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Resumen

El cacao es uno de los cultivos mas importantes a nivel mundial, los principales paises productores son
Costa de Marfil, Ghana, Indonesia y Ecuador, en donde México contribuye con menos del 1% de la
produccion a pesar de que éste fue domesticado en Mesoamérica. En México se cultiva la variedad
criollo que presenta una calidad aromatica superior al cacao forastero. En el presente trabajo se evalud la
dindmica de los compuestos volatiles del cacao criollo procedente de Tabasco durante el proceso de
fermentacion tradicional y el secado al sol. Se identificaron 63 compuestos volatiles pertenecientes a las
familias de aldehidos, cetonas, alcoholes, esteres, 4cidos y pirazinas principalmente. La extraccion de los
compuestos voldtiles se realizé utilizando la técnica de microextraccién en fase sélida con modo de
espacio de cabeza (SPME-HS) y su identificaciéon fue por GC-MS. Las 4reas de los compuestos
identificados se sometieron a un andlisis de componentes principales (ACP) para establecer cudles de
estos son los mds importantes durante la fermentacion y el secado del cacao criollo y determinar las
diferencias con la variedad forastero.

Introduccion

El cacao es una planta que pertenece a la familia de las esterculidceas, sus granos se han utilizado en
Meéxico desde tiempos prehispanicos como moneda de cambio y en la preparacién de bebidas. Es
cultivado principalmente en los estados de Tabasco y-Chiapas con una produccién de 26,969 toneladas
[1]. Se cultivan principalmente 3 variedades: Forastero, Trinitario y Criollo. El cacao Criollo presenta
baja productividad debido a su alta susceptibilidad a enfermedades e insectos, por lo tanto, es el menos
cultivado, sin embargo su calidad sensorial es més alta debido a que es menos amargo y mds aromatico

[2].

Cosechados, los granos de cacao se someten a un proceso de beneficio en el cual, las operaciones de
fermentacion y secado son las més importantes porque es donde se desarrollan las caracteristicas fisicas,
quimicas y sensoriales deseadas en el chocolate. La fermentacion se lleva a cabo de manera espontanea
y consiste en dejar reposar los granos ya sea en cajas, canastos, bandejas o montones para que los
microorganismos actien sobre ellos. Se inicia con una fermentacion alcohélica, donde las levaduras
como S. cerevisiae, K. marxianus y C. castelli. hidrolizan y remueven el mucilago que rodea los granos
y fermentan los azilicares produciendo etanol y compuestos aromaticos como acetato de isopropilo,
acetato de etilo, 1-propanol, alcohol isoamilico, 2,3-butanodiol, succinato de dietilo y 2-feniletanol.
Terminada la fermentacién alcohdlica la aireaciéon de los granos favorece el desarrollo de bacterias
acéticas como A. aceti y A. pasterianus las cuales oxidan el etanol en 4cido acético, lo cual eleva la
temperatura de los granos ocasionando la muerte del embrién. Las bacterias acéticas producen otros
volatiles como acetato de etilo, butanol, isopropanol y dcidos organicos como el malico y citrico [3,4].
Posteriormente, aparecen las bacterias licticas como L. fermentum, Lb. plantarum y L. mesenteroides las
cuales producen 4cido lictico a partir de la glucosa. Al final de la fermentacién bacterias como Bacillus
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spp producen compuestos como é4cido acético y lactico, 2,3-butanodiol y tetrametilpirazina. Estas
bacterias también producen acidos grasos libres de cadena corta que se consideran responsables de
olores desagradables en el chocolate [3]. Durante la fermentacion la sacarosa y los compuestos proteicos
son parcialmente hidrolizados generdndose los precursores de los compuestos volatiles. Ademads, se
reduce el sabor astringente debido a la pérdida por difusién de alcaloides y polifenoles, y el color del
grano se torna café o marrén debido a la oxidacion de los polifenoles [4].

Después de la fermentacién, se realiza el secado con el fin de reducir el contenido de humedad hasta un
8%, disminuir el contenido de acidez volatil y detener la oxidacién de los polifenoles que pueden
producir una gran cantidad de amoniaco resultando en sabores indeseables [5]. Durante el secado se
lleva a cabo la reaccion de Maillard entre los precursores generados previamente en el proceso de
fermentacion en la cual se producen compuestos como pirazinas y aldehidos [4].

Metodologia

Los granos de cacao criollo se obtuvieron de Cunduacén, Tabasco, México. La fermentacion se llevo a
cabo de forma espontanea en cajas de madera con capacidad de 500Kg y tuvo una duracion de 5 dias.
Posteriormente el cacao fue secado durante dos dias en un invernadero. Las muestras obtenidas se
congelaron para poder ser transportadas al laboratorio y se analizaron posteriormente sin que cambiara
su composicion.

Para la extraccién de los compuestos volatiles se empled la técnica de microextraccion en fase sélida en
modo de espacio de cabeza (SPME-HS). Se utilizaron las siguientes condiciones: fibra bi-polar de 50/30
um divinilbenceno/carboxen/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS, fibra gris); temperatura de 60°C y
tiempo de exposicién de la fibra de 30 minutos con un pre-equilibrio de 15 minutos [6]. Se colocaron 2 g
de muestra de cacao molido en un vial de vidrio de 10 mL, se sellé herméticamente a presion con una
tapa metélica y septa de silicén blanco de 20 mm didmetro. El vial se sometié a una temperatura de 60
°C durante 15 min para establecer el pre-equilibrio. Posteriormente la septa se perford con la aguja del
sistema manual de SPME que contiene la fibra y se expuso durante 30 minutos al espacio de cabeza de
la muestra empujando el émbolo hacia abajo. Transcurrido el tiempo de extraccion se retrajo la fibra y se
inserté inmediatamente en el puerto de inyeccién del GC-MS donde se mantuvo durante 5 min. Entre
cada extraccion la fibra se sometié a un proceso de limpieza térmica en el puerto de inyeccion del
cromatdgrafo de gases durante 30 min a 200 °C.

Para la separacién e identificacién de los compuestos volétiles se llevo a cabo un analisis por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS). Se utilizé una columna
Innowax® de 60 m de longitud, 0.25mm de didmetro interno y 0.25 um de espesor de pelicula. Se
programé una rampa de temperatura del horno del GC de la siguiente forma: 40°C durante 5 min,
seguida de incrementos de 10°C min/min hasta alcanzar 200 °C manteniéndose asi durante 30 min. Se
utilizé helio de alta pureza como gas de arrastre con un flujo de 0.7 mL/ min. El inyector se operd en
modo splitless a 240°C. Para la identificacién de los compuestos volétiles se compararon los espectros
de masa con la libreria electrénica NIST5.0/EPA/NIH (version 2.0 d) que se encuentra instalada en el
equipo.

Finalmente se realizé un analisis de componentes principales (ACP) de las dreas de los compuestos
volatiles identificados para establecer cuales de estos son los mds importantes durante la fermentacion y
el secado del cacao criollo.
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Resultados

Durante la fermentacién y el secado se identificaron 63 compuestos volatiles. En el cacao fresco se
identificaron 22 compuestos, el primer dia de fermentacién se presento un incremento en la cantidad de
compuestos hasta llegar a un total de 35, los cuales incrementaron hasta 37 en el dia 2, manteniéndose
de esta forma hasta el final del dia 5 a excepcién del dia 4 en el que se observé una disminucién
identificandose solo 34 compuestos. Durante el secado los compuestos aumentaron a 47 y 48 durante el
dia uno y dos respectivamente. . La evolucién de los compuestos durante la fermentacién se muestran en
la Figura 1a donde se observa que durante la fermentacién los alcoholes tienen mayor numero de
compuestos en el dia 2 y posteriormente decrecen para volver a incrementar en el Gltimo dia. La
cantidad de compuestos pertenecientes a la familia de aldehidos y cetonas permanecen practicamente
constantes durante la fermentacion. El nimero de compuestos acidos incrementa durante todo el proceso
de fermentacién. Los ésteres incrementan alcanzando su maximo a la mitad de la fermentacién para
volver a disminuir al final de ésta. Las pirazinas solo se encontraron en el ltimo dia de fermentacién. Se
observé un comportamiento distinto al cacao forastero estudiado por Rodriguez-Campos y
colaboradores (2011) en donde se encontré un méximo de compuestos en el dia 5 que descendi6 al final
de la fermentacion, en este estudio no se encontraron pirazinas durante la fermentacion. Durante el
secado se observé un comportamiento constante en el numero de compuestos de cada familia (Figura
1b).
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Figura 1. Evolucion del miimero de compuestos por grupo funcional durante: a) fermentacion y b) secado.

Durante la fermentacién se observé que el maximo contenido de compuestos volatiles (dreas) se
encontr6 en el dia 2 de fermentacién lo cual coincide con el estudio de cacao forastero [6]. Al inicio de
la fermentacion fueron los alcoholes los que participaron con mayor porcentaje en el contenido total de
todos los compuestos. durante el dia dos de la fermentacién los ésteres y al final los aldehidos y cetonas
(Figura 2a) a diferencia del cacao forastero en el que los ésteres predominaron durante los primeros dias
de la fermentacién y los 4cidos fueron los grupos funcionales con mayor porcentaje al final de la
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fermentacién. En cuanto al secado, el mayor contenido de volatiles se encontré al inicio siendo los
aldehidos y cetonas los compuestos mayoritarios durante todo el secado, seguidos por los 4cidos (Figura
2b) a diferencia del forastero que reporté un maximo de volatiles al final del secado en donde fueron los
acidos los compuestos predominantes [6].
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Figura 2.- Evolucién del drea generada por los compuestos separados por grupo funcional durante: a) Jfermentaciony b)
secado.

En el ACP se evaluaron las semejanzas y diferencias entre los compuestos volatiles y se observé que
hay una clara separacién en las etapas de fermentacion y los dias de secado.
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Figura 3.- Andlisis de componentes principales con el CP1 y CP2: a) grdfica de pesos de la evolucion de los compuestos
voldtiles durante la fermentacion, b) grdfica de CP-valores obtenidos durante la fermentacion.

En la Figura 3a se observa que en el eje positivo del CP1 (componente principal 1) se encontraron
compuestos que presentaron alta concentracion en el cacao fresco tales como 2-pentanol, hexanal y 2-

© 2016 Academia Mexicana de Investigacion y Docencia en Ingenieria Quimica
ISBN 978-607-95593-4-2
ALI-168




Memorias del XXXVII Encuentro Nacional de la AMIDIQ
3 al 6 de Mayo de 2016, Puerto Vallarta, Jalisco, México

metil-2-butenal y del lado negativo compuestos que presentan su maxima concentracion en el dia tres de
fermentado como octanoato de etilo, alcohol feniletilico, 4cido acético v acetato de isobutilo, los cuales
pueden ser producidos por bacterias acéticas. En el eje positivo del CP2 (componente principal 2) se
encontraron compuestos que presentan su maximo contenido durante los primeros dias de fermentado
como el acetato de etilo, alcohol etilico, 2-etil-1-propanol y 3-etilbenzaldehido, compuestos que son
producidos por las levaduras; en el eje negativo del CP2 se agruparon compuestos que alcanzan su
maxima concentracion en el dia 5 como el fenol, 3-metil-2-butanol, 2,5-dimetilpirazina y acetato de
metilo. En la figura 3b se observa la formacién de cuatro grupos: el primero constituido por el cacao
fresco (F0). el segundo por el cacao con uno y dos dias de fermentado (F1 y F2), el tres por el tercero y
cuarto dia de fermentacién (F3 y F4) y el cuarto por el ltimo dia de fermentado (F5).
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Figura 4.- Andlisis de componentes principales con el CP1y CP2: a) grdfica de pesos de la evolucién de los compuestos
voldtiles durante el secado. b) grdfica de CP-valores obtenidos durante el secado.

En la Figura 4 se presentan las gréficas de pesos (a) y de valores-PC (b) para el secado del cacao. En
este caso, los componentes 1 y 2 explicaron el 61.659% y 15.375% de la variabilidad de los datos. En la
Figura 4a se observa que en el lado positivo del eje del componente 1 se encuentran compuestos como el
palmitato de etilo, 2,3-butanodiona, 3-metilbutanal, acetofenona, 2-metil-2-butenal y 2,3-dimetilpirazina
los cuales presentaron una disminucién en su contenido durante el secado. En el lado negativo del eje se
ubicaron compuestos como el acetato de metilo, acetato de isobutilo, acetato de 2-pentanol, acetato de
2-feniletilo, tetrametilpirazina y trimetilpirazina que presentaron un incremento en su contenido durante
el secado. La produccién de pirazinas se debe a la reacciéon de Maillard entre los precursores formados
durante la fermentacién tales como azlcares reductores y péptidos o aminodcidos que se generan al
someter los granos a elevadas temperaturas. En la Figura 4b se observa la formacioén de dos grupos que
corresponden a cada uno de los dias de secado.

Conclusiones

Se identificaron 63 compuestos volatiles a diferencia de los 39 reportados en estudios anteriores en
cacao forastero. Los compuestos fueron de las familias de aldehidos y cetonas (20), esteres (16),
alcoholes (11), 4acidos (8), pirazinas (4) y otros (4). De acuerdo al ACP, los compuestos se clasificaron
en 4 grupos durante el proceso de fermentacion y en 2 durante el secado.

Al final de la fermentacién y el secado los aldehidos y cetonas participaron con el mayor porcentaje en
el contenido total de compuestos (75% en la fermentacién y 65% en el secado) a diferencia de lo
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reportado para el cacao forastero en donde fueron los acidos los compuestos mayoritarios (65% y 75%).
Los aldehidos y cetonas confieren a los granos notas agradables a almendras, mantequilla o florales
mientras que los 4cidos presentan notas de queso, rancio o astringente.

Las pirazinas estdn entre los compuestos de sabor mas importantes del cacao ya que confieren notas de
chocolate, café y horneado. Al final del secado se identificaron cuatro pirazinas: 2,5-dimetilpirazina,
2,3-dimetilpirazina, trimetilpirazina y tetrametilpirazina que representan el 3.8% de los compuestos
totales a diferencia del cacao forastero en el que solo se encontr6 una pirazina equivalente al 0.6% del
total de volatiles.
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