)
156 52 4.22(0.01) 4.29(0.08)

Tabla 2. Cambios fisicoquimicos de los granos de cacao de la variedad CCN-51 en las 156 h

de fermentacion. Los valores del pH de la pulpa y cotiledén son promedios de 2

repeticiones y su respectiva desviacion estandar se muestra entre paréntesis.

Hora de
Temperatura (°C) pH pulpa pH cotiledén
fermentacién
0 28 3.43(0.00) 6.59(0.00)
12 28 3.63(0.06) 6.31(0.02)
24 29 3.73(0.26) 6.16(0.15)
36 33 4.13(0.23) 6.14(0.01)
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48 35 4.13(0.06) 6.02(0.11)

60 38 4.05(0.04) 5.73(0.01)
72 39 4.22(0.02) 5.71(0.01)
84 45 4.17(0.12) 5.01(0.05)
9% 44 4.08(0.04) 4.63(0.05)
108 45 4.32(0.01) 4.63(0.13)
120 47 4.16(0.01) 4.52(0.04)
132 48 4.16(0.04) 4.32(0.01)
144 48 4.17(0.01) 4.30(0.01)
156 50 4.28(0.04) 4.33(0.02)

En la figura 4 se observa una diferencia de temperaturas entre las variedades, la
temperatura del cacao fino de aroma tiende a ser mayor que la variedad CCN-51,
sin embargo, en la prueba t de Student, indica que no existen diferencias

estadisticamente significativas, el valor p fue igual a 0.1886.

Figura 4. Comportamiento de la temperatura durante la fermentacidn espontdnea. Las

barras indican el error estandar.
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El pH de la pulpa del cacao fino de aroma se mantuvo entre 3.86y 4.22 (Tabla 1)y
el pH de la pulpa del cacao CCN-51 se mantuvo entre 3.43 y 4.28 (Tabla 2). En la
prueba t de Student, el p-valor fue de 0.6126, es decir, no existe diferencias
estadisticamente significativas entre los pH de las pulpas de ambas variedades. En
la figura 5 se compara el pH de la pulpa entre las variedades mediante un grafico

dispersion.

Figura 5. Comportamiento del pH de la pulpa durante la fermentacién espontdnea. Las

barras indican el error estandar.
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En la figura 6 se observa que los pH de cotiledén fueron descendiendo a medida
gue aumentaba las hora de fermentacién. En el cacao fino de aroma, el pH fue de
6.27 a las 0 h y termind con un pH de 4.29 a las 156 h de fermentacién (Tabla 1).

Por otra parte, en la variedad CCN-51, el pH comenzé con 6.59 y descendid hasta
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4.33 (Tabla 2). En la prueba t de Student, el p-valor fue 0.5417, lo que significa que
no hay diferencias estadisticamente significativas del pH del cotiledén entre

variedades.

Figura 6. Comportamiento del pH del cotileddn durante la fermentacién espontanea. Las

barras indican el error estandar.
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Para conocer cual es la relacién entre la temperatura de fermentacion y el pH se
realizd una correlacidn. En las figuras 7 y 8 se aprecia la relacion entre los datos de
los pH y la temperatura de fermentacién, a medida que la temperatura de
fermentacion aumentaba, el pH de la pulpa aumentaba y el pH del cotiledén
disminuia, en ambas variedades. Por ello, en la tabla 3 se ha colocado los valores de
las correlaciones de Pearson, con un intervalo de confianza al 95%, en donde las
correlaciones del pH de la pulpa y la temperatura de fermentaciéon, en ambas
variedades, es 0.76, lo cual nos indica que la correlacién es alta, significativa y
directamente proporcional. Por otro lado, las correlaciones del pH del cotiledén y
la temperatura de fermentacidn, en ambas variedades, es -0.95, es decir, es

altamente significativa y, por el signo negativo, es inversamente proporcional.
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Ademas, en la tabla 3 se ha colocado los modelos de regresion lineal simple y el
coeficiente de determinacidn, este ultimo es una medida de bondad de ajuste y en
el primer caso de la tabla 3 es 0.585, esto quiere decir que el 58.5% de la variabilidad
total del modelo de la regresion lineal simple que describe el pH de la pulpa CFA,
estd siendo descrito por la variable temperatura. Mientras mds se aproxime a 1, el
coeficiente de determinacion, el modelo estara siendo bien descrito por la variable
temperatura. El porcentaje restante se atribuye a los factores que no se ha podido

controlar durante la toma y registro de las muestras.

Tabla 3. Valores de las correlaciones, modelo de regresion lineal simple y coeficiente de

determinacion de las relaciones entre pH y temperatura de fermentacion.

Modelo de regresion lineal Coeficiente de
Variedades Asociaciones Correlacion
simple determinacion (R"2)
pH pulpa —T° 0.76 pH_P=3.4475 + 0.0145 T° 0.585
CFA
pH cotiledén —T° -0.95 pH_C=8.874—-0.0852 T° 0.924
pH pulpa —T° 0.76 pH_P =2.9979 + 0.0263 T° 0.651
CCN-51
pH cotiledén -T° -0.95 pH_C=9.4452-0.1039T° 0.944

Figura 7. Correlacion del pH de la pulpa y la temperatura, por variedad.
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Figura 8. Correlacion del pH del cotiledén y la temperatura, por variedad.
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2. COV identificados durante la fermentacién espontanea

Se identificaron 122 COV en total desde las O hasta las 156 horas de fermentacion
de los granos de cacao entre ambas variedades (Tabla 4). En la variedad CFA se
identificaron 29 COV alas 0 h y 39 COV a las 156 h de fermentacion. En cambio, en
la variedad CCN-51 se identificaron 30 COV a las 0 h y 34 COV, a las 156 h de
fermentacion. Entre ambas variedades hubo un total de 61 COV en comun. Durante
las fermentaciones se encontraron los siguientes grupos de compuestos: acidos
organicos, alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres, éteres, piridina, terpenos,

terpenoides y otros.

Tabla 4. COV identificados durante la fermentacidn espontdnea de las variedades: CFA y

IR-
Grupo TR IR Biblioteca Referencia de la
Nombre del COV Descripcion de aroma
funcional (min) calculado NIST descripcion de aroma
2017
Acido pentanoico 26.00 909 904 Queso, picante (47) y (48)
i Acido bencenoacético 37.73 1229 1262 Dulce, floral (32)
Acido
Acido octanoico 34.40 1138 1180 Desagradable, aceitoso, grasoso (49)
Acido acetohidroxamico 20.49 759 760
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2-nonanol 32.46 1085 1102 Afrutado, citrico (45)
1-hexanol 21.66 791 868 Afrutado, verde, herbaceo (49)
1-butanol 16.71 655 659 Afrutado, vino (14)
Alcohol de bencilo 29.77 1012 1036 Dulce, floral (8)
Miel, especia (spice), rosa, lila,
Alcohol feniletilico 33.53 1115 1116 (7) y (50)
floral, caramelo
1-feniletanol 31.17 1050 1061 Rosa, miel, fragante, floral (49)
2-heptanol 23.29 835 900 Dulce y citrico (8)y(51)
Alcohol (S)-(+)-1,2-propanodiol 18.71 710 724
2-pentanol, 4-metil- 18.25 698 758
©-.alpha.-metil-bencenometanol 31.01 1046 1055
(S)-.alpha.-metil-
31.00 1045 1055
bencenometanol
(S)-(+)-3-metil-1-pentanol 21.66 790 796
(S)-3-Etil-4-metilpentanol 30.96 1044 1023
2,3-butanodiol, [R-(R*,R*)]- 17.14 667 743
2,3-butanodiol, [S-(R*,R*)]- 17.12 667 743
Acohol propargilico 13.17 559 560
Nonanal 32.60 1089 1104 Graso, jobonoso - afrutado (52)
Benzaldehido 26.91 934 962 Amargo, dulce, almendrado, cereza (49) y (48)
Aldehido Bencenoacetaldehido 30.41 1029 1045 Miel, floral (45)
2-heptenal 26.06 911 958 Verde, fermentado (53)
Metional 23.70 846 907 Patata (54)
2-propenal 8.76 438 456
2-butanona 17.52 677 598 Afrutado (45)
2-heptanona 22.81 822 891 Afrutado, coco, queso, floral (51)
2-nonanona 32.09 1075 1092 Afrutado, fresco, dulce (51)
Acetofenona 31.61 1062 1065 Floral, almendrado, dulce (49)
Diacetilo 13.53 568 595 Mantecoso (54)
Cetona
3-hidroxi-2-butanona 18.72 710 713 Mantequilla, crema (7)
2-octanona 27.62 953 990 Moho, verde (55)
2-propanona 12.43 539 486 Solvente (48)
3,6-heptanodiona 29.13 995 1041
Metilisobutilcetona 17.71 683 735
Acetato de 2-heptanol 29.42 1002 1045 Afrutado (51)
Ester Decanoato de etilo 43.41 1384 1396 Afrutado (49)
Acetato de 2-metilpropilo 18.71 710 771 Afrutado (8)
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Formiato de metilo 27.69 955 372 Afrutado (56) y (48)
Acrilato de butilo 23.04 828 861 Afrutado tropical (57)
Acetato de 2-metilbutilo 22.03 800 880 Afrutado, dulce (58)
Ester etilico del 4cido
38.33 1246 1246 Afrutado, dulce (8)
bencenoacético
Ester etilico del acido octanoico 36.08 1184 1196 Afrutado, floral (49)
Ester etilico del acido hexanoico 27.84 959 1000 Afrutado, manzana, platano (49)
Ester etilico del acido benzoico 35.69 1173 1171 Graso, floral, afrutado (49)
Acetato de 3-metil-1-butanol 21.90 797 876 Platano, afrutado (45)
Ester 2-feniletilico del dcido
39.00 1264 1258 Miel, floral (8)
acético
Succinato de dietilo 35.21 1160 1182 Aroma agradable, floral (59)
Acetato de 2-butanol, 3-metil- 20.56 761 830
Ester pentilico del cido acético 27.68 955 911
Ester 2-metilbutilico del acido
43.97 1399 1394
benzoico,
Pent-2-il éster del 4cido benzoico 44.11 1404 1394
Ester pentilico del acido
44.12 1404 1452
benzoico
Ester metilico del 4cido
17.53 678 630
carbamico
Ester metilico del 4cido
24.38 865 925
hexanoico
Eter dimetilico 5.18 340 324
, Isobutil éter 22.43 811 808
Eter
Metil nonil éter 32.31 1081 1126
Eter n-butilico 22.43 812 858
Piridina Piridina, 2-etil- 23.75 848 906
Beta-Mirceno 27.69 955 991 Picante, balsamo (51)
Beta-Ocimeno 30.09 1021 1037 Floral (48)
Cis-beta-ocimeno 30.09 1021 1038 Floral (51)
Linalool 32.57 1088 1099 Floral, rosa, dulce, especia, citrico (51)
Terpeno Trans-beta-ocimeno 30.06 1025 1049 Dulce, herbal (51)
Beta-Pineno 27.53 951 979 Herbal (48)
3-Careno 29.55 1006 1011 Citrico (48)
(+)-3-Careno 32.41 1084 1010 Dulce (48)
Isopreno 9.22 451 498
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Oxido de linalool (furanoide

32.34 1082 1086 Floral, citrico, limén, refrescante (49)
trans)

Terpenoide  Oxido de linalool 32.35 1082 1074 Dulce, nuez (49)
Oxido de linalool (cis-furanoide) 31.52 1060 1066 Dulce, nuez (49)
Acetato de acetoina 22.36 809 888 Afrutado, dulce (48)
Nitrito de etilo 8.75 438 410 Afrutado, dulce, etéreo (48)
Guaiacol 32.15 1077 1090 Ahumado, picante (50)
Estireno 23.42 839 893 Dulce, bdlsamo, floral (60) y (48)
Gama-Butirolactona 23.85 850 915 Cremoso, aceitoso, grasoso (45) y (48)
Dimetoximetano 11.88 523 500 Cloroformo (48)
diacetato de 1,1-etanodiol 22.34 809 788
1,2,4,5-tetrazina 18.24 697 656
Monobenzoato de 1,2-etanodiol 4411 1404 1402
1,3-dioxolan-2-one 24.22 860 814
1-butanamina 13.57 570 610
1-butanamina, 3-metil- 20.55 760 698
1-butino, 3-metil- 9.23 451 436
Acetato de 1-metoxi-2-propilo 24.21 860 870
1-propanol, 3-etoxi- 19.98 745 788
Acetato de 1-propen-2-ol 17.70 682 609

Otros
2-Aminosuccinonitrilo 32.21 1078 1088
Acetato de 2-nonanol 37.43 1221 1237
2-pentanona, 3-metil- 17.54 678 752
3’ (1'-pirrolidinil)-2-butanona 29.41 1002 1004
3,4-hexanodiona, 2,2,5-trimetil- 28.09 966 1039
4-hidroxi-3-hexanona 22.29 808 846
Azetidina 16.98 663 625
Azetidina, 1-nitroso- 23.85 850 927
Bencenoetanol, beta-etenil- 39.63 1281 1261
3-metilbutil-2 éster del acido

43.96 1399 1330
benzoico
Biciclo[3.1.0]hexano, 4-metileno-

27.54 951 974
1-(1-metiletilo)-
Biciclo[3.1.1]hept-2-eno, 3,6,6-

29.70 1010 948
trimetil-
Biciclo[3.1.1]heptano, 6,6-

27.54 951 943
dimetil-2-metileno-, (15)-
Ciclobutano 11.28 507 465
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Ciclohexano, metil- 21.12 776 728

Ciclohexeno, 4-metileno-1-(1-

32.41 1084 1028
metiletilo)-
Ciclopropeno 7.89 415 342
Decano 28.10 966 1000
Dietil cianamida 23.15 831 903
Etano, metoxi- 7.29 398 395
2-(5-metil-5-viniltetrahidrofuran-
2-il)propan-2-ilo carbonato de 32.35 1082 1090
etilo
Glicerina 25.94 907 967
Acrilato de isobutilo 23.05 828 810
Metilglioxal 13.49 568 644
Neopentano 8.34 427 412
Oxetano, 3-(1-metiletilo)- 16.51 650 664
Peroxido, dimetilo 6.57 379 372
Propano, 1-(clorometoxi)-2-

22.30 808 755
metil-
Propano, 1,3-dimetoxi- 17.54 678 699
Propano, 2-nitro- 17.00 663 675
2,2-dimetil- del &cido propanoico 22.43 811 864
Carbonato de terc-butiletilo 22.29 808 876
Butirato de vinilo 19.32 726 726

En las figuras 9 y 10 se observan los cromatogramas generales de las variedades CCN-51 y
CFA, respectivamente, de los 14 tiempos de fermentacion, es decir, desde las 0 alas 156 h
de fermentacién. En el anexo 2 se presentan a los cromatogramas comparando las 2
variedades por cada tiempo de fermentacidon. Los numeros en los cromatogramas de la
figura 9 hacen referencia a los COV especificados en la tabla 5 y El es el estandar interno 4-

metilpiridina.

Figura 9. Cromatograma general de la variedad CCN-51, desde las 0 a las 156 horas de
fermentacion. Los numeros indican los COV con mayor abundancia y El es el estandar

interno 4-metilpiridina.
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Figura 10. Cromatograma general de la variedad CFA, desde las 0 a las 156 horas de

fermentacion. Los numeros indican los COV con mayor abundancia y El es el estandar

interno 4-metilpiridina.
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Tabla 5. Nombre de los COV con mayor abundancia identificados en los cromatogramas de

las figuras 9y 10.

Numeracién Nombre de los compuestos organicos volatiles
1 Acetato de 2-metilpropilo
2 Acetato de 3-metil-1-butanol
3 2-heptanona
4 Acrilato de butilo
5 2-heptanol
6 Benzaldehido
7 Beta-Mirceno
8 Trans-beta-ocimeno
9 Bencenoacetaldehido
10 Acetofenona
11 2-nonanona
12 2-nonanol
13 Alcohol feniletilico
14 Ester etilico del 4cido octanoico
15 Ester etilico del 4cido bencenoacético
16 Ester 2-feniletilico del 4cido acético

Se realizé la exploracién de datos de la concentracién relativa de todos los
compuestos volatiles en funcion a las variedades: CFA y CCN-51. En la figura 11 se
muestra los valores de la concentracidn relativa segun variedad sin discriminar los
compuestos volatiles y se percibe que la concentracidn relativa es mayor en la
variedad CFA en comparacion con la de CCN-51. También se analizd el
comportamiento de la concentracion relativa en funcién al tiempo de fermentacion
y agrupado por variedad, nuevamente sin discriminar los compuestos volatiles. En
la figura 12 se observa que, a lo largo del tiempo de fermentacion, la concentracion
relativa de los COV de la variedad CFA va aumentando hasta la hora 60 y hay una

disminucion hasta el final del tiempo de fermentacién, excepto por una

42



concentracion relativa elevada a las 156 h; asi mismo, en la variedad CCN-51 va

aumentando las concentraciones hasta las 96 h y luego disminuye hasta el final de

la de fermentacion. Ademads, en la variedad CFA, a lo largo del tiempo, la

concentracion relativa es mayor frente a la concentracion relativa de la variedad

CCN-51.

Figura 11. Diagrama de caja-bigote de la concentracion relativa en funcion a la variedad,

1: CCN-51y 2: CFA.
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Los 122 compuestos organicos volatiles identificados no se presentaron en todos
los tiempos de fermentacion y en ambas variedades, por ello, el comportamiento
de las concentraciones es considerablemente variable y se observan puntos atipicos

en las graficas de caja-bigote.

Dindmica de los COV en las variedades CFA y CCN-51

Se compararon las concentraciones relativas de los COV mas representativos de los
siguientes grupos funcionales: alcoholes, ésteres, aldehidos, cetonas y terpenos
durante la fermentacidon espontdnea entre ambas variedades: CCN-51 y CFA. Los
resultados presentados son los promedios de las concentraciones relativas * error

estandar de las medias.

3.1. Alcoholes

Se identificaron 16 alcoholes durante el proceso de fermentacion espontdnea
(Tabla 4), como el alcohol feniletilico, 2-heptanol, 2-nonanol y (S)-.alpha.-metil-
bencenometanol, de los cuales se puede apreciar la dindmica de los COV durante
las 156 h de fermentacidn espontanea en la figura 13, en donde se observa una
tendencia de la mayor concentracion relativa de los COV en la variedad CFA, con

respecto a la variedad CCN-51.
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Figura 13. Dindmica de los alcoholes generados en los granos de cacao durante el proceso

de fermentacion espontanea. Las barras indican el error estandar.
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3.2.  Esteres

Se identificaron 20 ésteres durante el proceso de fermentacion espontanea (Tabla
4), de los cuales se muestran sus dinamicas en la figura 14. La dindmica de este
grupo funcional, se caracterizé por el aumento de las concentraciones relativas,
desde las 12 h hasta el final de la fermentacién, dinamica que no ocurre en los
demads grupos funcionales, excepto en el caso del alcohol feniletilico. Ademas, 13
de los 20 ésteres tuvieron descripciones de aromas favorables, como aromas

afrutados y dulces.
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Figura 14. Dindmica de los ésteres generados en los granos de cacao durante el proceso

de fermentacion espontanea. Las barras indican el error estandar.
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3.3. Aldehidos

Durante el proceso de fermentacion espontanea fueron identificados 6 aldehidos
(Tabla 4), de los cuales se ha graficado la dindmica de 3 de ellos (Figura 15). El
bencenoacetaldehido, benzaldehido y metional aumentaron sus concentraciones
relativas entre las 60 y 120 h de fermentaciéon y, posteriormente, fueron
disminuyendo hasta el final de la fermentacion en ambas variedades, con la notoria
diferencia que las concentraciones relativas en la variedad CFA fueron mayores en

los 3 casos (Figura 15).

Figura 15. Dindmica de los aldehidos generados en los granos de cacao durante el

proceso de fermentacién espontdnea. Las barras indican el error estandar.
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3.4. Cetonas

Se identificaron 10 cetonas durante las 156 h del proceso de fermentacién
espontdnea en ambas variedades y se muestra la dindmica de 3 cetonas en la figura
16. Los compuestos volatiles 2-heptanona, acetofenona y 2-nonanona estuvieron
presentes durante todo el proceso fermentativo. Las concentraciones relativas de
la 2-heptanona y acetofenona, alcanzaron su nivel maximo a las 60 h de
fermentacion en la variedad CFA, sin embargo, al final de la fermentacion sus
concentraciones no fueron tan diferentes a las iniciales. Por otro lado, en la
variedad CCN-51, la 2-heptanona y la acetofenona alcanzaron sus mayores
concentraciones a las 12 y 36 h de fermentacién. Se observa también mayor
variacion de las concentraciones en la variedad CFA, cada 12 h, en cambio, el CCN-
51 presentd menor variacion de concentraciones a partir de las 36 h de
fermentacion, es decir, las concentraciones descendieron de forma paulatina. Lo
comun en ambos compuestos, fue que las concentraciones relativas fueron
mayores en la variedad CFA. Por ultimo, la dindmica del compuesto 2-nonanona fue
constante desde el inicio hasta el final en ambas variedades, excepto a las 144 h de

fermentacion en la variedad CFA, el cual seria considerado como un punto atipico.
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Figura 16. Dindmica de las cetonas generadas en los granos de cacao durante el proceso

de fermentacion espontanea. Las barras indican el error estandar.
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3.5. Terpenos

Fueron identificados 9 terpenos durante las 156 h del proceso de la fermentacién
espontanea en ambas variedades y se observa la dindmica de 2 terpenos en la figura
17, en donde, se aprecia la ausencia del compuesto volatil trans-.beta.-ocimeno en
la mayoria de las horas de fermentacion en la variedad CCN-51, en cambio, en el
CFA, esta presente durante toda la fermentacién. Con respecto al beta.mirceno,
también predomina su concentracidn y presencia en la variedad CFA, pero no en

todas las horas de fermentacion.
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Figura 17. Dindmica de los terpenos generados en los granos de cacao durante el proceso

de fermentacion espontanea. Las barras indican el error estandar.
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3.6.

Eteres

Fueron identificados 4 éteres durante las 156 h del proceso de la fermentacion

espontdnea en ambas variedades y se observa la dindmica de 1 éter en la figura 18.

La presencia y altas concentraciones del éter dimetilico fue sobresaliente con

respecto a los demas éteres y todos los demas COV de los otros grupos funcionales.

Figura 18: Dinamica del éter dimetilico generado en los granos de cacao durante el

proceso de fermentacidn espontdnea. Las barras indican el error estandar.
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4. Andlisis de componentes principales (ACP)

Se realizd un andlisis de componentes principales para determinar cudles son los
COV que mas influyen durante el proceso de fermentacién espontanea de los
granos de cacao. Las variables consideradas en el ACP fueron los COV y estos fueron
agrupados de acuerdo a similitudes y/o diferencias. Para ello, se trabajo con las
concentraciones relativas de 22 COV (Tabla 6), los cuales estuvieron presentes en
mas del 50% de las muestras de ambas variedades, es decir, que se repitieron en
mas de 14 muestras de un total de 28 (14 de CFA y 14 de CCN-51). Esto fue debido
a que los 122 COV identificados no estuvieron presentes en todos los tiempos y en
ambas variedades, de tal manera que, si se consideraba a todos los COV, no hubiera

informacién suficiente para realizar ACP.

Tabla 6. COV que se consideraron en los ACP por su nimero de incidencia en las muestras.

N° veces N° veces
N° de que se que se
Nombre del COV Descripciéon de aroma
orden repiten en repiten en
CFA CCN-51
1 Ester etilico del 4cido octanoico 13 12 Afrutado, floral
2 Alcohol feniletilico 14 13 Miel, especia, rosa, lila, floral,
caramelo
3 Trans-.beta.-ocimeno 14 5 Dulce, herbal
4 Acetato de 3-metil-1-butanol 12 11 Platano, afrutado
5 Acetato de 2-heptanol 9 7 Afrutado
6 Ester 2-feniletilico del acido acético 12 9 Miel, floral
7 Beta-Mirceno 12 10 Picante, balsamo
8 Ester etilico del 4cido bencenoacético 13 11 Afrutado, dulce
9 (S)-.alpha.-metil-bencenometanol 12 8
10 Ester etilico del acido benzoico 13 11 Graso, floral, afrutado
11 Eter dimetilico 14 13
12 Glicerina 10 8
13 Ester etilico del dcido hexanoico 12 12 Afrutado, manzana, platano
14 Metional 11 11 Patata
15 2-heptanol 14 14 Dulce y citrico
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16
17
18
19
20
21
22

2-heptanona

2-nonanol
2-nonanona
Acetofenona
Benzaldehido
Bencenoacetaldehido

Estireno

14

14
14
14
14
14
14

14

14
14
14
14
14
14

Afrutado, coco, queso, floral

Afrutado, citrico
Afrutado, fresco, dulce
Floral, almendrado, dulce
Dulce y amargo

Miel, floral

Dulce, balsamo, floral

Antes de realizar el ACP, se visualizo la distribucidn de las concentraciones relativas

de los 22 compuestos seleccionados (Tabla 6). En la figura 19 se observa el

comportamiento de los datos a través de los diagramas de caja-bigote, en donde el

compuesto volatil éter dimetilico es el que presenta mayor variabilidad de

concentracion relativa frente a los demds compuestos, por tal motivo se realizé una

transformacién de datos de raiz cuadrada para estandarizar los datos y proceder a

la comparacién de concentraciones relativas entre variedades y para los analisis de

componentes principales.

Figura 19. Diagrama de caja-bigote de la concentracion relativa en funcién a los 22

compuestos volatiles seleccionados. Eje X: Concentracién relativa, eje Y: Compuestos

volatiles.
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Después de una transformacién de raiz cuadrada de la variable: Concentracién
relativa, se realizdé una grafica de dispersion para comparar las variedades. En la
figura 20 se observa que en los tiempos 0, 12,24, 48, 60, 72, 84,96, 120y 144 h, las

concentraciones relativas son mayores en la variedad CFA.

Figura 20. Grafica de dispersion de las concentraciones relativas entre variedades sin

discriminar los COV.
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Para poder comparar las concentraciones relativas se verificé el cumplimiento de
los supuestos: normalidad de los datos y homogeneidad de varianzas. Utilizando la
prueba de Shapiro Wilks, se verificd que no se cumple con la normalidad de los
datos (p-valor < 0.05) y, utilizando la prueba de Bartllet, tampoco se cumple con la
homogeneidad de varianzas (p-valor < 0.05). Debido a que no cumple con los dos
supuestos, se realizé una prueba de Wilcoxon, test que sirve para comparar dos

grupos (prueba no paramétrica), obteniendo el p-valor = 3.898*10~° y comparado
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con el 5% de nivel de significancia, se afirma que existe diferencias estadisticamente

significativas entre las variedades CCN-51 y CFA.

Seguidamente se realizé la matriz de correlaciéon. En la tabla 7 se muestra el
porcentaje de varianza de cada componente principal y también su porcentaje
acumulado de varianza de los componentes principales, el porcentaje acumulado
indica la variabilidad de la concentracién relativa explicada por los componentes
principales consecutivos, por lo tanto, podemos observar que con un 83.78% ya es
considerado una cantidad adecuada de variacidon explicada en los datos, siendo

suficiente utilizar hasta el cuarto componente principal.

Tabla 7. Valores de la matriz de correlacion.

Porcentaje
Porcentaje de
Componentes Valor acumulado de
varianza

varianza

Comp 1 9.8879236 44.,945107 4494511
Comp 2 5.1526635 23.421198 68.36631
Comp 3 1.9335008 8.788640 77.15495
Comp 4 1.4577785 6.626266 83.78121
Comp 5 1.0552641 4.796655 88.57787
Comp 6 0.6210834 2.823106 91.40097

En la figura 21 se puede observar graficamente las comparaciones del aporte, en

porcentaje, de los componentes principales.
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Figura 21. Grafico de sedimentacion de los componentes principales.
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En la tabla 8 se muestra la contribuciéon numérica de los compuestos volatiles sobre

cada dimension, los cuales pueden ser verificados y comprobados en las figuras 22.

23,24y 25.

Tabla 8. Contribucién de las variables sobre los componentes principales. Los numeros en

negrita son de los COV que mas influyen desde la primera hasta la cuarta dimensién.

Compuestos Organicos Volatiles Dim.1 | Dim.2 | Dim.3 | Dim.4 Dim.5 | Dim.6 | Dim.7 | Dim.8 Dim.9
Beta-mirceno 0.253 | 12.195 | 0.035 | 0.009 4984 | 7.021 | 11.646 | 38.176 1.037
Acetato de 3-metil-1-butanol 4.901 | 7.959 2.688 0.743 0.324 1.600 1.106 0.532 0.571
2-heptanol 1.549 | 13.531 | 2.525 0.655 1.088 0.003 5.474 5.657 3.271
Acetato de 2-heptanol 5.805 | 2.217 | 9.566 | 5.275 0.286 | 0.003 | 0.106 1.784 0.048
2-heptanona 1.397 | 13.834 | 1.170 | 0.130 1.771 | 0.020 | 8.909 | 5.013 4.519
2-nonanol 3.701 | 1.753 9.070 17.959 | 6.137 0.145 0.878 0.010 5.433
2-nonanona 1.194 | 3.439 14.777 | 22.901 | 1.860 0.388 1.867 0.042 9.918
Ester 2-feniletilico del 4cido 3.449 | 5.659 | 13.352 | 2.059 1.380 | 4.075 | 3.723 | 0.802 0.024
acético

Acetofenona 3.388 | 10.064 | 2.761 0.331 1.159 0.084 3.478 0.617 1.107
Benzaldehido 8.144 | 0.522 0.139 4.858 0.115 0.550 0.217 3.661 4.417
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Bencenoacetaldehido 7.664 | 1.777 2.224 2.332 1.217 1.569 3.938 4.406 0.487
Ester etilico del 4cido 7.712 | 3.251 1.159 0.681 0.324 0.204 2.418 0.047 0.178
bencenoacético

(S)-.alpha.-metil-bencenometanol 3.155 | 1.854 0.955 0.057 32.204 | 8.119 21.077 | 2.005 15.384
Ester etilico del 4cido benzoico 8.909 | 1.119 0.426 0.007 0.008 0.003 0.330 3.383 0.095
Eter dimetilico 3.904 | 0.775 13.073 | 1.951 2.266 1.320 3.028 22.822 39.996
Glicerina 4.048 | 1.170 1.237 0.852 15.090 | 46.863 | 1.222 4.481 1.691
Ester etilico del 4cido hexanoico 5.323 | 2.399 5.045 0.773 0.768 23.312 | 6.258 0.071 2.291
Metional 4.707 | 0.029 0.044 12.449 | 20.643 | 0.086 17.953 | 5.083 2.428
Ester etilico del 4cido octanoico 4.768 | 2.201 12.750 | 9.591 0.249 0.408 0.002 0.094 0.683
Alcohol feniletilico 8.297 | 1.810 0.032 2.524 0.713 0.442 0.242 0.741 2.110
Estireno 6.234 | 0.033 | 6.216 | 8.388 5.646 | 0.082 | 4.095 | 0.021 1.109
Trans-.beta.-ocimeno 1.497 | 12.410 | 0.755 5.473 1.768 3.705 2.035 0.552 3.202

En la figura 22 se observa que los 5 primeros compuestos que mas contribuyen en

el componente principal 1 son: éster etilico del acido benzoico (también llamado

benzoato de etilo), alcohol feniletilico, benzaldehido, éster etilico del acido

bencenoacético y el bencenoacetaldehido (también llamado acetaldehido 2-fenilo).
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Figura 22. Contribucion de los COV en el componente principal 1.
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En la figura 23 se observa que los 5 componentes que mads contribuyen al

componente principal 2 son: 2-heptanona, 2-heptanol, trans-.beta.-ocimeno, beta-

mirceno y acetofenona.

Figura 23. Contribucion de los COV en el componente principal 2.
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En la figura 24 se observa que los 5 componentes que mas contribuyen al
componente principal 3 son: 2-nonanona, éster 2-feniletilico del acido acético, éter

dimetilico, éster etilico del dcido octanoico y acetato de 2-heptanol.

Figura 24. Contribucion de los COV en el componente principal 3.
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En la figura 25 se observa que los 5 componentes que mas contribuyen en el
componente principal 4 son: 2-nonanona, 2-nonanol, metional, éster etilico del

acido octanoico y estireno.
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Figura 25. Contribucion de los COV en el componente principal 4.
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En la figura 26 se observa una grafica de doble proyeccién, es decir, muestra la
grafica de las influencias de los COV que tienen mayor efecto en cada componente
principal, cuya proyeccién se representa con flechas rojas; y la grafica de
puntuaciones son las horas de fermentacion, en donde se detectaron
conglomerados: las horas de fermentacién de color coral pertenecen a la variedad
CCN-51 y las horas de color celeste, a la variedad CFA. De esta manera se observa
que los tiempos (horas de fermentacion) fueron agrupados explicitamente segun
variedades, donde demuestra que existe mayor presencia y concentracion de los
compuestos volatiles afrutados, florales y dulces en la variedad CFA, mientras que

fue menor en la variedad CCN-51.

El componente principal 1 explica el 44.9% de la varianza de los datos. Los COV que

tuvieron influencias positivas grandes fueron los siguientes: éster etilico del acido
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benzoico, alcohol feniletilico, benzaldehido, éster etilico del acido bencenoacético

y el bencenoacetaldehido (Figura 22).

Por otro lado, el componente principal 2 explica el 23.4% de la varianza de los datos.
Los COV que tuvieron influencia positiva fueron: 2-heptanona, 2-heptanol, trans-

.beta.-ocimeno, beta-mirceno y acetofenona (Figura 23).

Los 2 primeros componentes principales explican el 68.3% de la varianza de los

datos, por ello se continué evaluando a los componentes principales 3 y 4.

Figura 26. Andlisis de componentes principales para los COV y tiempos observados,

agrupados por variedades considerando componentes principales 1y 2.
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En la figura 27 se observa otra grafica de doble proyeccidn de la segunda y tercera
componente principal, en donde el componente principal 2 se ubica en el eje X,

explicando un 23.4% de la varianza de los datos y el componente principal 3, en el
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eje Y, explicando un 8.8% de la varianza de los datos. En el componente principal 3,
los COV que tienen influencias positivas grandes son el 2-nonanona y el éster 2-
feniletilico del dcido acético y los COV que tienen influencias negativas grandes son
el éter dimetilico y éster etilico del 4cido octanoico (Figura 24). Ademas, en la figura
21 se observa que las flechas de influencia de los COV estan mayormente dentro de
las 84 a las 132 horas de fermentacion en la variedad CFA (horas de fermentacion

de color celeste en la interseccidn de los conglomerados).

Figura 27. Andlisis de componentes principales para los COV y tiempos observados,

agrupados por variedades considerando componentes principales 2 y 3.
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En la figura 28 se aprecia una grafica de doble proyeccion de la tercera y cuarta
componente principal. El componente principal 4 explica el 6.6% de la varianza de
los datos, hasta esta componente, el porcentaje acumulado llega al 83.78%, lo cual
es suficiente porque se utiliza para efectos descriptivos. En el componente principal

4, los COV que tienen influencias fuertes negativas son el 2-nonanona, 2-nonanol,
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éster etilico del dcido octanoico y el estireno; por otro lado, el COV que tiene efecto

positivo es el metional (Figura 25).

Figura 28. Andlisis de componentes principales para los COV y tiempos observados,

agrupados por variedades considerando componentes principales 3 y 4.
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5. Gréafica de calor de los COV

En la figura 29 se muestra un grafico de calor considerando los COV, los tiempos de

fermentacion segun la variedad y una leyenda de color rojo (evidencia de mayor

similitud) a azul (evidencia de menor similitud) entre compuestos volatiles. Por

ejemplo, la figura 29 muestra que el comportamiento de las concentraciones

relativas de los compuestos volatiles 2-nonanol y 2-nonanone presentan mayor
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similitud entre si en el Tiempo 27 (144 h de fermentacién de la variedad CFA), ya

que los cuadrados pertenecientes a estos compuestos estdn pintados de color rojo.

También se observa agrupaciones en la variedad CFA, en la columna del Tiempo 20

(60 h de fermentacidn), de tonalidades anaranjadas, en donde nos indica que hay

cierto grado de similitud de los siguientes compuestos: 2-heptanol, 2-heptanone,

acetofenona, beta-mirceno y trans-.beta-ocimeno.

Figura 29. Grafica de calor de los COV cada 12 horas, desde las 0 a las 156 h. Del Tiempo 1

al 14 son tiempos de fermentacion de la variedad CCN-51 y del Tiempo 15 al 28, de la

variedad CFA.
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VI. Discusion

En las ultimas décadas se ha dado mayor importancia a la produccidn de cacao en el Peru
y como consecuencia su investigacion se incrementd, recibiendo mayor interés, la variedad
de cacao fino de aroma que se producen en San Martin, Junin, Cusco, Ucayali, Hudnuco,
Ayacucho, Amazonas y Cajamarca. Estos departamentos producen cacaos nativos y los
granos de cacao presentan en comun aromas y sabores afrutados, florales, citricos y dulces,
pero difieren en su genética, su morfologia de la mazorca, en los granos y arbol de cacao,
en los microorganismos que participan en la fermentacion, en las etapas post cosecha, en
el manejo integral contra enfermedades y plagas, en la fertilizaciéon de los suelos y en la
ubicacién geografica. Es por ello que el Perd cuenta con una gran cantidad de cultivares de
cacao finos de aromas y de otras variedades, como lo muestran en el Catalogo de cultivares
de cacao del Peru (61). En el departamento de Amazonas, del afio 2011 al 2013, se
caracterizaron a 136 cacaos provenientes de arboles élites de cacao de la provincia de
Bagua y Utcubamba (62), pero solo fue a nivel morfolégico de la mazorca, de la pulpa y de
granos frescos y secos de cacao. A partir de ello, se comenzaron investigaciones cientificas
en instituciones cercanas a las zonas de produccién de cacao, como la UNTRM-Ay el INDES-
CES, con el objetivo de dar valor agregado al CFA, ya que es un recurso natural y nativo de
este departamento. En este sentido, en el 2021 se inicié un proyecto de investigacion
llamado “Analisis metagendmico y técnicas cromatograficas para la obtencién de un cultivo
iniciador que mejore la calidad del chocolate a partir del cacao nativo fino de aroma en la
zona Nor Oriental del Perd”, de cuyo proyecto se continla realizando los analisis
metagendémicos. Por otro lado, se ha concluido el estudio de la ecologia microbiana de la
fermentacion del CFA (63) y el presente trabajo de investigacidon estudio la dindmica de los
COV de las variedades de CFA y CCN-51 mediante técnicas cromatograficas. Estos estudios
aportan informacién cientifica de cacaos nativos finos de aromas, propios del
departamento de Amazonas, siendo de gran importancia para los agentes especializados

en comprar granos de cacaos finos de aromas para empresas chocolateras en Europa, Asia
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y Norte América, ya que estdn introduciendo a sus mercados granos de cacao de alta gama

(64).

1. Cambios de pH y temperatura durante el proceso de fermentacidn espontanea de

las variedades CFA y CCN-51

Los cambios fisicoquimicos producidos durante la fermentacidon espontanea son
relevantes porque tienen relacidn con la produccidn de los compuestos organicos
volatiles, no volatiles y semivolatiles, por ende, estan asociados a la calidad del
chocolate. El aumento de la temperatura de la masa de fermentacién con respecto
al tiempo no fue estadisticamente significativo entre ambas variedades, sin
embargo, en la figura 4 se aprecia que la temperatura de la variedad CFA, aumento
mas rapido con respecto a la variedad CCN-51, lo que se debe a factores intrinsecos,
es decir, a su composicion genética (9). El incremento de la temperatura es causado
por microorganismos situados espontaneamente en la masa de fermentacién, estos
consumen los recursos energéticos de la pulpa, principalmente los azlcares y de
esta manera ocurre un proceso exotérmico, liberando energia en forma de calor y

la produccién de alcoholes, ésteres y acidos orgdnicos (65).

El pH de la pulpa de ambas variedades se incrementd, del CFA fue de 3.86a4.22y
de la variedad CCN-51, de 3.43 a 4.28. No hubo diferencias significativas entre las
variedades, esto puede deberse a que las condiciones de fermentacién fueron las
mismas, los origenes de las variedades también fueron geograficamente muy
cercanas y a que los microorganismos involucrados también fueron similares. El
bajo pH al comienzo de la fermentacion se debe a las altas concentraciones de
acidos organicos, como el acido citrico, presente naturalmente en la pulpa del
cacao. En las horas iniciales, los microrganismos se multiplican, y éstos metabolizan
la glucosa, fructosa, dcido citrico y sales inorganicas, generando altas

concentraciones de etanol, posteriormente, aumenta el acido acético y sus
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derivados por la oxidacidn del etanol y en la etapa final de la fermentacion el pH es

mayor que el pH inicial (65).

El pH del cotiledén tuvo un comportamiento similar entre ambas variedades
durante la fermentacion espontanea, el rango de variacion del pH de la variedad
CFA fue de 6.27 a 4.29 y el del CCN-51, fue de 6.59 a 4.33, tampoco existe una
diferencia estadisticamente significativa entre variedades. Sin embargo, en la figura
6 se observa que el pH de la variedad CFA disminuyé a mayor velocidad a través del
tiempo con respecto a la variedad CCN-51. La disminucién del pH del cotiledén se
debe a los acidos orgdnicos producidos por las bacterias acido lacticas y acido
acéticas, cuyos acidos, eventualmente, ingresan al cotiledén y, por ende, se da la
muerte del mismo (38,66). Por otro lado, chocolates preparados con granos de
cacao fermentados y secos con pH entre 4.75 y 5.19 y entre 5.5 y 5.8 tuvieron una
clasificaciéon de sabores y aromas menos fuertes a chocolate, mientras que
chocolates preparados con granos de cacao con pH un poco mas elevados (entre
5.20y 5.49) tuvieron una clasificacién de sabores y aromas mas fuertes a chocolate,
segln los panelistas (67). En el presente estudio se obtuvo pH finales inferiores a
4.75 después de 156 h de fermentacién, pero en este caso, solo estuvieron
fermentados mas no secos, por ello no se podria afirmar que fue una
sobrefermentacién. En el proceso de secados de los granos hay pérdida de acidos
por volatilizacion y aumento de pH (54). No obstante, la acidificacion desencadena
reacciones bioquimicas que promueven la formacién de aromas y sabores
caracteristicos de los chocolates, incluyendo bajos niveles de astringencia, rancidez
y amargor (49), pero en variedades de cacao Criollo y finos de aroma, los niveles de

aromas y sabores desagradables son bajos con respecto a las otras variedades (68).

Dinamica de los COV producidos durante la fermentacion espontanea de las

variedades CFA y CCN-51

66



En los granos de cacao fermentados, secos y tostados se han encontrado unos 600
compuestos volatiles (37), en granos de cacao solo durante la etapa de
fermentacion se han encontrado e identificado entre 38 y 121 COV
(7,8,14,16,45,69), y en la presente investigacion se identificaron un total de 122
COV durante todo el proceso de fermentacion entre las variedades CFA y CCN-51,
dentro de los cuales se encontraron 4 acidos organicos, 16 alcoholes, 6 aldehidos,
10 cetonas, 20 ésteres, 4 éteres, 1 piridina, 9 terpenos, 3 terpenoides, entre otros
(Tabla 4). Algunos COV identificados estan presentes en los granos de cacao frescos,
es decir, a las Oh de fermentacién, como el 2-heptanol, benzaldehido,
benceneacetaldehido y 2-nonanona, cuyos compuestos volatiles fueron
identificados en bajas concentraciones en variedades de cacao Criollo y Forastero
al inicio de la fermentacién (5,14), al igual que en las variedades CCN-51 y CFA de la

presente investigacion.

Los COV generados durante la etapa de fermentacién son considerados indicadores
de calidad de los granos de cacao pero, no necesariamente van a perdurar hasta el
producto final, sino que pueden disminuir, ser precursores de otros compuestos o
aumentar las concentraciones de los COV durante procesos posteriores a la
fermentacion, como es el secado y tostado (8,53,68,70), todo esto debido a que la
fermentacion es solo la primera etapa post cosecha por la cual deben pasar los
granos de cacao. En un estudio comparativo de los COV de granos de cacao nativo
fino de aroma, de Amazonas, tostado y sin tostar, se demostré la presencia de COV
después de la fermentacién y que perduraron hasta después del tostado, como la
2-heptanona, acetofenona, 2-heptanol, alcohol feniletilico, acetato de 2-heptanol,
éster etilico del acido bencenoacético, beta-mirceno y estireno (22); COV que
también se identificaron y semicuantificaron en el presente trabajo.

Algunos COV son precursores de otros a causa del metabolismo de los
microorganismos y/o degradacion de proteinas y acidos grasos durante el proceso

de fermentacion (32), como el alcohol feniletilico, que aumenta hasta el final de la
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fermentacion en ambas variedades de cacao (Figura 13) vy es precursor del
fenilacetaldehido, ademds se oxida a éster de acetato de feniletilo (7), aunque los
2 ultimos compuestos mencionados no se han identificado en la presente

investigacion.

Ademas, se identificaron a otros 16 alcoholes durante la fermentacidn espontdnea
(Tabla 4). Estos compuestos son formados por el metabolismo de las levaduras que
abundan en las primeras horas de fermentacién. El 2-heptanol y el alcohol
feniletilico son algunos de los COV de este grupo responsables de aromas
agradables en los granos de cacao, como los aromas dulces, citricos y florales
(7,8,45,69,71). Sin embargo, estudios previos afirman que algunos alcoholes son
endogenos de genotipos de cacaos finos de aroma, como el 2-pentanol y el 2-
heptanol (45,51), de los cuales, sus concentraciones disminuyen durante el proceso
fermentacion y secado de los granos. Esto ocurre por la esterificacién de alcoholes
por las bacterias acéticas, formando ésteres que contribuyen al aumento de aromas
afrutados y florales (8,45). Por otro lado, la disminucién de alcoholes también se
debe a la evaporacién de estos como consecuencia del aumento de temperatura de
la masa de fermentacién (69). En la figura 13 observamos que hay un aumento de
la concentracidn relativa del alcohol feniletilico desde la 0 hasta las 156 h de
fermentacion, y esto se da en ambas variedades, habiendo una tendencia de mayor
concentracion en la variedad CFA. En la variedad CCN-51, el 2-heptanol alcanza su
concentracion maxima a las 12 h de fermentacion y luego va disminuyendo, en el
caso de la variedad CFA, su concentracion maxima es a las 60 h y luego comienza su
descenso hasta el final de la fermentacidn. Sin embargo, en la variedad CFA sigue
predominando la concentracion relativa con respecto a la variedad CCN-51, al igual
que en el compuesto (S)-.alfa.-metil-bencenometanol. El 2-nonanol, el cual provee
aromas afrutados y citricos, mantuvo una concentracion relativa constante desde
el comienzo hasta el final de la fermentacidon en ambas variedades, pero un estudio

comparativo de la variedad CCN-51 con variedades nativas hibridas de Ecuador,
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reportd mayor concentracién de 2-nonanol en granos fermentados y secos de la

variedad CCN-51 con respecto a cacaos finos de aromas (16).

Con respecto a los ésteres, se identificaron a 20 (Tabla 4). Conforme aumentaba las
horas de fermentacion, la concentracion relativa de los ésteres también aumenté.
En la figura 14 se aprecia que hay un aumento constante desde las 12 h hasta el
final de la fermentacion. En granos de cacao fermentados y tostados, los ésteres
son responsables de sabores y aromas afrutados, principalmente los acetatos (36),
como el acetato de 2-heptanol y el acetato de 3-metil-1-butanol, éste ultimo COV
se forma a partir de la oxidacién del 3-metil-1-butanol (72). Una de las causas del
aumento de concentracién de los ésteres es la oxidacién de los alcoholes, como se
ha mencionado anteriormente. El éster etilico del dcido benzoico y el acetato de 2-
heptanol fueron los que mayor concentracion relativa tuvieron hasta el final de la
fermentacion en la variedad CFA (Tabla 4), esto sugiere que aportan mayor cantidad
de aromas florales y afrutados. Por otro lado, el éster que predominé en la variedad
CCN-51, con respecto a la variedad CFA, fue el éster etilico del acido octanoico, el
cual mostré las mayores concentraciones entre las 60 y 96 h de fermentacién, al
igual que en investigaciones de la variedades Forastero, en donde se reporta una
alta produccion de ésteres entre las 48 y 96 h de fermentacién (14). Al igual que los
alcoholes, los ésteres son producidos a partir del metabolismo de las levaduras, se
ha demostrado que varias especies de levaduras estan presentes durante todo el
proceso de fermentacién (73), en donde las levaduras metabolizan acidos, como el
acido citrico que estd en la pulpa del cacao (69). La generacion de alcoholes y
ésteres ocurre en la pulpa pero los COV identificados estuvieron presentes en los
granos, esto es debido al 4cido acético, que hace permeable a los granos y favorece
la migracién de los COV desde la pulpa hasta los granos de cacao (31). Al igual que
los alcoholes, las concentraciones de los ésteres dependen también de la
temperatura de fermentacion, de la aireacién y de las concentraciones de azlcar

en la pulpa del cacao (74).
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Se identificaron también a 6 aldehidos durante el proceso de fermentacién
espontdnea (Tabla 4). Los aldehidos presentaron considerables concentraciones
relativas, como el bencenoacetaldehido, responsable de los aromas a miel y floral
(45), y el benzaldehido, responsable de aromas dulces y amargos (49). Se sabe que
las concentraciones de los aldehidos son mas altas en los granos de cacao que en la
pulpa (69) debido a que estan involucrados en la degradacion de lipidos y estos son
abundantes en los granos (75). En la figura 15 se observa que en la variedad CFA las
concentraciones relativas de aldehidos fueron mayores que en la variedad CCN-51,
y resultados semejantes fueron encontrados por otros investigadores (13, 15),
siendo mayor la concentracién final en la variedad Nacional y en variedades de
cacao fino de aroma que en variedades de cacao fino Nacional hibridos de Ecuador:
EET103, EET559, EET576 y EET577 que tienen mayor concentracién de
benzaldehido que el CCN-51 del mismo pais. Los aldehidos son buenos indicadores
de la calidad de los granos de cacao porque proveen al producto final sabores y

aromas placenteros, como afrutados (cereza) y florales.

Las cetonas también se forman en consecuencia del metabolismo de las levaduras
(39). La 2-heptanona, provee aromas afrutado, de coco, de queso vy floral (51), la
acetofenona, aromas floral, almendrado y dulce (49) y 2-nonanona, aromas
afrutado y dulce (51). Estas 3 cetonas estuvieron presentes durante todo el proceso
de fermentacidén y en mayores concentraciones con respecto a las demas cetonas
de la tabla 4 al igual que en un estudio de un clon de cacao llamado TSH 565 (37).
Estos compuestos cetdnicos también se encuentran en los granos de cacao después
del secado (8). En la figura 16 se observa que se presentaron en mayores
concentraciones en la variedad CFA, sugiriendo que contiene mayores
concentraciones de aromas agradables, como florales y afrutados en esta variedad
de cacao con respecto al CCN-51. Por otro lado, la dindmica del COV 2-nonanona,
fue similar y constante en ambas variedades durante todo el proceso de

fermentacion espontdnea, aunque en otros trabajos se identificd altas cantidades
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de 2-nonanona en la variedad de cacao Criollo de Ecuador, después de la
fermentacion (14), pero en granos ya fermentados y secos se reporté mayores

concentraciones del compuesto en la variedad CCN-51 (16).

En la figura 17 se observa la dindmica de 2 terpenos: trans-.beta-ocimeno y beta-
mirceno, estos tuvieron mayor presencia y concentracion relativa en la variedad
CFA a las 60 h, al igual que en investigaciones en donde se compararon variedades
de cacao fino de aroma con CCN-51 (16). El beta-mirceno suele encontrarse en la
pulpa y en los granos de cacao durante el proceso de fermentacién (69). El trans-
.beta-ocimeno produce aromas florales, herbales y dulces, mientras que el beta-
mirceno, aromas picantes y de balsamo, este ultimo no confiere caracteristicas
organolépticas positivas al chocolate, pero suele abundar en los cacaos nativos finos
de aroma después de la fermentacion (16,51). El linalool es otro de los terpenos de
interés en los COV de los granos de cacao porgue provee aromas agradables: floral,
rosa, dulce y citrico. No obstante, el linalool se identificé solamente alas 12y 24 h
en ambas variedades, con concentraciones bajas y similares, es decir, su presencia
y concentracidn fueron bajas en comparacion con otros estudios de cacaos finos de

aroma (32, 41, 57).

El éter dimetilico es el compuesto volatil que obtuvo mayores concentraciones
relativas que todos los demdas COV en todos los tiempos de fermentacién y en
ambas variedades (Figura 18). Sin embargo, no se ha reportado altas
concentraciones de este compuesto en otros estudios de granos de cacao durante
el proceso de fermentacidn y, en este caso, su presencia se podria deber a los
compuestos volatiles generados por la madera de los cajones de fermentacion, ya
gue otro nombre del éter dimetilico es “wood ether”, es decir, éter de madera
segun la libreria NIST. Asimismo, su formacion podria deberse al metanol utilizado
en la preparacion del estandar interno 4-metilpiridina y, por alguna reaccion de

deshidratacién del metanol, causo la presencia del COV éter dimetilico (77). Por
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ello, en primera instancia, se realizé una transformacién de raiz cuadrada a los 22
COV que se seleccionaron para realizar el andlisis de componentes principales, de

los cuales se discutira en el siguiente apartado.

Andlisis de componentes principales y grafica de calor

Se realizé andlisis de componentes principales y grafica de calor para visualizar las
relaciones entre los COV identificados y las variedades de cacao CFA y CCN-51. Para

ambos andlisis las variables consideradas fueron los 22 COV de la tabla 6.

En la figura 26 se muestra un biplot, en donde el componente principal 1 explica el
44.9% de la varianza de los datos. Los COV que tienen influencias positivas grandes
son el éster etilico del acido benzoico, el alcohol feniletilico, el benzaldehido, el
éster etilico del acido bencenoacético y el bencenoacetaldehido (Figura 22). De
ellos, el alcohol feniletilico (7) y el bencenoacetaldehido (45) proporcionan aromas
florales a los granos de cacao durante la fermentacion y el éster etilico del acido
bencenoacético, aroma afrutado (8). El benzaldehido provee un aroma amargo y
dulce a la vez (49). El éster etilico del acido benzoico proporciona tanto aroma floral
como afrutado (49). En general, el componente principal 1 agrupa, en su eje
positivo, a COV afrutados, florales y dulces que presentaron mayores

concentraciones relativas en la variedad CFA entre las 60 y 144 h de fermentacion.

El componente principal 2 explica el 23.4% de la varianza de los datos. Los COV que
tienen influencias negativas grandes en esta componente son: 2-heptanona, 2-
heptanol, trans-.beta-ocimeno, beta-mirceno y acetofenona (Figura 23). Estos
mismos COV se agrupan de color anaranjado en la grafica de calor, correspondiente
a la variedad CFA y a las 60 h de fermentacidn, esto nos indica que en este tiempo
los comportamientos de las concentraciones de los COV tienen cierta similitud,

debido a que es la Unica variable numérica considerada (Figura 29). De ellos, los
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compuestos que proporcionan aromas florales son la 2-heptanona (51) y la
acetofenona, pero este Ultimo también proporciona el aroma afrutado (49). El 2-
heptanol provee aroma dulce-citrico (8), el trans-.beta-ocimeno, aroma dulce-
herbal (51) y el beta-mirceno da un aroma bdalsamo-picante (51). El trans-.beta-
ocimeno y el beta-mirceno presentaron mayores concentraciones relativas entre
las 12 y 60 h de fermentacién, mientras que la 2-heptanona y 2-heptanol,
presentaron mayores concentraciones relativas entre las 60 y 96 h de fermentacién.
En consecuencia, el componente principal 2, agrupd, en su eje negativo, a COV que

abundaron entre las 12 y 96 h de fermentacidn en la variedad CFA.

Los componentes principales 3y 4 (Figuras 27 y 28) explican el 8.8% y el 6.6% de la
varianza de los datos, respectivamente. Por un lado, los COV que tienen influencias
positivas en el componente principal 3 son la 2-nonanona, la cual proporciona un
aroma afrutado (51) y el éster 2-feniletilico del acido acético que provee un aroma
floral (8). Los COV que tienen influencias negativas grandes son el dimetil éter y el
éster etilico del acido octanoico. Este ultimo proporciona aromas afrutados vy
florales (49), pero no se aprecian agrupaciones en particular. Por otro lado, en el
componente principal 4, los COV que tienen influencias negativas altas son el 2-
nonanona, 2-nonanol, éster etilico del acido octanoico y el estireno, mientras que
el COV que tiene efecto positivo es el metional, el cual provee aroma a papa. La
grafica de calor también agrupa al 2-nonanona y 2-nonanol, presentando un color
rojo a las 144 h de fermentacién (Tiempo 27 en la figura 29) de la variedad CFA. En
ese tiempo estos COV tienen un comportamiento bastante similar y esto también
se corrobora en las gréficas de las dindmicas de alcoholes y cetonas (Figuras 13 y

16).

En general, las mayores concentraciones relativas de compuestos volatiles
afrutados, florales y dulces en la variedad CFA, mostradas en los resultados, se

puede atribuir principalmente a factores intrinsecos, como la genética de cada
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variedad (3,16) ya que todos los factores extrinsecos fueron aparentemente los
mismos, es decir, las condiciones de fermentacion fueron las mismas, la ubicacion
geografica de las mazorcas de cacao extraidas fueron de la misma provincia,
ademas, es muy probable que los microorganismos involucrados en la fermentacion
también fueron los mismos porque los agricultores no suelen separar sus

herramientas (como machetes, cuchillos y sacos) especificos para cada variedad.

VIl. Conclusiones

1. Se identificaron y semicuantificaron a 122 COV en total, durante las 156 h de
fermentacion entre el CFA y CCN-51.

2. Se comparé la dindmica de los 20 COV identificados con mayor presencia durante
las 156 h de fermentacidn espontanea de las variedades CFA y CCN-51. En el CFA,
los COV con mayores concentraciones relativas que confieren aromas afrutados,
florales y dulces fueron: 2-heptanol, éster etilico del acido benzoico, acetato de 2-
heptanol, bencenoacetaldehido, benzaldehido (aromas dulce y amargo), 2-
heptanona, acetofenona, 2-nonanona y trans-.beta.-ocimeno; mientras que en el
CCN-51 fueron el éster etilico del acido octanoico, acetato de 3-metil-1-butanol y
éster etilico del acido hexanoico.

3. Las concentraciones relativas de los COV generados durante la fermentacion se
correlacionan con la calidad de los granos de cacao, a mayores concentraciones y
presencia de COV que confieren aromas afrutados, florales y dulces, los granos de
cacao son de mejor calidad.

4. Losgranos de cacao de la variedad CFA generaron mayores concentraciones de COV

en general, con respecto al CCN-51.
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IX. Anexos

1. Fotografias del muestreo de los granos de cacao durante el proceso de
fermentacion espontanea.

a) Muestreo de los granos de cacao y medicion de la temperatura de las masas de

fermentacion y medicion del pH de pulpa y cotileddn, a las 0 h de fermentacion.

El cajén de madera de la izquierda contiene los granos de cacao de la variedad

CCN-51y el cajon de la derecha, de la variedad CFA.

b) Muestreo de los granos de cacao y medicién de la temperatura de las masas de
fermentacion y medicion del pH de pulpa y cotiledén, a las 144 h de

fermentacion.

85



2. Cromatogramas desde las O hasta las 156 h de fermentacion espontdnea de las

variedades CFA y CCN-51.
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