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RESUMEN

El cacao es altamente comercializado y consumido en todo el mundo por ser la materia prima
esencial del chocolate. En el presente trabajo se analiz6 la dindmica de los compuestos organicos
volatiles (COV) del cacao nativo fino de aroma (CFA) y del clon comercial CCN-51 durante el
proceso de fermentacion espontanea que durd 156 horas. Los COV fueron analizados utilizando
las técnicas de microextraccion en fase solida (SPME) y cromatografia de gases acoplada al
espectrofotometro de masas (GC-MS). Se identificd y semicuantificd 42 compuestos volatiles entre
ambas variedades al finalizar la fermentacion.

Palabras claves: COV, SPME; GC-MS.

INTRODUCCION

El cacao (Theobroma cacao) es un producto de alto interés agrondmico, econdmico y comercial
en el Pert y en el mundo. Desde el afio 1961 hasta el 2016 se ha comercializado un promedio de
3,17 millones de toneladas anuales en todo el mundo y desde el afio 2000 la exportacion de cacao
se estd incrementando en el mercado internacional (Durango et al., 2019). En el afio 2019 Ia
produccion de cacao fue de 5,51 millones de toneladas entre los 20 paises de mayor produccion de
cacao, y el Pert quedo en el octavo puesto con una produccion de 135 928 toneladas (FAO, 2019),
resaltando en el mercado internacional el cacao fino de aroma por sus agradables caracteristicas
sensoriales.

Actualmente, los distintos tipos de cacao son estudiados desde su composicion genética,
fisicoquimica, origen geografico (Acierno et al., 2016), perfil de compuestos volatiles (Hamdouche
et al., 2019; Moreira et al., 2018; Qin et al., 2017) antes y después de la fermentacion (Hamdouche
et al., 2019; Rodriguez-Campos et al., 2011, 2012), secado (Rodriguez et al. 2011, 2012) tostado
(Torres et al., 2021) y hasta el procesamiento e inclusion de ingredientes adicionales en la
formulacion del chocolate, y todo lo anteriormente mencionado influyen en el producto final.
Ademas, estos aspectos pueden ser investigados y hacer correlaciones, por ejemplo, a través del
perfil de compuestos volatiles de chocolates oscuros es posible determinar el origen botdnico y
geografico del cacao, incluso después de las diferentes etapas de procesamiento y de los
ingredientes adicionados (Acierno et al., 2016), asimismo estar relacionado a la calidad del
producto final.
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En el afio 2020 se identificaron 146 ecotipos de cacao nativo fino de aroma en 3 departamentos del
norte del Pert: Amazonas, Cajamarca y San Martin, tomandose la mayor cantidad de muestras en
el departamento de Amazonas (Oliva & Maicelo, 2020), de los cuales, alin falta su caracterizacion.
Debido a ello, se ha comenzado una serie de proyectos de investigacion del cacao nativo fino de
aroma, como el proyecto titulado “Analisis metagendmico y técnicas cromatograficas para la
obtencidn de un cultivo iniciador que mejore la calidad del chocolate a partir del cacao nativo fino
de aroma en la zona Nor Oriental del Per1”, y de este, deriva el presente estudio, al cual le
corresponde evaluar los compuestos volatiles, teniendo como objetivo principal determinar la
dindmica de los compuestos volatiles del cacao fino de aroma y del clon comercial de cacao CCN-
51 durante el proceso de fermentacion espontanea, estudiando las diferencias entre ambos perfiles
como una forma de identificacién de los compuestos que indiquen mejores caracteristicas en el
producto final.

MATERIALES Y METODOS
Se obtuvo 600 kg de cada variedad (provinieron de la provincia de Utcubamba, departamento de
Amazonas) y se los transportd a la cooperativa Central de Productores Agropecuarios de Amazonas
(CEPROA-A), ubicada en la provincia de Bagua Grande, capital de Utcubamba, en dénde se
realiz6 la fermentacion durante 156 h.

1. Muestreo

El muestreo se realizo cada 12 h, desde las 0 h hasta las 156 h de fermentacion de ambas variedades.
Fueron tomados 200 g de cada variedad y los cajones de fermentacion fueron tapados con telas de
yute. Las muestras fueron tomadas de una profundidad de 25 cm aproximadamente de la masa de
fermentacion y almacenadas en bolsas de plastico estériles etiquetadas. En seguida, las muestras
fueron colocadas en un tanque de nitrégeno liquido para su conservacion durante la colecta y
traslado y en el laboratorio de Fisiologia Vegetal de la UNTRM fueron conservadas a -20 °C.

Durante el proceso de fermentacidon ocurren cambios fisicos y quimicos, como la variacion del pH
y el incremento de la temperatura, cuyos datos fueron registrados en el momento de cada muestreo.

a) Para la medicion de pH de la pulpa, 20 g de granos de cacao con cascara fueron mezclados
con 20 g de agua destilada en bolsas de plastico y masajeados durante 30 s antes de medir
el pH (Crafack et al., 2013) con un pHmetro portatil (Hanna, HI98100 Checker® Plus,
Rumania). Para determinar el pH del cotiledon, fueron tomados 15 g de granos
descascarillados y triturados con 135 g de agua destilada y masajeados por 30 s antes de
medir el pH (Crafack et al., 2013; Guehi et al., 2010).

b) La temperatura de la masa de fermentacion de cada variedad fue medida en cada muestreo
con un termémetro de mercurio. Se dejo al termometro reposar dentro de la masa por 5
minutos y se realizo la lectura rapidamente.

2. Extraccion de los compuestos volatiles por SPME y GC-MS.
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Los compuestos volatiles de los granos de cacao fueron extraidos utilizando la técnica de la
microextraccion en fase solida (SPME) y analizados por cromatografia de gases acoplada al
detector de masas (GC-MS) como descrito por Moreira et al. (2018) con algunas modificaciones.
Los granos de cacao, de cada muestra, fueron parcialmente chancados en un mortero de porcelana
utilizando nitrégeno liquido, luego fueron completamente triturados en un molinillo automatico,
posteriormente fueron tamizados (tamiz de 850 pm). Se depositd 4 g de la muestra molida en un
vial de 20 mL y se adicioné 5 uL de 4-metilpiridina (aproximadamente 0.5 ug/uL de 4-picolina
diluida en metanol) (Rottiers et al., 2019), como estandar interno, en seguida, el vial fue cerrado
herméticamente. Con el fin de extraer los compuestos volatiles de la muestra, se utilizo la fibra de
SPME recubierta 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
(Rodriguez-Campos et al., 2011, 2012).

Los compuestos fueron analizados en un cromatografo de gases Agilent 7890B equipado con
detector de masas MSD 5977B y columna capilar DB — SMS UI (60 m x 0,25 mm x 1.0 um). La
temperatura del horno fue programada a 50 °C/5 min, con un gradiente de 4 °C/min hasta 250 °C.
El tiempo de corrida fue de 55 min. El gas de arrastre que se utiliz6 fue helio, con un flujo de 1.1
mL/min. El inyector (operado en modo splitless) y el detector fueron mantenidos a 250 °C. El
tiempo de desorcion de la fibra SPME fue de 5 min. De esta manera, cada muestra fue analizada 3
veces.

Se identificaron los compuestos volatiles mediante la comparacion de los espectros de masa de los
compuestos 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 inyeccion de la
serie de estandares de n-alcanos y la comparacion de sus indices de retencion.

3. Semicuantificacion de los compuestos volatiles identificados

La semicuantificacion de la concentracion de los compuestos volatiles identificados fueron
expresadas como microgramos de 4-metilpiridina (estandar interno) equivalentes por gramo de
muestra y calculada como area del ion de interés dividido por el factor de respuesta del estandar
interno.

4. Analisis de datos

En el andlisis estadistico se utilizé una prueba paramétrica con el analisis de varianza (ANOVA).
Antes se verifico el cumplimiento de las suposiciones de normalidad y homogeneidad de varianzas
de los residuos para cada una de las variables. Todos los ensayos fueron analizados con el paquete
estadistico del software R (R Development Core Team, 2021).

Para los compuestos volatiles fue realizado un andlisis exploratorio descriptivo segun las dos
variedades de cacao estudiados.
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1. Cambios fisicos y quimicos durante la fermentacion
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CFA CCN-51
Hora de
fermentacion
Temperatura (°C) pH pulpa pH cotiledon Temperatura (°C) pH pulpa pH cotiledon

0 29 3.86(0.10) 6.27(0.01) 28 3.43(0.00) 6.59(0.00)
12 32 3.76(0.01) 6.10(0.08) 28 3.63(0.06) 6.31(0.02)
24 35 3.85(0.05) 5.71(0.11) 29 3.73(0.26) 6.16(0.15)
36 34 4.07(0.00) 5.96(0.07) 33 4.13(0.23) 6.14(0.01)
48 40 4.25(0.08) 6.05(0.13) 35 4.13(0.06) 6.02(0.11)
60 41 4.08(0.11) 5.43(0.19) 38 4.05(0.04) 5.73(0.01)
72 44 4.00(0.05) 5.30(0.13) 39 4.22(0.02) 5.71(0.01)
84 53 4.11(0.07) 4.56(0.04) 45 4.17(0.12) 5.01(0.05)
96 50 4.30(0.01) 4.55(0.15) 44 4.08(0.04) 4.63(0.05)
108 51 4.16(0.02) 4.52(0.02) 45 4.32(0.01) 4.63(0.13)
120 53 4.23(0.07) 4.38(0.01) 47 4.16(0.01) 4.52(0.04)
132 53 4.13(0.10) 4.32(0.07) 48 4.16(0.04) 4.32(0.01)
144 50 4.23(0.08) 4.30(0.06) 48 4.17(0.01) 4.30(0.01)
156 52 4.22(0.01) 4.29(0.08) 50 4.28(0.04) 4.33(0.02)

Tabla 1. Temperatura, pH de la pulpa y pH del cotiledon de la masa de fermentacion de los granos
de cacao fino de aroma (CFA) y del CCN-51 durante las 156 h de fermentacion. Los valores de pH
son los promedios de 2 mediciones y la desviacion estandar estd entre paréntesis.

Se observa una diferencia de temperatura entre las variedades, la temperatura del cacao fino de
aroma es mayor que la del clon comercial CCN-51 (Figura 1), sin embargo, al realizar una boxplot
y analisis de varianza, indican que no existen diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 1. Perfil de temperatura de fermentacion de ambas variedades: CFA y CCN-51.

El pH de la pulpa del cacao fino de aroma se mantuvo entre 3.86 y 4.22 (Tabla 1) y el pH de la
pulpa del cacao CCN-51 se mantuvo entre 3.43 y 4.28 (Tabla 1). Al realizar un andlisis de varianza
del pH de la pulpa entre ambas variedades, el valor p fue igual a 0.612 (p>0.05), lo cual indica que
no existe diferencias significativas entre la variabilidad de pH entre las variedades. El pH del
cotiledon de ambas variedades fue descendiendo con respecto a las horas de fermentacion. La
variacion del pH de la variedad de cacao fino de aroma fue desde 6.27 hasta 4.29 (Tabla 1) y de la
variedad CCN-51, desde 6.59 hasta 4.33 (Tabla 1). Al realizar el anélisis de varianza, tampoco se
encontro diferencias significativas entre ambas variedades.

2. Identificacion de compuestos organicos volatiles

Tabla 2. Clasificacion, descripcion de la calidad de olor y concentracion relativa de los 42 COV
después de las 156 h de fermentacion de los granos de CFA y del clon comercial CCN-51. El
recuadro sombreado de verde indica el estandar interno.

Clasificacién Nombre de COV Calidad de olor Concentracion relativa
(ng/nb)
CCN-51 CFA
Dulce, amargo, almendrado,
Benzaldehido cereza 0.229 0.336
Aldehidos y Bencenoacetaldehido Miel, floral 2.403 4275
cetonas
2-Butanona Afrutado 0.298
2-Heptanona Afrutado, coco, queso, floral 0.292 0.593
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Clasificacién Nombre de COV Calidad de olor Concentracion relativa
(ng/u)

2-Nonanona Afrutado, fresco, dulce 0.132 0.301

Acetofenona Mosto, floral, almendra, dulce 0.178 0.256

Butirolactona 0.016

(S)-(+)-1,2-Propanodiol 0.011

2-Heptanol Dulce, citrico 0.552 1.053

Alcoholes | 5 Nanonol Citrico, afrutado, limén, yerba 0.058 0.137

Alcohol feniletilico Ic\giiligema’ rose. k. florel 4.122 4.906

1,1-Etanodiol, diacetato 0.077 0.056
1,2-Etanodiol, monobenzoato 0.028

1-Butanol, 3-metil-, acetato Ill/grl: vand. pldtano, pegamento. 1974 1281
2-Butanol, 3-metil-, acetato 0.022

2-Heptanol, acetato 0.064 0.181

Formato de metilo 13.305

Acido acético, éster 2-feniletilico Miel, floral 1.088 1.115

Esteres y acidos Acido bencenoacético, éster etilico Afrutado, dulce 0.254 0.229

Acido benzoico, éster 2-metilbutilico 0.020

Acido benzoico, éster etilico Afrutado, floral, indeseable 0.056 0.063

Acido butanodioico, éster dietilico 0.031 0.034

Acido decanoico, éster etilico Afrutado, indeseable 0.063 0.046

Acido hexanoico, éster etilico Afrutado 0.103 0.065

Acido octanoico, éster etilico Afrutado, floral 0.406 0.216

Acetato de 3-oxobutan-2-Y1 0.065 0.064

Acido bencenoacético 0.020 0.023

. Dimetil éter 11.018 8.107

Eteres

Metil nonil éter 0.053

Piridinas 4-metilpiridina 0.500 0.500
Terpenos y Beta.-Mirceno Picante, balsamo 0.109

terpenoides | ey _Ocimeno 0.152
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Clasificacién Nombre de COV Calidad de olor Concentracion relativa
(ng/u)
Beta.-Pineno 0.445
Oxido de linalol Nuez 0.063
Hidrocarburos | Estireno Dulce, balsamo 0.275 0.190
1,3,6-Octatrieno, 3,7-dimetil-, (Z)- 0.186
1-Butino, 3-metil- 0.051
3-Careno 0.067 0.362
2-Norpineno, 3,6,6-trimetil 0.085
Glicerina 0.031 0.016
Trans-.beta.-ocimeno 0.455
Propano, 1,3-dimetoxi- 0.410
Acido nitroso, éster etilico Dulce, afrutado 48.388
DISCUSION

Las variaciones del incremento de las temperaturas con respecto al tiempo de ambas variedades no
fueron estadisticamente significativas, sin embargo, la temperatura de la masa de fermentacion del
CFA siempre fue mayor que la del cacao CCN-51, esto se debe a componentes intrinsecos de las
variedades, es decir, a de su genética (Torres et al., 2021), porque la pulpa del cacao fino de aroma
posee caracteristicas fisicoquimicas que favorece al mayor desarrollo de microorganismos
involucrados en la fermentacion en comparacion con la variedad CCN-51, ya que la actividad
microbiana es la responsable del incremento de la temperatura durante el proceso de fermentacion.
En la grafica de temperaturas (Figura 1) se aprecia que la temperatura de fermentacion va
aumentando a lo largo del tiempo en ambas variedades: CFA y del CCN-51, la temperatura inicial
estuvo entre 28 °C y 28.5 °C, mientras que las temperaturas finales fueron 50 °C y 52 °C,
respectivamente. Lo que causa un aumento gradual de la temperatura es el metabolismo de los
microorganismos, ya que, al consumir los azucares de la pulpa, generan calor a través del proceso
exotérmico de la fermentacion y producen altas cantidades de etanol, acido lactico y &cido acético
(Ardhana & Fleet, 2003). El incremento del pH de la pulpa ocurrié porque la pulpa mucilaginosa,
al momento de la cosecha, contiene 4cido citrico y es la causa de un pH bajo al comienzo de la
fermentacion. En las horas iniciales los microrganismos van metabolizando el acido citrico, la
glucosa, fructosa y sales inorganicas, produciendo grandes cantidades de etanol y posteriormente,
éste disminuye y aumenta el acido acético por metabolizacion oxidativa del etanol y para la etapa
final de la fermentacion el pH termina siendo mayor a la inicial (Ardhana & Fleet, 2003). La
disminucién del pH del cotiledon se debe al 4cido lactico y acido acético producido por la actividad
de bacterias acido-lacticas y acido-acéticas. Dichas bacterias, al consumir los aztcares de la pulpa
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del cacao, producen acidos que, eventualmente, al transcurrir las horas de fermentacién, ingresan
al cotiledon y disminuyen el pH y, por ende, ocurre la muerte del cotiledon (De Brito et al., 2001;
Schwan & Wheals, 2004). El proceso de acidificacion es importante para comenzar una cadena de
reacciones bioquimicas para la formacion de sabores y aromas que caracterizan a los chocolates.

Los COV identificados desde la 0 h hasta las 156 h de fermentacion fueron variando en
concentracion y presencia. Por ejemplo, la concentracion de 2-heptanol en CCN-51 fue
disminuyendo de inicio a fin, mientras que en el CFA aument6 la concentracion a la mitad de la
fermentacion espontanea, siendo que este compuesto aporta con el aroma de frutas en el cacao
(Tuenter et al., 2020; Rottiers et al., 2019). Otro compuesto, es el bencenoacetaldehido, el cual
estuvo presente durante todo el proceso de fermentacion, alcanzando su concentracion relativa
maxima a las 60 h en CFA y a las 72 h en CCN-51, sin embargo, la diferencia radica en que la
concentracion siempre fue mayor en el CFA. Afoakwa et al. (2009) encontraron que el
bencenoacetaldehido (fenilacetaldehido) contribuye con notas acarameladas, dulces y de miel en
el chocolate oscuro. Casi lo mismo ocurre con el compuesto alcohol feniletilico, éste va
aumentando de concentracion a lo largo de la fermentacion en ambas variedades, pero siempre hay
mayor concentracion en el CFA. Por otro lado, COV como el (S)-(+)-1,2-Propanediol; Beta-
Ocimeno; 1,3,6-Octatrieno, 3,7-Dimetil, solo estdn presentes en CFA y otros COV como 1-
hexanol; 3,6-heptanodiona, solo en CCN-51. Otros compuestos varian de manera similar entre
ambas variedades, como el 3,6-heptanodiona. Al finalizar la fermentacion espontanea del cacao
nativo fino de aroma se identific6 mayor concentracion de 2-heptanol, bencenoacetaldehido, 2-
nonanol, 2-nonanona, 1-butanol, 3-metil-acetato, alcohol feniletilico, con respecto a la variedad
CCN-51, los cuales indican mejor calidad de olor y sabor (Ducki et al., 2008), como algunos COV
mas (Tabla 2) que son precursores de sabores y aromas deseables que se iran formando en etapas
posteriores a la fermentacion.

CONCLUSIONES
1. No se encontraron diferencias significativas en las variaciones de temperatura, pH de la pulpa
y pH del cotiledon entre las variedades CFA y CCN-51 durante el proceso de fermentacion.

2. Se identificaron y semicuantificaron COV que dan una mejor calidad sensorial en el cacao
nativo fino de aroma.
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