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RESUMEN

Las cruzas.y/o la generacion de nuevos clones de Theobroma cacao L, tienen como finalidad
proporcionar en los atributos sensoriales de calidad, produccion y resistencia a enfermedades
entre otrasCaracteristicas definidas. El objetivo de la investigacion fue evaluar la fenologia
reproductiva“y-calidad sensorial de ocho nuevos clones de cacaos generados en el jardin de
germoplasma deNINIFAP Campo experimental Huimanguillo Tabasco T. cacao L., denominadas:
Caehui, Canek, €hak, Chibolon, K’in, Olmeca, Tabscoob, Supremo y un testigo denominado
Carmelo. Con el fin de camplementar el objetivo general se establecio la evaluacion morfoldgica
de frutos, fisicoquimiCa.y espectroscopica por Uv-Vis y por infrarrojo por transformada de
Fourier (FT-IR) en granes microfermentados. Se evaluaron 19 descriptores morfoldgicos en
frutos maduros, de acuerdoala UPOV (Unidn Internacional para la Proteccion de las Obtenciones
Vegetales Theobroma cacae™.),.(2011), asi como su fenologia floral (n=225). Los indicadores
fisicoquimicos fueron: Humedad, pH, °Brix, acidez total, indice de fermentacion (IF), contenido
fendlico y flavonoides, barridos por Uv-Vis de 400 a 700 nm y analisis vibracional por FT-IR
empleando una reflexion total( atenuada (ATR). Se prepar6 un consorcio iniciador con
Saccharomyces cerevisiae 120 (70 %); Lactobacillus plantarum 14 y Lactobacillus fermentum
16 (15%), Acetobacter pasteurianus®98«y Acetobacter tropicalis 61(15%), que se agregaron al
inicio de la fermentacidn con punto final.atas 120 h, con remocion cada 24 hrs para finalizar con
la obtencion de un licor de cacao para 'su evaluacion sensorial por catadores especialistas. Se
aplico analisis de varianza y prueba de medias para variables fisicoquimicas, los espectros de FT-
IR se normalizaron, aplico la segunda derivada-ysel método de Savitsky Golay. Los resultados
muestran valores del desarrollo de botones en un periodo de 35 dias para ocho clones, Caehui
presentd un periodo tardio de 42 dias ¢con'crecimiento longitudinal y didmetro ecuatorial de 7.43
mm y 4.38 mm respectivamente. El diametro final.de los frutos estuvo comprendido entre el
menor valor 38.5 mm correspondiente al clon Caehuyi y 101.2 mm en Tabscoob. Se encontrd
diferencias significativas (p<0,05) en los indicadores fiSieéquimicos entre todos los clones. Los
°Brix oscilaron entre 15.00-17.06, pH entre 5.31-5.64 y acidez total menos de 3 ml (NaOH 0.1N)
por gramo. El contenido fendlico y flavonoides totales en muestras sin fermentar oscilaron entre
25.83-82.29 mg GAE gy 10.43-18.50 mg EQ g'! para fermentadas fue de 25.47-194.60 mg GAE
g!y 1.03-6.27 mg EQ g respectivamente. El analisis por Uv<Vis defini6 bandas de absorcion
de antocianinas para todos los clones excepto la variedad Carmelo. Los cambios principales
durante los tratamientos en la zona de la huella dactilar de intensidad media fueron 1418, 1269,
1214, 1198, 1062, 1035, 1016 y 688 cm™ que corresponde a fenoles, flavonoeides, ésteres, cetonas,
pirazinas, amidas, anillos de polisacaridos, proteinas y alcoholes secundarios. Se aplic6 un
Anélisis de Componentes Principales (ACP) sobre las variables morfologicas que permitid
establecer un 56.4 % de la variabilidad total a partir de los tres primeros compopentes, destacando
que la contribucion principal es por el peso del fruto, didmetro del fruto, longitud del grano y
diametro o grosor del exocarpio. La microfermentacion resulto ser una alternativa‘para evaluar el
potencial de pequefios lotes, debido a que desarrollaron atributos sensoriales”descriptivos y
especificos de forma positiva. Los clones que destacan con potencial de caracteristicassensoriales
corresponden a Caehui y Chibolon.

Palabras claves: Biologia floral; contenido fenolico; infrarrojo; clones; produccion.



ABSTRACT

From crosses and/or the generation of new clones of Theobroma cacao L., provide quality
sensory attributes, beneficial production results, disease resistance and defined phenotypic
characteristics:\I'he objective of the research was evaluate the reproductive phenology of eight
new cocoa cloneS.generated in the germplasm garden of INIFAP Huimanguillo Tabasco
experimental field| T. cacao L., named: Caehui, Canek, Chak, Chibolon, K'in, Olmeca,
Tabscoob, Supremosand a control called Carmelo. Nineteen morphological descriptors were
evaluated in mature fruits;according to UPOV (International Union for the Protection of New
Varieties of Theobroma.cacao L), (2011), as well as their floral phenology (n=225). The
physicochemical indicatars-were: moisture, pH, °Brix, total acidity, fermentation index (FlI),
phenolic content and flaveneids, as well as a vibrational analysis with the aid of a Fourier
transform infrared spectrophotometer (FT-IR) using an attenuated total reflection (ATR) with a
resolution of 1 cm -1 and 32 s€an. A starter consortium was prepared with Saccharomyces
cerevisiae 120 (70%), Lactobacillus-ptantarum 14 and Lactobacillus fermentum 16 (15%), %),
Acetobacter pasteurianus 98 and %),"Acetobacter tropicalis 61 (15%), which were added at the
beginning of fermentation with an end point at 120 h, with stirring every 24 h to finish obtaining
a cocoa liquor for sensory evaluation by specialized testers. Analysis of variance and test of
means were applied for physicochemicalvariables, for the FT-IR spectra the data were analyzed
in Origin 8.5.1 where they weremormalized, the,second derivative was applied, as well as the
Savitsky Golay method. The results’show values of bud development in a period of 35 days for
eight clones, Caehui presented a lategperiod of'42 days with longitudinal growth and equatorial
diameter of 7.43 mm and 4.38 mm respectively. The final diameter of the fruits ranged from the
lowest value of 38.5 mm corresponding te the Caehui~clone to 101.2 mm in Tabscoob. In
morphological variables, the Canek clone presented at‘least seven high values of the variables
studied. Significant differences (p<0.05) were-found in the physicochemical indicators among
all clones. The °Brix ranged between 15.00-17:06, pH shiowed values between 5.31-5.64 and
total acidity less than 3 ml (NaOH 0.1N) per gram. The phenolic content and total flavonoids in
unfermented samples ranged from 25.83-82.29 mg GAE gl+and 10.43-18.50 mg EQ g* for
fermented was 25.47-194.60 mg GAE g and 1.03-6.27 mg EQG1respectively. The IF defined
anthocyanin uptake bands for the clones, the main changes ‘during the treatments in the
fingerprint zone of medium intensity were 1418, 1269, 1214, 1198, 2062, 1035, 1016 and 688
cm? corresponding to phenols, flavonoids, esters, ketones, pyrazines, amides, rings of
polysaccharide rings, proteins and secondary alcohols. A principal Compenent Analysis (PCA)
was applied on the morphological variables that allowed to establish 56.4% of the total
variability from the first three components, highlighting that the main contribution is by the
weight of the fruit, diameter of the fruit, length of the grain and diameter ot _thickness of the
exocarp. Microfermentation turned out to be an alternative to evaluate the potential of small
batches, because they developed descriptive and specific sensory attributes in a“pesitive way.
The clones that stand out with potential sensory characteristics were Caehui and Chibalon.

Key words: Floral biology; phenolic content; infrared; clones; yield.



1. INTRODUCCION

Los-granos de cacao (Theobroma cacao L.) son utilizados para la elaboracion de
diversos productos, entre los cuales destacan cocoa, manteca, licor y los chocolates. Existe un
mercado muy amplio en el sector de los chocolates, donde el valor y la calidad sensorial del
cacao son fundamentales. Se han observado diferencias cualitativas y cuantitativas en los
indicadores fisicos y compesicion quimica utilizadas como parametros de calidad entre los que
se puede mencionar el peSo idel grano, nimero de granos, contenido de proteina, azucares,
compuestos bioactivos (&cidos _fenodlicos y flavonoides), los cuales estan relacionados con
caracteristicas del color, sabor,“valor nutricional y funcional. Factores como la morfologia, el
ambiente, la genética de los mismos;'técnicas de cultivo y los procesos poscosecha, influyen en
la composicion, debido a que se sintetizan agentes precursores del aroma y sabor tipico del cacao
(Carrillo et al., 2014). La morfologia y ekorigen geografico han sido parametros determinantes
en la descripcion de los grupo$ genéticos-de Cacao, debido a esto, algunas investigaciones
concuerdan que existen diferencias fenotipicas debido a la variabilidad genética en cacao. Las
diferencias antes mencionadas se presentan en el desarrollo, produccion y biologia floral, por
ello, la importancia de conocer los procesosbiologieos:y reproductivos en plantas de cacao
(Anita-Sari & Susilo, 2015). La fenologia reproductiva<€n-cacao da inicio a partir de botones
florales y culmina hasta la madurez de la mazorca y a partirde‘este punto donde se cosechan los
granos se generan los indices de calidad de granos secos. Estossindices tienen relacion con el
grado de madurez del fruto y se ha demostrado que mazorcas inmaduras daran origen a granos
con fermentacion deficientes (Ortiz et al., 2009). A partir de la casecha de los granos estos
pueden ser fermentados o no, para seguir con el proceso de secado' y estar listos para
comercializacion. La fermentacion de cacao es un proceso enddgeno complejo que induce
cambios bioquimicos en los granos de cacao y permite el desarrollo de precursores de aroma,
por lo que homogenizar este proceso mediante el uso de consorcios microbianos es una
tendencia utilizada para mejores resultados de fermentacion. Lo anterior, conlleva, a una
evaluacion sensorial que permita comparar o generar informacion relevante sobre atributos
destacables como funcion de consorcios iniciadores relacionados con la composicion de arigen

o la genética.



Los estudios de investigacion a través de los afios, se han enfocado a evaluar el microbiota
enddgeno, caracterizacion fisica y quimica de los compuestos presentes en el cacao. Ademas de
evaluar efectos,de diferentes factores sobre la fermentacion enddgena, sin reportar en muchos casos
el origen genético\del material de estudio o estableciendo que la fuente son mezclas de forasteros
y criollos. Las herramientas en los Ultimos afios para evaluar los aspectos de quimica analitica se
han refinado y se reportan trabajos actualmente de metabolémica a través de cromatografia de
gases y liquidos acoplades con detectores de masas. Sin embargo, son pocos los estudios que
consideran la trazabilidad del.material genético desde la fenologia hasta la evaluacion sensorial,
pasando por los diferentes eslabones,de la cadena como la fermentacion, el secado, el tostado y la
elaboracion del licor de cacao. Por“lo_que es necesario, evaluar con certeza desde el material de
origen hasta el punto final de la cadena. Si se cuenta con herramientas de capacidad analitica es
ideal, sin embargo, esto no siempre sucede, por lo que la caracterizacion de la fenologia, la
fisicoquimica y la evaluacion sensorial son_valiosas para establecer caracteristicas sobresalientes
en los cacaos. Dentro de las caracteristicas fenoldgicas el seguimiento cinético es el estudio mas
utilizado hasta el punto de madurez enfuncion del celor. En cuanto a la cosecha de las mazorcas,
la morfologia cualitativa y cuantitativa del fruto es findamental, debido a los indicadores pueden
relacionarse no solamente a produccion y rendimiento, §ing a calidad de los granos procesados. En
cuanto a las técnicas fisicoquimicas, diversas investigaciones.se han enfocado a evaluar pardmetros
como acidez, pH, indice de fermentacion, contenido fenolico.y<de flavonoides, entre otros, por su
correlacion con atributos sensoriales (Niemenak et al., 2006; VVazquez et al., 2016; Moreira et al.,
2018; Avendafo et al., 2021; Yafiez et al., 2021). Por otro lado, en{funcion de encontrar la forma
de diferenciar diferentes tipos de cacao se ha aplicado técnicas de~Caracterizacion como la
espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR) que demuestra ser una técnica
viable para la prediccion de pardmetros de calidad incluyendo la composicion gquimica, asi como
los cambios vibracionales de los grupos funcionales. Por lo anterior, el objetive general de este
trabajo fue evaluar la fenologia reproductiva de ocho clones de cacao mas un elon testigo, su
caracterizacion morfoldgica de los frutos, las variables fisicoquimicas y caracteristicas sensoriales

aplicando el uso de consorcios iniciadores durante la fermentacion.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El mejoramiento genético se ha enfocado en muchas ocasiones a la tolerancia de enfermedades
y no necesariamente & ‘las caracteristicas de calidad del fruto. Los centros de investigacion en
mejoramiento genético llevan a cabo estudios para mejorar las caracteristicas de tolerancia y
rendimiento en clones, sin.embargo, por mucho tiempo se paso por alto caracteristicas distintivas
de sabor y aroma exclusivos (en cuanto al origen y la calidad), con historia (que hable del productor
y cOmo se produce) y consistencia (guie garantice la calidad, sabor y volumen) que definen un cacao
de alta calidad. La calidad de los granes de cacao se debe en gran parte a la composicién aromaética
siendo el genotipo un factor clave. Las investigaciones en esta area del conocimiento reportan
variabilidad en la calidad sensorial de hasta 10 grupos genéticos (Portillo et al., 2009), debido al
porcentaje de compuestos quimicos de arigen que impactan directamente en los atributos
sensoriales del chocolate. Los compugstos,volatilesson los responsables de generar el olor y aroma
caracteristico de cada producto, factores'€omo la variedad genética, ambiente, técnicas de cultivo,
procesos térmicos, bioguimicos y microbiologicos inflayen en la sintesis de compuestos quimicos
en cotiledén. El cacao que ha sido objetode, diverses estudios, la mayoria encaminado al
mejoramiento de las plantas. Una descripcion dé variables.de.medicion relacionadas a la calidad,
permite una matriz de informacion sobre la introduccion de_néevos clones con caracteristicas
fisicas y quimicas sobresalientes (Engeseth & Pangan, 2018).

Existen procesos térmicos, bioquimicos y microbioldgicos que se ven involucrados en las
diferencias en el contenido de los compuestos volatiles y no volatiles, poer lo que es necesario
conocer desde el material de origen hasta la produccion del licor o chocolate y la variabilidad de
estos, con el fin de establecer criterios especificos de calidad (Sim et al., 2015).

Por lo anterior, la introduccidén de clones liberados de T. cacao, por el Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP) campo experimental \Huimanguillo,
requieren de la caracterizacion desde la fenologia, la morfologia, la caracterizacion fisicogquimica
en grano fermentado y seco, asi como finalmente, la evaluacion sensorial. Lo cual, permitira
establecer la trazabilidad de los clones hasta el punto final de la cadena y definir criterios dirigidos
de calidad.



3. JUSTIFICACION

El cacao (Theobroma cacao L) es un producto de origen mexicano que ha sido objeto de
diversos estudios, la mayeria encaminado al mejoramiento de las plantas. El mejoramiento genético
se ha enfocado en muchas/ocasiones a la tolerancia de enfermedades y no necesariamente a las
caracteristicas de calidad delfruto. Hoy en dia el INIFAP campo experimental Huimanguillo ha
liberado ocho clones que presentan caracteristicas agrondémicas sobresalientes, sin embargo, aun
quedan interrogantes por resolver_debido a que muchas de las propiedades de cacao varian de
acuerdo al tipo de cultivar, situaciongeografica, tratamiento poscosecha, época de cosecha,
composicion quimica, entre otros.

De la literatura consultada, se ha pedide comprobar que los estudios realizados referente a
la fraccién aromatica se lleva a cabo-en los procesos (fermentacion, secado, tostado, temperado,
etc.) asociadas a modelos relacionados“a la morfologia y la dinamica de crecimiento floral, asi
como la fraccién de madurez apta de los clones seleCeionados, con relacién a su porcentaje de
composicion deseable, con potencial de calidad’para losfings que se requiera. La evaluacion clonal
tiene la ventaja de que toda la variacion genética permanece ihtacta (con excepcion de la aparicion
de mutaciones) y se puede separar la varianza genética y la ambiental como componentes de la
variacion fenotipica.

Esta informacion serd un apoyo para trabajos posteriores cop-loycual se podria estandarizar
los ciclos de produccién reproductiva, madurez deseable de la mazerca con relacion a su
composicion, un mejor tratamiento a sus procesos, y a su importancia«genética, asi como el

aprovechamiento de dicho recurso bajo un enfoque sostenible y en beneficio de la sociedad.



4. HIPOTESIS

La diferencia“entre las principales variables fisicas y quimicas de los clones seleccionados
contribuye al conocimiento de la dindmica del crecimiento del fruto, diferencias que se

evidenciaran en las caraCteristicas fisicoquimicas de los granos de cacao.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Evaluar el comportamiento fenolégico reproductivo de ocho nuevos clones méas un testigo,
asi como sus variables fisicoquimicas liberados(por. el Instituto Nacional de Investigaciones

Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) Campo experimental Huimanguillo, Tabasco.

5.2 Objetivos especificos
e Describir la dindmica de la biologia floral y.del desarrolle del fruto de clones de cacao hasta
la madurez fisioldgica.
e Caracterizar cualitativa y cuantitativamente la morfologia d€ tas mazorcas de los clones
seleccionados.
e Determinar el contenido fisicoquimico, asi como un analisis de caracterizacion por
espectroscopia Infrarroja en granos de cacao.

e Evaluar los atributos sensoriales de los clones a partir de licor de cacao.



6. REVISION DE LA LITERATURA

6.1. Taxonomia y-Morfologia del cacao

El cacao es'una, especie de la familia Malvacea (Argout et al., 2011). Categorias
taxondmicas de T. cacao se muestran en el Cuadro 1. El cacao se origin6 como una especie de
arbol en el bosque tropical lluvioso, cuyo origen se ubica en la cuenca amazonica superior
debido a un estudio apayado por hallazgos de una gran diversidad genética en cacaos
provenientes de esa region, ¢llevada a cabo mediante técnicas enzimaticas y de biologia
molecular (Bartley, 2005). El cacao es.una especie diploide (2n = 20 cromosomas), de porte alto
(8 — 20 m de altura) y de ciclo vegetativo perenne, crece y se desarrolla usualmente bajo sombra
en los bosques tropicales himedos de Ameérica del Sur.

Cuadro.l.. Taxonomia del cacao

Subreino: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Familia: Malvaceae
Subfamilia: Byttnerioideae
Tribu: Theobromeae
Género: Theobroma

Especie: Theobroma cacao L.

Fuente: Bartley, 2005.

La altura del arbol depende de factores ambientales que influyen en el creCimiento, un
cultivo con alta luminosidad ocasiona que su tamafio se vea mas reducido que con exeeso de
sombra (Dosert et al., 2012). Las partes morfologicas que caracterizan a un arbol de cdcao son
las raices, tallo y ramas, la hoja, la inflorescencia, la flor, el fruto y la semilla. Debido.a’la

importancia del fruto y semillas se describird un poco sobre sus caracteristicas.



El fruto: Es el resultado de la maduracion del ovario de la flor fecundada. Dentro de su
clasificaeion botanica el fruto de cacao es una drupa normalmente conocida como mazorca.
Tanto el tamafio como la forma de los frutos varian ampliamente dependiendo de sus
caracteristicas.genéticas, el medio ambiente donde crece y se desarrolla el arbol, asi como el

manejo en la plantacion (De la Cruz et al., 2019).

La semilla: ElI'fruto del cacao puede contener entre 20 a 60 semillas o almendras, cuyo
tamafio y forma varian segun.el tipo genético, estas durante el proceso de poscosecha seran
Ilamadas grano. La semilla de cacao es méas bien un 6vulo del interior del ovario de la flor
fecundado y desarrollado, que luego de su desarrollo y maduracion constituye la mazorca. En
cacao tipo criollo las semillas tienen"de 3 a 4 cm de largo, casi ovaladas, alargadas, de color
blanco o rosado mas bien violeta palido: En el cacao Forastero, las semillas tienen de 2 a 3 cm
de largo con formas aplanadas, redondeadas y de color violeta purpura. EI endosperma es
sumamente reducido y toma la forma.de unasmembrana conocida como testa, la cual es delgada
y coriacea envuelta en su periferia pan una pulpa acida y azucarada que se llama mucilago
(Avendafio et al., 2011).

6.2. Fenologia reproductiva

Actualmente los estudios fenoldgicos han tomado uUna“mayor importancia debido al
proceso de cambios climatologicos, las emisiones, y el calentamiento global, del cual se ha
observado que los procesos bioldgicos de supervivencia y éxito_reproductivo en plantas,
expresados en funcion de la fenologia pueden mejorar la precision de lossimodelos de prediccidn
de la distribucion futura de las especies (Marquez et al., 2010).

La poblacidn regional de cacao, a partir del fruto, se representa por los forasteros, criollos
y trinitarios, mismos que presentan diferenciacion en su desarrollo, produccion;-asi como la
biologia floral que las constituye, esta presenta variaciones pequefias en longitud y@iametro, en
boton floral, asi como el tiempo de mayor crecimiento. El cuadro 2 muestra las imagenes y

caracteristicas de la fase reproductiva del cacao.



Cuadro 2. Fase fenoldgica reproductiva del cacao

Boton floral

Floracion

Fructificacion

»
r p -
&V o
a -
. -

Madurez

Los botones tienen
cerca de un centi-metro
de tamafio. La flor
inicia su proceso de
apertura con el
agrietamiento del boton
floral en horas de la

tarde durante el dia.

La florise abre de 20 a
25 dias_-después de
aparecer‘._el” diminuto
boton florakAas flores
permanecen  @biertas

por un corto tiempo:

El fruto crece, se anota
la fase cuando el fruto
alcanza 2 centimetros.
El punto critico esentre
15 dias después del
inicio (polinizacion) y
Jos 2 meses de

crecimiento del fruto.

Los frutos alcanzan su
tamafio maximo y el
color tipico de Ia
variedad. Deben pasar
seis meses para que se
convierta en  una
mazorca
fisiolégicamente

madura.

Imagenes y con informacion de Yzarra et al, 2011

6.3. Variacion fenoldgica reproductiva en clones de cacao

El T. cacao, se reagrupa tres variedades genéticas que delimitan de manera respectiva sus

caracteristicas morfoldgicas y anatomicas: cacao criollo (T. cacao yar, Criollo), forastero (T.

cacao var. Sphaerocarpum) y T. Cacao var. trinitario.

La biologia floral de los tres genotipos registra pequefias variaciones, en longitud y

didmetro del botén floral, asi como el tiempo de mayor crecimiento en materiales de cacao
(Lépez-Hernandez et al., 2018).

Anita-Sari et al. (2015) destacan que la variacion en la formacién de flores, mazorcas y

semillas se debe probablemente al factor genético de la planta y a las condiciones espgeificas

del entorno, asi mismo la alta variacion genética se produjo en la madurez de la semillay

mazorcas, en el tamafio del grano y en el color de la mazorca. En el cuadro 3, se muestran



estudios realizados a diferentes variedades de clones de cacao en fenologia del boton floral y de

la mazorca.

Cuadro 3. Valeres promedio de la fenoldgica reproductiva de clones de cacao.

Clon Genotipo ¢ Lugar de LB DB DF/ LF/ MF/ Autor- Afo

estudio  (mm) (mm) o 4da  dias

(mm)  (mm)

Carmelo Criollo México, 2494 1127 7781 19225 160  Lopez-Hernandez

Chiapas etal., 2018.
RIM-24, Trinitario  México; 29.57 13.66 82.15 234.40 140  Lopez-Hernandez
Chiapas et al., 2018.
CCN-51 Criollo Pert 15.00 n/a 84 194 175  Castro-Mufioz et
al., 2017.
ICS-6 n/a Brasil 10.37 5.00 96 240 165  Ayllon-Marchan,
2000.

LB/ dias: Longitud del boton floral; DB: Didmetro.del botén floral; DF/dda: Didmetro del fruto con
respecto dias después de antesis; LF/dda: Longitud,del fruto con respecto dias después de antesis;
MF/dias: Maduracion del fruto en dias; mm: milimetros; n/a: no disponible.

6.4. Influencia genética en morfologia de frutes del cacao

Algunas especies del cacao poseen importancia econdmica, las cuales tienen sus patrones
de identificacion, caracterizacion y evaluacion. Para que estossprotocolos se lleven a cabo se
han realizado estudios de las caracteristicas en el sentido de canocer la variabilidad de los
caracteres dentro y entre plantas, después de estos se han seleccionado‘aquellas caracteristicas
cualitativas y cuantitativas que han resultado ser Gtiles para la descripcién. Aunque existe poco
conocimiento de informacion genética sobre la calidad del cacao, s€ estima que las
caracteristicas de sabor resultan de la interaccion de numerosos genes (Teneda,2016).

Enriquez, (1991) menciona que los drganos méas importantes para la“descripcion
morfoldgica son aquellos que estdn menos influenciados por el ambiente, los més importantes
son: la flor y el fruto en importancia decreciente las hojas, tronco, ramas, raices y los tejidos

celulares.



Existen diferentes listas de descriptores morfoldgicos para la identificacion y evaluacién
del germoplasma de cacao. Por ejemplo, el IBPGR (Internationals Board for Plant Genetic
Resources) que usa 65 descriptores, mientras Phillips y Enriquez (1988), propusieron una lista
de 26 descriptores morfoldgicos y el Centre de Coopération Internationale en Recherche
Agronomique.pour le Développement (CIRAD) 24. Estos han sido empleados desde la década
de los 40 para caracterizar el germoplasma de las colecciones en diferentes centros de
investigacion tales“como, el Centro Agrondémico Tropical de Investigacion y Ensefianza
(CATIE), el International, Cocoa Genebank Trinidad (ICGT), y el International Cocoa
Germplasm Database (ICGD).entre otros.

El uso correcto de diversas aplicaciones biotecnoldgicas y agronémicas de estos datos
generados, permiten llevar a caboda explotacién de dicho recurso bajo un enfoque sostenible y
en beneficio de la sociedad, ademdés.de contribuir al conocimiento tedérico-practico de su
naturaleza, al igual que un manejo integrado de las plagas de fitopatdgenos que lo aquejan
(Ricafio et al., 2018).

6.5. Importancia del cacao en MéxiCo

El cacao es un cultivo con altasimportancia-Cultural y econdémica, principalmente para la
produccidén de chocolate. En México se ‘cultivan 59,555 ha de T. cacao, con una produccion de
28,473 toneladas y un rendimiento promedio_de 486 Kg ha (Servicio de Informacion Agroa-
limentaria y Pesquera, 2020); con un consumo per capita anual de 0.5 kg. La produccion nacional
de cacao satisface Unicamente el 41.2 % de la demandasinterna lo que establece unas
dependencias de importaciones provenientes de Ecuador, €0sta de Marfil, Republica
Dominicana, Colombia y Ghana. Las importaciones de cacao indican que en el periodo
diciembre-marzo hay un mayor ingreso promedio de este producto al pais, asi como en el mes
de julio. Se estima que para el 2030 el consumo aumentara de 65.15 a 77.86 millones de toneladas
(Mt) y que la produccion nacional se incrementard de 26.86 a 47.54 Mt (Planeacion Agricola
Nacional 2017-2030).

6.6. Produccidn de cacao fino y de aroma en México y a nivel mundial
La International Cocoa Organizacion (ICCO) por sus siglas en inglés, define al cacao fino
y de aroma como variedades latinoamericanas, sin embargo, la distincion de fino y de aroma

involucra la parte del mercado de exportacion debido a la demanda. Se reconocen 23 origenes
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de cacao fino de aroma (Rios et al., 2017). El cacao fino de aroma es demandado sobre todo por
chocelateros de Europa y EE UU, que buscan cacaos exclusivos (en cuanto al origen y la
calidad),Con historia (que hable del productor y cdmo se produce) y consistencia (que garantice
la calidad, saber y volumen). No existe una definicion tinica de ‘cacao fino de aroma’. Lo que
ha llevado a la 1CCO a crear un grupo de trabajo dentro del Comité para poder desarrollar de
manera subjetiva criterios medibles para definirlo (Zurita, 2017).
Segun datos de la ICCO, la produccion mundial de cacao en grano fue de 4,652,000 toneladas
en el periodo 2017-20187y el 18% (836,000 ton) corresponde a América Latina, donde se
encuentran cinco de los 10'principales productores de cacao a nivel mundial: Ecuador (286,600
ton), Brasil (204,200 ton), Per( (£34,300 ton), Republica Dominicana (84,500 ton) y Colombia
(55,000 ton). En total, la produceion de estos cinco paises suma 764,600 toneladas. Con
excepcion de Brasil y México, quesmportan casi en su totalidad para la industria chocolatera
nacional, las exportaciones de cacao son)muy representativas en la mayoria de los paises de
América Latina. En el 2017 se reportd unaexportacion de 1.032 Mt, ademas de generar $ 866
(Miles de USD) en dichas exportaciones

Segun datos de la ICCO 2016paises como Colombia, Bolivia y Costa Rica la variedad
especial de cacao fino de aroma representa-entre el'95% y el 100% de las exportaciones totales
de cacao, mientras que para Ecuador, Repdblica Dominicana, Panama y Peru representa del
50% al 75% de la exportacion total de cacaolen’grano. Este.quiere decir que, en promedio, el
80% de las exportaciones de estos paises corresponden a“cacao fino de aroma, alrededor de
329,000 toneladas en 2018, cifra que representaria alrededor del 7% de la produccion total

mundial.

6.7. Precios del cacao en el mundo y en América Latina

El precio del cacao a nivel internacional se establece a partir de l0s, precios diarios
generados por las bolsas de futuro y opciones de Londres y Nueva York y dependen
fundamentalmente de la relacion entre la oferta global de cacao en términos.del inventario
disponible y la demanda generada por el consumo a través de la molienda internacignal (Arvelo,
2017).

Durante los tltimos 15 afios los precios han mantenido su tendencia ascendente. En-el-afio

2000 se registraron los menores precios historicos del cacao a nivel internacional (inferiores a
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los 1.000 USD$/TM), desde ese afio los precios han repuntado hasta ubicarse en promedios
superiares a los $ 2 200 USD por tonelada para los ultimos 5 afios (Arvelo, 2017).

Aungue no mantienen un patron definido se puede indicar que, durante los Gltimos 3 afios,
los cacaos con-certificaciones y con denominacion de origen requeridos para mercados europeos
han logrado preeios superiores al precio internacional en un rango del 4% al 20%; el cacao fino
y de aroma ha alganzado sobreprecios superiores al 23% del precio internacional y se estiman
precios premium en‘cacaos finos exclusivos superiores al 66% del precio internacional (Arvelo,
2017).

6.8. Variedades del cacao

De acuerdo a su forma T..€acao, se clasifica como: criollos, forasteros y trinitarios, sin
embargo, esta clasificacion no deseribe suficientemente la variabilidad de la especie (Dostert et
al., 2012).

Criollo: Crecen bajo condiciones.semi-silvestre y se distribuyen desde México hasta Colombia
y Venezuela. Son arboles poco vigorosos, de lento crecimiento y mas susceptibles a las
enfermedades e insectos que los Forasteras, y se caracterizan por su alta diversidad morfoldgica.
Estudios destacan que las caracteristicas deftos cotiledones de esta especie son de color violeta
palido y pigmentacion blanca, estaminodios-de.color rojo palido, asi mismo las mazorcas tienen
forma alargada con punta muy acentuada en el'extremo inferior, marcados con diez surcos muy
profundos o a veces en grupos alternos cinco, el pericarpio es rugoso y delgado, el mesocarpio
poco lignificado. Siendo estas de color rojo o verde en estado inmaduro, tornandose amarillas y
anaranjado rojizas cuando estan maduras (Rios et al., 2017).

El grupo genético Criollo, clasificado como subespecie cacao, y del cual se obtiene el

cacao “fino” contribuye a la produccion mundial con el 5% (Afoakwa et al., 2008).

Forastero: El arbol del tipo forastero por lo general es vigoroso, com, ramificaciones
lateralmente y en algunos casos su follaje decumbente. El fruto de los forastero$ 0.amazonicos
tiende a ser de apariencia amelonada, predominantemente liso con poca rugosidad y-surcos poco
profundos, cuya cascara a menudo es bastante gruesa. El tamafio del grano es més peguefio que
el de los tipos criollos y algunos de ellos producen la almendra mas pequefia posible parajel
cacao (Dostert et al., 2012).
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El color de la almendra es violeta oscuro, de mucilago acido. El chocolate que proviene
de este"tipo de cacao, es de sabor amargo y aroma menos agradable y consistente. Dentro de
este tiposde.cacao, se clasifican los originarios del Amazonas que hoy se producen en Trinidad,
Ecuador, Africa Occidental, Asia y Brasil; por lo que este grupo es el que domina el mercado
mundial (Rios.etal., 2017).

Trinitario: “Este, es el resultado del cruzamiento sexual de dos arboles; usualmente
dirigido por el hombre uego de un proceso de seleccion, tratando de generar determinadas
caracteristicas deseables. (El Jeruzamiento en términos generales se hace entre clones, con
condiciones opuestas a fin de mejorar aspectos de interés como la calidad, productividad,
precocidad, respuesta a plagas y.enfermedades (CIAT, 2019).

La hibridacion se di6 de manera espontéanea, en la isla antillana de Trinidad donde el
criollo que fue llevado en un principig)se cruzd con el forastero, dando origen a un tipo

intermedio que, si bien fue catalogado como forastero, su calidad resulto superior a la de éste.

6.9. Aspectos de la calidad de cacaoe’en granos

La calidad se define por un conjunto de cualidades fisicas, quimicas e higiénicas, ademas
de las percibidas por los sentidos (cualidades ‘sensoriales): sabor y olor de los granos
(Quintanilla, 2017). Los granos sufren una-transformacion debido a los procesos bioquimicos
involucrados, durante la fermentacion, secado’y el tostado. En referencia a calidad de sabor y
aroma esta completamente ligado al origen de las almendrasy tratamientos Optimos de post-
cosecha (fermentado y secado), tostado y de acuerdo al aromaies la suma de una fraccion
genética presente en la almendra, una fraccion desarrollada durante la-fermentacion y secado y
otra fracciéon formada en el proceso de tostado (Cros, 2000). El criterioydel sabor incluye la
intensidad del sabor a cacao o chocolate, junto con otras notas aromaticas secundarias, asi como
con la ausencia de sabores indeseados (CAOBISCO, 2015). La norma ISO 1114, para la prueba
de corte dispone que se toma una muestra, de acuerdo con la norma y que Seshace un corte
longitudinal por la parte central, examinandose visualmente las dos mitades de cada.grano a la
luz diurna o bajo iluminacion artificial equivalente (Cuadro 4) La 1SO define nueve'categorias
de defectos: algunos son atribuibles a una fermentacion inadecuada (granos pizarreses, y

violetas/morados), mientras que otros son indicadores de niveles elevados de AGL, sabor
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inadeetiado y/u otros contaminantes (granos aglomerados, granos rotos, granos ahumados,

granes'mohosos, granos germinados, granos planos, granos dafiados por insectos/infestados).

Cuadro-4. Prueba de corte en granos de cacao

Grano parcialmente fermentado
(Ligeramente violeta)

Grano bien fermentado:A(color café, rojizos
olor agradable, grietas -0 surcos bien
definidos)

Grano sobre fermentado

Fuente: Aguilar, (2016).

6.10. Caracteristicas fisicas y quimicas en granos de cacao

Algunos parametros que se toman en consideracion alas, caracteristicas fisicas son
proporcién de granos defectuosos, tamafio de los granos y al grado de fermentacion. Un grano
de cacao debe pesar al menos 1 g. Los granos mas pequefios tieneastin_mayor contenido de
cascara, y por lo tanto un grano descortezado de menor tamafio, que a strvez puede contener un
menor porcentaje de grasa (Quintanilla, 2017). A continuacion, se preSentan unos datos
aproximados con respecto a la composicion fisica y quimica en granos (Cuadro;5)..Al fermentar
los granos, el color cambia a una tonalidad parda, que difiere entre los tipos de. variedades
(Lemus et al., 2002), el cual es producido por la hidrdlisis de las antocianinas y a pasterior
oxidacion de las agliconas resultantes a compuestos quinonicos, los cuales contribuyenal color

pardo caracteristico de un cacao fermentado (Alvarez et al., 2010).
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En el secado el color varia, debido a la formacién de los pigmentos marrones producidos
por as _reacciones de condensacién proteina-quinona ocurridas después de la oxidacion
enzimatica_de los polifenoles, como en el caso de las leucocianidinas y la epicatequina. Las
normas de /Clasificacion del cacao para su comercializacion o distribucion se fundamentan
principalmente.‘en, el grado de fermentacion, secado uniforme de los granos, contenido de
humedad que no exceda del 8% y no contener almendras con olores y sabores extrafios y sin

ninguna traza de adulteracion (Reyes et al., 2000).

Cuadro 5. Composiciénproximal del porcentaje fisicoquimico en granos de cacaos frescos.

Variedad
Composicion (%o) €riollo Forastero Trinitario

Humedad 30:36 30.87 30.86
Acidez Titulable 0.31 0.31 0.35
Taninos 0.68 0.80 0.72
AzUcares totales 2.02 2.24 2.90
Proteinas 7405 7.07 7.62
Cenizas 3.67 3.59 3.63
Grasas 50.99 49,52 52.24

Fuente: Acosta et al, (2001).

6.11. Cualidades organolépticas del cacao

Es dificil definir propiedades de sabor y aroma del cacae-en las etapas de produccion y
comercializacion, desde la cosecha hasta la produccion de chocelate, por lo cual, se requiere
distinguir las caracteristicas de aroma y sabor del cacao hasta la etapa-previa de la produccion
de chocolate, como una herramienta de control de calidad.
Se ha encontrado que los aromas y sabores especificos del cacao, son generados por procesos
enzimaticos que se producen durante la poscosecha de los granos, donde una sucesion de
microorganismos contribuye con el desarrollo de los compuestos de aroma _y*“sabor o sus
precursores (Ramos et al., 2013; Afoakwa et al., 2008). Del mismo modo, una gran~cantidad de
estos compuestos se desarrollan gracias a las condiciones de pH y temperatura que Se)generan
en el seno de la fermentacion; posteriormente estos componentes son desarrollados durante, el
proceso de tostado que llevarian a un incremento en su concentracion en esta etapa (Brunetto et

al., 2009) y al mismo tiempo se detienen actividades enzimaticas importantes.
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Los cacaos finos que tienen sabores y aromas distintivos representan el 5 % de la
produeCion mundial (Sénchez, 2017). Se utilizan en la elaboracion de chocolates negros o
chocolates tipo gourmet porque les confieren a los productos caracteristicas de aroma y sabor
especiales, &xiste una clasificacion de los sabores los cuales lo representan de la siguiente
manera; sabores basicos, especificos y adquiridos. A continuacion, se presentan datos de
algunos nombres guimicos de sustancias aromaticas contenidas en el cacao (Cuadro 6).

Cuadro 6. Aromas relaeionados a sustancias presentes en el grano de cacao fermentado y secado
al sol.

Aromas Sustancias

Chocolate 2- ,metilbutanal,  3-metibutanal,  furaneol,  2-fenilatenol,
trimetilpirazina, tetrametilpirazina, 2-etil-3,5-dimetilpirazina.

Flor de cacao Acido fenilacético, 2-feniletanol, tetrametilpirazina, acido acético.

Nuez 2-carboxaldehido

Coco Acido dehidfomevalonico (5,6-dihidro-4-metil-(2H)-piran-2-ona).

Naranja Benzaldehido}.enilacetaldehido, benzotiazol.

Fuente: Caballero et al. (2014)

6.12 Composicion quimica general

6.12.1. Polifenoles

Los grupos de polifenoles mas abundantes en catao son metabolitos tipo flavonoides,
especialmente tres grupos basicos con un nicleo comuntipo flavan-3-ol: catequinas (37%),
antocianinas (4%) y proantocianidinas (58%). La principal eatequina es epicatequina que
representa cerca del 30% del contenido de polifenoles del grano {(Cadiz-Gurrea et al., 2014).
Los polifenoles son producidos en el metabolismo secundario de las plantas y cumplen un papel
importante en los procesos de maduracion, mecanismos de defensa Yy.€aracterizacion sensorial

de los productos alimenticios derivados de las plantas (Pal, 2013).

6.12.2. Proteinas, Lipidos, Carbohidratos

Los cotiledones contienen como proteinas de almacenamiento especiés_dnicas de
albumina y globulina. La globulina se degrada durante la fermentacion, lo que no sucede-eon la
albimina. La degradacion de la proteina del cotiledon en péptidos y aminoacidos libres juegan

un papel de importancia para la formacion del sabor (Afoakwa et al., 2008).
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L2a grasa de cacao contiene predominantemente triglicéridos de acidos grasos consistentes
de &cidos oleico 37.3%, esteérico 34.4%, y palmitico 26,2% (Salinas et al., 2012).

En-granos frescos de cacao, el principal constituyente es la sacarosa, encontrandose en
menor proporeion azucares reductores (fructosa y glucosa), ademéas de trazas de pentitol,
manitol, sorbesa e.inositol. Los azlcares presentes estan en funcion de los factores ambientales
y genéticos de cadaregion (Garcia, 2000). EI contenido de azucares en la pulpa favorece el
desarrollo de levaduras durante la fermentacion, las cuales promueven la fermentacion

alcohdlica, con un conseeliente aumento de la acidez, tal como lo sefialan Nielsen et al. (2007).

6.13. Fermentacion por adicién“de indculos

La fermentacion comienza‘cudndo los azucares simples son metabolizados por levaduras
y bacterias lacticas bajo condiciones® anaerdbicas, para producir etanol y é&cido lactico
respectivamente (Romero et al., 2011)."Se ha mejorado la fermentacion con la adicion de
indculos, debido a la importancia de la aportacion de cada uno de los microorganismos
involucrados. Se sabe que cerca de” 50 especies comunes de microorganismos durante la
fermentacion natural pueden ser sustituidas per”una de microorganismos de cada grupo
fisiolégico. Al comienzo de la fermentacidnylas levaduras son los microrganismos que degradan
los azucares presentes en el mucilago del cacae para formacion del alcohol en condiciones de
anaerobiosis. En esta primera etapa de fermentacion también se encuentran bacterias lacticas
que pueden llegar a producir &cido lactico en mayor o en mener medida dependiendo de las
condiciones de la fermentacion. Posteriormente a la fase anaerdhica; el alcohol es transformado
en acido acético por bacterias aerobicas, con abundante desprendimignto de calor, lo cual eleva
la temperatura en la masa fermentante (Jespersen et al., 2005), donde’eleembrion muere bajo la
accion conjunta de la penetracion de los &cidos organicos, la reduccion de la‘eoncentracion de
oxigeno y la alta temperatura (< 50 °C). Los acidos, principalmente el aceticosreducen el pH
del cotiledon y provocan la ruptura de sus membranas celulares permitiendo el.contacto entre
sustancias almacenadas (proteinas, carbohidratos, polifenoles, triglicéridos etc.) (Biehl et al.,
1985).
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6.14,_Secado y tostado en granos de cacao

El_objetivo primordial del secado es que el cacao termine de desarrollar el sabor a
chocolate” que inicio durante la fermentacion. El secado puede realizarse en forma natural
aprovechando-el calor producido por rayos solares y requiere de 8 a 10 dias segln las
condiciones climaticas ademas es un método simple, econdmico y que permite el manejo de
pequefias cantidades)(Nogales et al., 2006).

Los precursores.de aromas desarrollados durante la fermentacion interactian en el proceso
de tostado para producir gl deseado sabor a chocolate. El tostado es considerado como la
operacion tecnoldgica mas importante en el procesamiento de los granos de cacao, donde los
precursores de aroma desarrollades durante la fermentacion se expresan. Por su parte Pinoargote
et al. (2013) describen que optimizar las condiciones de tostado de cacao significa desenvolver
al méaximo el potencial aromatico de’las almendras. Zapata et al. (2015) menciona que, durante
el tostado, se van produciendo compuestes derivados de las reacciones entre azucares reductores
y aminoacidos, conocidas comunmente‘como las reacciones de Maillard o pardeamiento no
enzimatico, de estas reacciones/se-van generando intermediarios y pigmentos marrones
(melanoidinas); los cuales contribuyen)a la actividad antioxidante, sabor y color del grano

tostado.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Area de eStudio

Los estudios.de fenologia y colecta de muestras durante la investigacion se llevaron a
cabo en el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP),
Campo Experimental*Huimanguillo, Tabasco, en el area del jardin del germoplasma de cacao
donde se encuentran sittades los genotipos evaluados en esta investigacion. Este campo
experimental se localiza en el estado de Tabasco, México, en el km 1 de la carretera
Huimanguillo-Cardenas, sus c¢o6ordenadas son 17°51°04.52” N y 93°23°46.96” O, a um
elevacion de 20 msnm (Fig. 1). Los arboles de cacao fueron plantados en dos hectareas con una
edad promedio de 20 afios. La ubicacion-de la plantacion cuenta con clima calido humedo, con
suelos tipos Fluvisoles, con rangos de temperatura anual de 27-36°C y una precipitacion pluvial
de 2,832.8 mm reportada durante’el periodo de.la investigacion (INEGI, 2018; Barron et al.,
2021).
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Figura 1. Imagen satelital de localizacion de las instalaciones del INIFAP-Campo experimental
Huimanguillo y de las plantaciones de cacao (Fuente: Google Earth, 2021)
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7.2. Material vegetal y lugar de estudio

Se evaluaron ocho clones de cacao establecidas por el Instituto Nacional de
Investigadores Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) campo experimental Huimanguillo,
Tabasco (Cuadro 7)

Los andlisis morfoldgicos, fisicoquimicos, pruebas de fermentacion dirigidas, asi como
caracterizacion por. espectroscopia de Ultravioleta-Visible (Uv-vis), espectroscopia infrarrojo
por transformada de Feurier (FT-IR), y la preparacion de licor de cacao, se llevaron a cabo en
el Laboratorio de Ingenieria de Procesos de la Division Académica de Ciencias Agropecuarias
(DACA) de la Universidad Juarez Autonoma de Tabasco (UJAT).
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Cuadro 7. Clones de cacao evaluados en el presente estudio

Genotipo Caracteristicas
indice de No.de Arboles Potencial de % de resistencia a
mazorca frutos /ha produccion  moniliasis en
/arbol kg/ha campo.
1.UF613 X IMCG67- Costa rica X Per(- Nombre de linea 18.5 38 1,100 2,259.45 90
genética: Caehui- Origen: Tabasco, México.
2.RIM 75 X SPA 9.- México X Colombia- Nombre de linea 19.37 42 1,111 2,408.98 80
Genética: Canek- Origen: Tabasco, México.
3.RIM 76A X EET 48.-México X Ecuador- Nombre de linea 16.3 35 1,111 2,385.6 84
Genética: Chak- Origen: Tabasco, México.
4.UF 613 X Pound 7- Costa Rica X Pert- Nombre de linea 163 26 1,100 1,755.0 75
Genética: Chiboldn-Origen: Tabasco, México.
5.CC 226 X IMC 67.- Costa Rica X Pert- Nombre de linea - 14.3 28 1,100 2,154.0 60
Genética: K'in- Origen: Tabasco, México.
6.RIM 76A X EET400- México X Ecuador- Nombre de linea 16 46 1,111 3,194 86
Genética: Olmeca- Origen: Tabasco, México
7.0lmeca (RIM 76A X EET48) x PA169- (México X 17.75 48 1,111 3,004.4 99
Ecuador) Perl- Nombre de linea Genética: Tabscoob-
Origen: Tabasco, México.
8.UF 613 X IMC 67 - Costa rica X Pert- Nombre de linea 19.38 40 1,100 2,270.0 72
genética: Supremo- Origen: Tabasco, México.
9.(Criollo) Carmelo 30 46 1,111 1,522.77 50

Fuente: Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAR) Huimanguillo Tabasco.
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7.2.1. Seleccién y seguimiento del crecimiento de botones florales y frutos de cacao.

Para)la investigacion de caracter descriptivo sobre la biologia floral se consideraron 5
arboles de“cada variedad de las cuales se identificaron al azar 5 botones florales por planta sin
considerar las<posicion en el arbol (n=225 botones florales entre los nueve genotipos
representativos)«La medicion de la longitud del botdn y didmetro del boton floral se realizé en
un lapso de tiempo-de30-35 dias desde que el boton floral nace hasta que ocurre la apertura del
mismo con ayuda de‘un/vernier digital (ISIZE, 0-150 mm, México). A partir de la formacion
del chilillo se evaluo cada"15 dias la morfologia del fruto hasta alcanzar la madurez fisioldgica,

de igual forma se realiz6 lasmedicion de longitud del fruto y didmetro (Enriquez, 2004).

7.2.3. Seleccion y evaluacidn de mazorcas y granos
De los clones seleccionados sesCaracterizaron mazorcas maduras por variedad, para
evaluar variables cualitativas y cuantitativas, las cuales son tomadas del manual de la Unién

Internacional para la Proteccion de’las.Obtenciones Vegetales (UPOV, 2011).

Cuadro 8. Variables cualitativas y cuantitativas en mazorcas maduras y granos de cacao.

Variables Cualitativas Variables Cuantitativas
1. Forma de la mazorca 1. Peso de la mazorca
2. Constriccion basal 2-, Numero de semillas
3. Forma del apice 3~ PReso de las semillas
4. Superficie 4. Longitud de la mazorca
5. Profundidad de los surcos 5. Diémetro de la mazorca
6. Color de la mazorca 6. Grosor del'exocarpio
7. Color de la pulpa 7. Longitud de<a semilla
8. Forma en seccion longitudinal de la semilla 8. Diametro de la'semilla
9. Color de la semilla. 9. Relacion longitad/anchura
de la semilla
10. Grosor de la semilla
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7.3. Condiciones experimentales del material vegetal

El material vegetal se dividio en dos secciones para su posterior tratamiento, para el primer
analisis se tomaron mazorcas maduras, de las cuales los granos fueron extraidos y secos al sol
para su posteriar desgrasado, y realizar los analisis fisicoquimicos. Para la microfermentacion

se utilizaron granos epbaba de mazorcas maduras.

7.4. Analisis fisicoquimieo

7.4.1. Determinacion de humedad

Se tomaron 10 g de muestra de granos secos al sol, los cuales fueron colocados en capsulas
a peso constante, posteriormente-J}a muestra se colocdé en un Horno (®FELISA, FE-291,
Meéxico), a una temperatura de 105 °C, durante 24 horas. Los resultados se reportan como
contenido de humedad en base seca (AOAC2015, 934.01).

7.4.2. pH de mucilago y cotiledén en-granos frescos.

Se seleccionaron aproximadamente 10 granos,frescos para la determinacion del pH en
mucilago, los cuales se diluyeron en 100 mlde agua destilada en ebullicion, se agitaron (Thermo
scientific-Orbit Shaker, 2346, China) a 200«pm.duranté 15 minutos, posteriormente la muestra
se filtrd y se realiz6 la medicion con ayuda de un potencidmetro (Hanna Instruments, P201,
Rumania).

Para la determinacion de pH en cotiledon, se tomaron 10 g10s cuales se trituraron en una
licuadora y posteriormente se diluyeron en 100 ml de agua _destilada en ebullicion,
posteriormente durante 15 minutos se llevaron a agitacion (Therma’ seientific-Orbit Shaker,
2346, China), la muestra obtenida se filtro y se realiz6 la medicion en un potenciémetro (Hanna
Instruments, P201, Rumania). Todas las mediciones se expresan directamente de la lectura del

potencidmetro previamente calibrado con buffer de 4.0y 7.0.

7.4.3. Determinacion de pH en cotiledon secos al sol y fermentados
Se tomaron aproximadamente 10 g de cotileddn seco, tamizados a un tamafio de particula
0.42 mm (Montinox, No. 40, México), diluidos inmediatamente en 100 ml de H2O destilada.en

ebullicién y colocados en agitacion (Thermo scientific-Orbit Shaker, 2346, China), durante 15
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minutes, y se realiza la medicion con un potenciometro (Hanna Instruments, P201, Rumania).
Todas-las mediciones se expresan directamente de la lectura del potenciémetro previamente

calibrade’cort las soluciones buffer de 4.0 y 7.0 (Senanayake et al., 1997).

7.4.4. Contenido,de solidos solubles

El contenide de solidos solubles (°Brix) del mucilago de los granos, se determiné con
un refractometro portatil (MILWAUKEE -MA871) con correccion directa de la lectura de los
grados brix.

7.4.5. Determinacion de acidez total

La acidez total se realizd-de"acuerdo con Pontillon (1998) con algunas modificaciones. Se
tomaron 10 g de muestra del cotileddn seco pulverizado a un tamafio de particula 0.42 mm y se
aforé a 100 ml con agua destilada. Se agitaron (Thermo scientific- Orbit Shaker, 2346, China)
a 200 rpm durante una horay se realizéunatitulacion potenciométrica con NaOH al 0.1 N hasta
que el pH alcanzé un valor de 8.3.'Los resultados se expresan en ml de Hidréxido de Sodio
(NaOH) gastados para neutralizar la.aCidez librg contenida en un gramo de cacao (ml de NaOH
0.1 N/ g de cotileddn).

7.4.6. Determinacion de extracto etéreo

Una muestra de 5 g de polvo de cacao Seco, molido, y tamizado a tamafio de particula
0.42 mm (Montinox, No. 40, México), se depositaron en un cartcho de papel filtro ® Whatman
™ grado No.42 sellado, para posteriormente colocarlo dentrd @€\un dedal de extraccion de
celulosa con espesor 33 mm x 80 mm. El dedal fue colocado dentro.de una unidad de reflujo
del sistema Soxhlet y se utiliz6 como solvente éter de petroleo. El praceso de extraccion se
realiz6 con un tiempo aproximado de 18 horas (AOAC 1990, 920.39).

7.4.7 Determinacion del contenido fendlico total en extracto acuoso

Los fenoles se determinaron por el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu’s reportado
por Singleton y Rossi (1965) modificado por Othman et al. (2007), para un extracto acueso. Una
muestra de 200 mg de cotiledon desgrasado a tamafio de particula de 420 micronesyTueron
extraidos con 2 ml de agua destilada a temperatura ambiente por 2 horas utilizando un agitador
orbital a 200 rpm. La mezcla se centrifugé (HERMLE, Z236K, Alemania) a 1000 rpm durante
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15 min. El sobrenadante (200 ml) se mezclo con 1.5 ml de Folin-Ciocalteu’s, seguido de la
adicién de 1.5 ml de bicarbonato de sodio al 0.55 M. Después de 90 min, la absorbancia a 725
nm se leyé errun espectrofotdmetro (Thermo Scientific, UV-Vis Genesys 10S, China). La curva

de calibracién-se realiz6 en un rango de 0 — 0.2 mg GAE g (equivalentes de acido gélico).

7.4.8. DeterminaCion del contenido de flavonoides

El contenido-deflavonoides fue determinado utilizando el método descrito por Zhishen et
al. (1999) con ligeras_modificaciones. En un tubo de ensayo, una alicuota de 0.20 mL del
extracto fue mezclado con”0.80 mL de agua destilada y 0.15 mL de solucion de nitrito de sodio
al 5%. Después de 5 miny”0.15 mL de solucion de cloruro de aluminio al 10 % fueron
adicionados. A los 6 min, 2.0°mL de hidréxido de sodio al 4% fue adicionado a la mezcla.
Inmediatamente, la solucién fue conipletada hasta 5 mL con agua destilada. La absorbancia de
la mezcla final fue determinada«@ 410 nm contra un blanco de la reaccion en un
espectrofotometro (Thermo Scientific, WV=Vis Genesys 10S, china). Se prepar6 una curva de
calibracion con Quercetina, a partir/de una solucion de trabajo de 100 pg/mL (0.2; 0.4; 0.6; 0.8;
1.0 mL). El contenido de flavonoides de los extractos fue expresado como mg equivalentes a
Quercetina /g de muestra (mg EQ g™%):

7.4.9. Indice de fermentacion (indice de coler)

El grado de fermentacién se estimd en los granes secos al sol sin fermentar y
microfermentados. Se pesé 500 mg de cotileddn seco desgrasato bajo el sistema Soxhlet por el
método 920.39 de la AOAC (1990), para después solubilizar en un matraz conico de 125 ml con
50 ml de MeOH - HCL (97:3 v/v). La mezcla se almacen¢ a 8 £'2°° C durante 16-18 horas. La
mezcla se filtro en papel (Whatman No. 1) y se tomaron 4 ml de filtradorhasta completar 25 ml
con MeOH - HCL (97: 3 v/v), se tomd lectura de absorbancia a 460 nm y:530 nm de esta solucién
en un espectrofotémetro Uv-Vis (Thermo Scientific, UV-Vis Genesys 10 S¢#China). El indice
de fermentacion se calcul6 como la relacién de la absorbancia a 460 nm y 530\am.(FI = A460
nm / A530 nm).

7.5. Analisis vibracional
El andlisis vibracional se llevo a cabo utilizando un espectrofotdmetro de infrarrojo por
transformada de Fourier (FT-IR) (Perkin Elmer, Frontier, EUA), empleando una reflexidn total

atenuada (ATR) de diamante controlado con software para Windows®©., en el intervalo de nimero
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de onda de 400 a 4000 cm™ con una resolucion de 1 cm™ y 32 scan, por espectro se toman
aproximadamente 1 g de muestra antes y después de la fermentacion inducida por in6culos, se
analizaroen cotiledon seco al sol, muestra desgrasada, y la grasa de los ocho materiales a evaluar
mas el clongestigo. Con los espectros obtenidos se realizé un pretratamiento de correccion de linea
base y de suawvizacion en el software Spectrum del espectrofotometro FT IR Perkin-Elmer (Perkin-
Elmer). Los datos asiygenerados se trataron posteriormente en Origin 8.5.1 donde se normalizaron,

se aplico la segunda derivada, asi como método de Savitsky Golay.

7.6. Microfermentacion,por. adicion de indculos

Los andlisis de experimentacion se llevaron a cabo en el Laboratorio de Ingenieria de
Procesos de la Universidad Juaréz Autonoma De Tabasco en la Division Académica de Ciencias
Agropecuarias, ubicada en Carretera/Villahermosa-Teapa Km 25, Rancheria La Huasteca 2da

seccioén, 86298 Villahermosa, Tabasco México.

7.6.1 Materia prima

Los granos de cacao utilizados en este\proyecto, fueron proporcionados y recolectados
en el Instituto Nacional de Investigaderes Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) campo
experimental Huimanguillo Tabasco. Se obtuvieron 2.kg-de semillas de cacao en baba, el proceso

de manipulacion de las muestras se realiz6bajo condicienes de laboratorio.

7.6.2. Adicion de indculos

Se seleccionaron cepas de S. cerevisiae 120 (70%), L«"plantarum 14, L. fermentum 16
(15%), A. pasteurianus 98 y A. tropicalis 61 (15%), aislados e idéntificados previamente en otro
estudio. Se obtuvo pellet celular del crecimiento de las cepas mediante-el uso de medios de
cultivos: MRS (Man Rogosa Shape) para bacterias lacticas, YPD (Yeast Extract-Peptone-
Dextrose) Levaduras, y CARR (Carr medium) para bacterias acéticas, posteriormente se incubo
a 37 °C durante 24 horas en tubos de ensaye esterilizados. Los pellets celulareSyse obtuvieron
por lavados con una solucion de NaCl al 80% y se elimind el exceso de mediofdeicultivo, asi
como el almacenamiento para cada una de las cepas.

Los granos con mucilago se microfermentaron por 120 horas (5 d) en cajas de-térmicas
(largo 23 cm x ancho 15 cm x alto 15 cm). Se realiz6 la medicion de temperatura al iniciodela
microfermentacion y cada 24 horas con ayuda de un termémetro (® FLUKE -189 TRUE RMS
MULTIMETER). La masa de cacao se removio cada 24 horas para oxigenarla y
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homogeneizarla. Después de la fermentacion, los granos se secaron por 96 horas (4 d) por
exposicion solar durante intervalos de tiempos segun las horas luz, removiéndolo por periodos

continuas’cada hora durante los dos primeros dias y cada cuatro hasta el final del proceso.

7.7. Prueba decorte

Para determinar si la fermentacion se llevo a cabo durante el proceso antes mencionado,
se realiz6 la “prueba.de corte” utilizada a nivel mundial para evaluar el grado de fermentacion
del cacao. Esta prueba se’basa en la observacion del color interno del grano de cacao. Se aplico
la norma técnica internaeional por sus siglas (NTP—ISO 11141), a granos secos. Incluye el uso

de una guillotina, realizande’un corte transversal, de granos que son escogidos al azar.

7.8. Tostado

Para el proceso de tostado se utilizdé una estufa de circulacion (VENTICELL-LSIK-
B2V/VC111, U.S.A), los granos de cacao secos son sometidos a condiciones de temperatura-
tiempo y contenido de humedad’en granos de acuerdo a International Standards for the
Assessment of Cocoa Quality and Elavour (ISCQF) y Cocoa of Excellence (CoEx, 2019) por

sus siglas en ingles.

7.9. Licor de cacao

Las muestras de granos de cacao tostados y«Oescascarillados fueron sometidas a
trituracion en un molino RETCH-GM200® a 8000 rpm durante, 30 s en varias etapas continuas
hasta alcanzar una masa fluida, viscosay homogénea, de color marrén oscuro brillante. El licor

obtenido se utiliz6 para las pruebas de evaluacion sensorial.

7.10. Evaluacion sensorial

Las muestras de licor de cacao se identificaron con codigos numéricos diferentes,
compuestos de tres digitos, de manera que el origen de cada muestra fuera totalmente
desconocida para los evaluadores. Las muestras identificadas se colocaron en bafio.seco a 40°C
para calentar y diluir el licor. Las pruebas de evaluacion sensorial se llevaron ageabo por un
grupo de catadores entrenados, evaluando de acuerdo a la escala de calificacion del{Programa
Cocoa of Excellence (CoEx) - Glosario de términos para la evaluacién del sabor de granos.de
cacao en licor y chocolate. Al final de la sesion, los formularios de datos registrados por_los

evaluadores fueron recolectados y digitalizados creando una matriz electronica.
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7.11Analisis estadisticos

Lasinformacion se analizd determinando estadisticas descriptivas de todos los datos
obtenidos para- cada variable, realizando curvas de crecimiento con promedios de (n= 225)
botones floraleswy frutos por variedad de cacao.

Se realizo estadistica descriptiva para todos los pardmetros morfologicos y atributos
sensoriales evaluados.en, los clones. Ademas, se realiz6 un analisis de componentes principales
(PCA) en las variables~Cuantitativas morfologicas y atributos sensoriales, lo que permitio
transformar los vectores originales en combinaciones lineales normalizadas no correlacionadas,
asi como explicar con los componentes principales de mayor porcentaje, la mayor variabilidad
de las variables originales. Los analisis antes mencionados fueron llevados a cabo utilizando el
paquete estadistico Metaboanalyst'5:0..e Infostat-Profesional, version 1.1 (2020).

Las mediciones se realizaron porgtriplicado usando un disefio completamente al azar para
las variables fisicoquimicas. Los resultados se sometieron a un analisis de varianza y

comparacion de medias (P < 0.05),perel método LSD de Fisher
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultades, asi como la discusion con referencias bibliograficas se presentan en
funcién de los objetives propuestos y por lo tanto divididos en cinco secciones: a) la primera
que cubre los aspectos defla-dinamica de crecimiento y desarrollo del fruto hasta la madurez,
b) la caracterizacion morfolégica de los clones, ¢) la evaluacién fisicoquimica de los granos de
cacao generados por microfermentacion, d) los analisis espectroscopicos por ultravioleta-visible

e infrarrojo por transformada de Fourler y, €) la evaluacion sensorial del licor de cacao.
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8.1. Desarrollo de los botones florales
Los resultados de la evolucidon en la tasa de crecimiento de botones para este estudio inician a
partir ded0s.7 dias después de la instalacion (ddi) y se prolongan hasta los 30 a 35 dias para siete
clones y el testigo Carmelo, similar a lo reportado por Lopez et al. (2018). Sin embargo, para el
clon Caehui hubo,un registro de 42 dias, lo cual podria estar asociado a factores intrinsecos,
genéticos y factores 'fisiologicos que desempefian un papel importante en el comportamiento
fenoldgico de la planta~de cacao (fig. 2). Sin tomar en cuenta el pedunculo como medida, la
longitud inicial minima.fUe para K’in con 1.52 + 0.16 mm y el maximo fue para Olmeca con
2.20 £ 0.2, y con registros(finales de 6.6 £ 1.0 y 6.7 = 0.2 mm respectivamente, en el cuadro 9,
se presentan los valores de las medias, desviacion estandar y coeficiente de variabilidad de los
clones de cacao. Castro et al. (2017) reportan valor inicial de 4 + 1 mm y finales de 15 + 1 mm,
datos aparentemente superiores a4l0s. reportados para nuestro estudio, sin embargo, ellos
consideraron el pedunculo dentro de lafmedicion de los botones florales.

Con relacién al didametro de_los hotones florales K'in presento el minimo 1.34 + 0.16
mm y Tabscoob con el maximo diametro inieial’1.7 + 0.23 mm, mientras que para los valores
finales (35 y 42 dias) se observo el minimo en Canek y K'in y, en cuanto al méaximo fue el clon
Chak con promedio de 4.2 £ 0.2 mm. Ena fig. 2,40 se observa un patrén sigmoidal como lo
reporta Lopez et al. (2018) en un estudio similar, sin-embargo, se observa una conducta lineal
de crecimiento a partir del dia 7 hasta los(21 dias, posteriormente hay un retroceso en el
crecimiento a partir de los 28 dias hasta su apertura. Se aprécia en la variable longitud que
cuando ésta presenta las mayores tasas de crecimiento a través'de la pendiente, el diametro

expresa un crecimiento relativamente bajo.
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Cuadro 9. Media, desviacion estandar, y coeficiente de variabilidad del didmetro y longitud del boton floral de ocho clones de cacao y

el testigo carmelo.

CLON 0 dias 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias 35 dias 42 dias
X S cv X S cv X S cv X S cv X S cv X S (VAR S cv
Tabscoob LB 1.88 0.2 0.11 3.05 040 0.13 394 022 005 568 014 0.02 6.43 0.16 0.02 6.60 0.02 0.03
DB 1.70 0.23 0.13 219 031 0.14 290 035 0.13 3.68 0.14 0.03 3.87 0.10 0.02 4.10 0.13 0.03
Canek LB 1.98 0.3 0.15 3.78 045 0.11 517 \0:10 0.02 6.40 0.34 0.05 6.55 0.31 0.04 7.30 0.70 0.10
DB 1.65 0.2 0.13 253 0.22 0.08 3.17 @005 0.01 346 0.15 0.04 3.65 0.53 0.09 3.50 0.20 0.06
Carmelo LB 1.66 0.13 0.08 2.82 0.20 0.07 3.52 0.82,,0.09 486 030 0.06 555 0.19 0.03 6.60 0.10 0.02
DB 1.58 0.04 0.03 1.89 0.08 0.04 238 0.13¢0:05 3.03 0.06 0.02 3.36 0.04 0.01 3.60 0.20 0.06
K'in LB 152 0.16 0.10 253 0.27 0.11 4050050 0.12 _516 0.26 0.05 5.82 0.28 0.04 6.60 0.10 0.01
DB 1.34 0.16 0.12 1.86 0.13 0.07 257 033 0.13% 289 0.15 0.05 3.18 0.17 0.05 3.50 0.20 0.05
Supremo LB 1.83 0.26 0.15 294 042 0.14 482 (035 0.07 ¢562 0.14 0.02 6.31 0.26 0.04 6.80 0.20 0.03
DB 1.38 0.18 0.14 2.16 0.33 0.15 290 0.25/.0.08 3.30% 0.15 0.04 3.48 0.12 0.03 3.70 0.20 0.04
Caehui LB 1.94 0.18 0.09 3.29 0.23 0.07 3.86 0.29 007 524 0.17 0.03 5.84 0.20 0.03 6.50 0.30 0.04 7.30 0.20 0.02
DB 1.69 0.12 0.07 232 0.13 0.05 249 0.09 003 327 014 0.04 3.62 0.22 0.06 390 0.20 0.06 4.10 0.30 0.06
Chak LB 1.76 0.18 0.10 3.99 032 0.08 458 035 0.07 /6.73 047-0.07 7.19 0.49 0.06 7.40 0.00 0.00
DB 1.49 0.13 0.09 2.62 0.16 0.06 287 014 0.05 ¢ 358 0.12-0.03 3.81 0.31 0.08 4.20 0.20 0.04
Olmeca LB 220 0.28 0.13 352 032 0.09 479 037 0.07 535 047 0.08~ 6.23 0.14 0.02 6.70 0.20 0.03
DB 1.69 0.12 0.08 2.34 0.09 0.03 3.09 0.27 0.08 340 0.28 0.08" «3.77 0.12 0.03 4.00 0.10 0.04
Chibolon LB 1.84 0.18 0.10 2.76 0.28 0.10 3.73 021 0.05 455 0.30 0.06-+5.86 0.21 0.03 6.20 0.10 0.02
DB 1.63 0.12 0.08 2.09 0.15 0.07 246 021 0.08 289 0.24 0.08 35240.13 0.03 3.80 0.20 0.05

LB: longitud del boton (mm); DB: didmetro del boton (mm); x: media; S: desviacion; cv: coeficiente’de.variacion.
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8.2. Desarrollo en frutos de cacao

El desarrollo de los frutos inicia de manera lineal, se consideré la unidad de medida para
longitud y didmetro del fruto a partir de que este alcanzé el punto critico de 15 dias después del
inicio (polinizacion). En la fig. 3, se observa el comportamiento de la velocidad del crecimiento
destacando un punto‘de inflexion a partir del dia 90, lo que represent6 el cambio de tendencia
lineal hacia un incremento.no lineal. Los cambios observados en funcion del punto de inflexion
estan relacionados a las'fases de crecimiento y de maduracion, como ha reportado y validado
Ldpez et al. (2018) con cacags criollos, forasteros y trinitarios mexicanos. Lopez et al. (2018)
reportaron que el crecimientoen-frutos de cacao sigue un patron tipo sigmoide en las variables
longitud y didmetro, lo cual fue'evidente en la mayoria de los clones evaluados en el presente
estudio, con excepcidn de Caehui yChak. Este tipo de comportamiento tipo sigmoide puede ser
evaluado con ecuaciones de prediccion‘para contrastar de forma eficiente y no solamente de
forma visual. En la etapa de los 165.dias,\el crecimiento es de manera gradual hasta llegar a un
punto durante la Ultima fase sin cambios aparentes, lo que esta asociado con la maduracion del
fruto para terminar con su cosecha.

Los distintos procesos fisiologicos +que &ellevan a cabo durante el proceso de
crecimiento han sido reportados por Lopez et al. (2018) y Enriquez (1985) detallando que
existen tres fases: a) La primera de ellas implica el deSarrello del ovario, division celular y
expansion celular, b) la segunda, la velocidad de crecimiento es rapido y el desarrollo esta en
funcion del desarrollo de los dvulos, reportando que se alcanza hasta el 80 % del crecimiento en
esta fase, c) la tercera fase el crecimiento se ralentiza, puesto que se detiene la division y los
procesos de elongacion celular, lo que ocasiona el cambio de color en los frutos.

En el cuadro 10 se presentan los estadisticos descriptiva de los‘echo clones de cacao y
el testigop Carmelo. Los resultados permiten establecer que los clones#Canek, Tabscoob,
Carmelo, Chak y Olmeca alcanzaron longitudes iniciales dentro de los 15 dias“del registro en
un intervalo aproximadamente 2 a 6 mm, sin embargo, los clones K'in y Chibelon, registran
valores entre 5 a 6 mm. Las mayores longitudes de frutos para los primeros dias destacan
Supremo y Caehui con 6.24 mm y 6.47 mm respectivamente. Los frutos con maximo de longitud
al término del ciclo fenoldgico reproductivo fueron Olmeca con 220 mm en un periodo de.165

dias y K’in de 252 mm en 195 dias. Los clones que registran los minimos valores en longitud
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fue Caehui con 103 mm en un periodo corto de 120 dias. De las mediciones obtenidas con

respeet0 al didmetro, Tabscoob y Olmeca presentaron el minimo con valores de 1.83 y 1.95 mm

respectivamente, durante el primer dia de registro. El diametro final de los frutos estuvo

comprendido-entre los 38.5 mm correspondiente al clon Caehui y 101.2 mm en Tabscoob,

destacandosealgunas diferencias en los clones debido a la forma de la mazorca que adquiere

cada fruto.

La maduracion~del fruto es afectado por las condiciones edafoclimaticas como ha

reportado Avendafio et al.”(2018), Avendafio et al. (2011) y Enriquez (1985) indicando que los

frutos generalmente maduranientre los 140 y 175 dias en los meses de calor, mientras en los

meses frios entre 167 y 205 dias, Durante el presente estudio Caehui maduré en 120 dias siendo

el clon con el menor tiempo, mientras que los demas clones estuvieron entre 135y 195 dias.
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Cuadro 10. Media, desviacion estandar; y coeficiente de variabilidad del diametro y longitud del fruto de ocho clones de cacao y el

testigo Carmelo.

CLON 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias 75 dias 90 dias 105 dias
X S cv X S cv X S cv X S cv X S cv X S cv X S cv
Tabscoob LF 282 0.7 020 6.01 1.20 0.18 6.38 090 0.13 172 210 0.12 202 890 044 338 7.61 0.22 577 244 042
DF 183 044 020 33 050 0.16 3.90(0.30 0.08 751 070 0.08 857 319 037 130 355 027 167 353 0.21
Canek LF 434 091 020 85 340 039 170 110 )0.65 30.1 290 095 352 287 081 586 065 001 721 074 0.01
DF 237 051 020 39 1.10 0.27 6.90 4.40 063 101 820 0.80 12.1 788 065 200 014 001 258 0.61 0.23
Carmelo LF 431 137 030 800 180 0.22 120 250 @021 150 320 0.21 227 188 0.08 39.1 305 0.08 546 7.77 0.14
DF 253 0.69 030 340 050 0.15 540 050 0.09.3,7.17 200 0.27 945 060 006 158 186 0.12 196 3.36 0.17
K'in LF 581 132 020 120 230 0.20 15.0 340 0.22 273 440 0.16 40.2 507 012 517 220 0.04 583 1.67 0.03
DF 294 0.26 0.10 4.00 0.70 0.18 5.00 100-70.20 94 2.00 0.21 145 435 030 170 106 0.06 205 271 0.13
Supremo LF 6.24 152 020 120 2.20 0.18 18.0 2.00°0v11 30.7 4.00 0.13 506 53 010 67.0 433 0.06 830 200 0.02
DF 345 101 030 5.10 090 0.17 7.60 1.30 0.7 12.0#0.95 0.07 193 176 009 243 451 019 36.1 32 0.09
Caehui LF 6.47 0.13 0.00 15.0 520 0.36 20.0 4.70 023 321 6.90\0.21 448 9.08 020 624 6.29 0.10 77.0 7.06 0.09
DF 359 036 010 7.20 280 0.38 840 150 0.18¢ 11.7 180 014 155 199 012 222 047 002 202 109 054
Chak LF 3.75 0.75 0.20 6.90 150 0.21 250 7.70 0.30 449 530 011 511 813 015 593 125 021 76.6 151 0.20
DF 226 023 010 340 0.40 0.12 9.10 270 030 158 1.10 0.07/ 194 346 017 220 493 022 293 4.66 0.16
Olmeca LF 3.06 0.01 0.00 520 0.20 0.05 150 7.20 050 314 17.0 053 425 187 043 519 169 033 624 191 031
DF 195 0.07 000 260 030 0.11 6.20 220 036 123 530 042 158 633 040 191 6.22 033 238 721 0.30
Chibolon LF 545 1.49 030 6.10 0.70 0.11 120 450 039 176 5.10 0.29 201,247 012 343 123 0.36 488 3.74 0.08
DF 3.21 0.69 020 3.80 0.000.01 520 150 0.29 752 210 0.27 806 064 008 134 401 030 175 091 0.05
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CLON

Tabscoob

Canek

Carmelo

K'in

Supremo

Caehui

Chak

Olmeca

Chibolon

LF
DF
LF
DF
LF
DF
LF
DF
LF
DF
LF
DF
LF
DF
LF
DF
LF
DF

X
69.0
33.2
89.5
31.6
71.7
243
71.6
235
132
62.3
103
38.6
87.6
34.3
77.5
30.0
66.9
23.9

120 dias
s
36.3
23.2
0.68
0.74
2.89
2.08
111
3.96
22.2
25.5
3.74
5.98
19.8
6.28
17.6
7.84
5.89
1.71

cv
0.50
0.70
0.01
0.00
0.00
0.10
0.00
0.20
0.20
0.40
0.00
0.20
0.20
0.20
0.20
0.30
0.10
0.10

X
76.0
34.0
113
41.0
129
62.0
91.0
32.0
188
85.0

107
44.0
98.0
39.0
83.0
32.0

135 dias
s
54.0
28.0
0.80
0.02
13.0
2.50
8.60
7.80
7.60
8.10

36.0
12.0
18.0
9.60
12.0
3.50

cv
0.71
0.81
0,01
0.00
0.10
0.04
0.10
0.24
0:.04
0.10

0.34
0.29
0.18
0.25
0.15
0.11

X
85.0
38.0
136
64.0
162
76:0
141
470
208
102

119
50.0
128
63.0
121
50.0

150 dias
S
33.0
8.00
0.10
0.80
8.20
0.80
12.0
6:90
3.50
4.90

37.0
13.0
730
6.30
12.0
2.30

cv
0.39
0.21

0.0
0.01
0.05
0.01
0.09
0.15
0.02
0.05

0.3%
0.26
0.06
0.10
0.10
0.05

156
76.3
145
70.8
185
86.5
176
63.0

149
63.9
220
915

165 dias
s
8.50
1.30
0.50
0.30
7.10
9.20
2.10
4.20

37.0
16.0
0.70
0.70

cv
0.03
0.01
0.00
70.8
0.03
0.10
0.01
0.06

0.24
0.24
0.00
0.00

176
87.0
151
75.5

206

76.6

170
78.8

180 dias
s
0.70
0.02
0.71
0.71

12.9

9.63

27.6
5.30

cv
0.00
0.00
0.00
0.00

0.06

0.12

0.16
0.06

190
101

252
82.5

195 dias
s
0.70
1.14

3.54
10.6

cv
0.00
0.01

0.01
0.13

LB: longitud del fruto (mm); DB: diametro del fruto (mm); x: media; S: desviacion; cv: coeficiente de variacion
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b) Caracterizacion
morfolagica de los
clones



8.3. Caracteristicas morfoldgicas del fruto

En gl.cuadro 11 se muestran los resultados de los porcentajes de caracteristicas
morfologicas'que predominan en los ocho clones promisorios evaluados y el testigo Carmelo.
La forma de la mazorca mas comun fue la eliptica con un 44.4%, mientras que la forma del
apice agudo y obtuso.mostraron valores de 44.4%. Los datos obtenidos de constriccion basal
mostraron que hubo urnpreédominio del 55.5% para ausente, seguido del estado débil y moderado
con 22.22%. Por otro lado, lassuperficie de la mazorca predominante fue lisa o ligeramente
rugosa con un porcentaje global de 77.7%. La profundidad de los surcos fue poco profunday el
grosor del exocarpio medio dominé en los clones evaluados, mientras que el color de la pulpa
dominante fue la crema claro. Las earacteristicas del grosor del exocarpio sugieren la presencia
de hibridacion por poblaciones del complgjo trinitario, una caracteristica de la heterogeneidad
en las caracteristicas de los frutos (Braudeau, 1970).

En cuanto al color de los_cotiledones fueron el violeta y purpura los dominantes
(33.33%), sin embargo, hubo la presencia de blancos, cremas y rosa/violeta (11.11%). EIl color
ha sido un rasgo distintivo para diferenciar los «cultivares, destacando que los cotiledones
blancos estan asociados a los cacaos criollog’(Ramos=@spino et al., 2020). Ademas del color del
cotiledon, la forma en seccion longitudinal de la semilla.es también importante como rasgo
caracteristico, siendo dominante la forma oval (44.44%).

El color de fruto fue variado sobresaliendo con un 44.4% el amarillo/verdoso. En un
estudio realizado sobre caracterizacién morfoldgica en frutos de“cacao criollos, hibridos, y
material internacional de referencia en el estado de Tabasco realizado por Ramirez et al. (2018)
se encontrd una amplia variacion, observandose la heterogeneidad entre plantaciones debido a
las cruzas entre criollos de México con forasteros. Estas caracteristicas nos#permiten conocer
cuales predominan y/o sobresalen entre variedades o cruzas asociadas con patencial fenotipica
de calidad.
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Cuadre”11y Frecuencia de ocho variables cualitativas en frutos de clones de cacao.

Variables Estado % global
1) Forma de la mazorca 1=oval 11.11
2 =circular 0
3 =eliptica 44.44
4 = oblonga 33.33
5= oboval 11.11
2) Constriccion basal 1 = ausente 55.55
2 = débil 22.22
3 = moderado 22.22
4 = fuerte 0
3) Forma del apice 1 = entallado 11.11
2 =agudo 44.44
3 = obtuso 44.44
4 = redondeado 0
4) Superficie de la mazorca 1 = lisa o ligeramente rugosa 77.77
2 = moderadamente rugosa 22.22
3= muy rugosa 0
5) Profundidad de los surcos 1 = ausente 0 muy poco profunda 33.33
2 = poco profundo 66.66
3 = media 0
4 = profunda 0
6) Grosor del exocarpio 1= delgado 22.22
2 =-medio 66.66
3'=.grueso 11.11
7) Color de la pulpa 1 =blanco 11.11
2 = cremaelaro 66.66
3 = crema oscura 22.22
8) Forma en seccion longitudinal de la 1 = oblonga 33.33
semilla 2 = eliptica 11.11
3=oval 44.44
9) Color del cotiledon 1=blanco 11.11
2=crema 11.11
3=rosalvioleta. 11.11
4=violeta 33.33
5=purpura 33.33
10) Color del fruto 1=amarillo 22.22
2= amarillo/verdoso 44.44
3=amarillo/Naranja 22.22
4=naranja/purpura mu
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8.4. \yariables morfologicas cuantitativas en clones de cacao

€on base a este estudio en el cuadro 12 se presentan los valores obtenidos de variables
morfolégicas‘cuantitativas ligadas a la productividad que exhiben los clones antes mencionados.
Al respectoflos clones Olmeca, K’in, Caehui, Canek y Supremo presentaron un mayor niimero
de granos que.oscilan en promedios de >40 respectivamente, el menor promedio para esta
variable correspondi¢ al clon Chak y el testigo Carmelo con promedio de 37 en nimero de
granos por mazorcas..El peso de granos por mazorca en K'in presentd un promedio de 108 g,
ademaés, mostro un indice.de peso menor con respecto a las otras variedades con un 1.09 g, como
un didmetro y longitud de Jles mismos de 19.83 y 10.99 mm respectivamente. En esta
investigacion no se encontro relacion entre el peso del fruto y el nimero de semillas por fruto,
sin embargo, si el peso de semillas’por fruto tiende a incrementarse aumenta el peso del fruto.
Los resultados mostraron que el gresor.del exocarpio no es factor que influyera con el mayor o
menor peso de granos en los clones. La'caracterizacion con respecto a indices a produccion de
granos por mazorca resulta importante para-determinar la productividad de los clones de cacao
(Veraetal., 2014).
Podemosobservar queel clon Chak presenté al menossiete valores ubicados entre los masaltos
en las variables morfolégicas evaluadas: peso del fruto, grosor del exocarpio, longitud y
diametro del grano, espesor e indice de grano,seco, peSa:de granos secos. Es importante tener
en cuenta estos parametros en los granos debido a que-algunos criterios de calidad mas
importantes exigidos por las empresas procesadoras son el tamafio promedio del grano con valor
deseable = 1 g/grano seco (Lares et al., 2013). En su estudigysRamos-Ospino et al. (2020)
evaluaron caracteristicas cualitativas y cuantitativas en 11 cultivares, coincidiendo algunos
indicadores con los utilizados en el presente estudio. El didmetro del frato que reportan estos
autores fue de 55.0 mma200.1 mm, mientras que en nuestro estudio fuede 77 mma89.11 mm,
por lo que los maximos de estos cultivares superan a los clones evaluados: Sin embargo, la
longitud del grano fue similaraloreportado en nuestroestudio, conexcepciéndedos cultivares
que presentaron valores por arriba de los 29.7 mm con lo que superaron en el valer,madximo a
los clones del INIFAP.
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Cuadro 12. Promedio de variables morfologicasscuantitativas en frutos de cacao.

DF (mm) LF (mm) PF (g) NG Peso de granos GE (mm) LG (mm) DG (mm) EG (mm) indice de Peso de 100
frescos por peso de granos secos
mazorca (g) granos (9)
secos (g)
CLONES
Caehui 88.49+6.16°  178.10+23.12°  605.23+123.5 41+6.41* © 441,08+28.25° 13.25+2.10° 22.31+1.77° 12.50+1.40° 8.52+0.86° 1.42+0.219 131.1+0.22°
Chak 88.05+£12.19¢ 195+19.38¢ 701.04+151.83° 37#£5.40%° 192.90+37.92° 15.55+2.72° 25.04+2.19° 15.05+1.34" 9.27+1.41° 1.9440.25° 203.3+0.25°
Olmeca  89.11+12.61° 158.25+21.98%  550.88+198.99° 42+7.61° 144.18+44.78"> 14.99+2.85° 25.05+1.74° 14.28+0.85° 8.60+1.27" 1.37+0.29% 130.07+0.29°
Chibolon  85.54+12.%b¢  170.34+14.21°  575.0+13150° 41+7.45% 146.25%34,86° 14.28+3.08™ 24.93+1.74% 13.29+0.94¢ 7.58+1.06° 1.31+0.24% 128.4+0.24%
Canek 88.2246.74°¢ 196+17.93¢ 631.61+195  37+7.06° 200.5+129765° 14.1242.93* 24.36+1.719 14.05+0.94° 8.34+1.41°> 1.78+0.34° 181.9+0.33¢
Tabscoob  81.12+7.19%  151.80+14.31°  403.63+110.7%  40#5.65%7130.40+33.90*__ 11.15+2.132  23.19+3.03° 12.87+0.75% 7.16+1.36° 1.16+0.19 128.4+0.17%
K’in 77.09£6.78%  166.46+£20.07°  429+140.12%  42+8.76° “108.27+37.873/ 11.58+2.07% 19.83+1.29 10.99+0.66° 8.35+0.99* 1.09+0.37%2  122+0.37?
Supremo  90.00+8.18°  146.42+18.31% 555.0+215.5°  40£7.95% 109:31+31.34% #14.34+3.07* 23.06x1.52° 11.60+0.81° 7.50+0.87% 1.27+0.18" 121.8+0.172
Carmelo 82.28+10.29®® 165.83+37.86"  551.1+140.9°  3745.17%  138+21.22% “4458+3.04* 21.85+2.09° 13.17+0.91¢ 9.19+1.18° 1.31+0.23* 140.68+0.23¢

DF: diametro del fruto; LF: longitud del fruto; NG: nimero de granos;(GE; grosor-delexocarpio; LG: longitud del grano; DG: diametro del grano;

EG: espesor del grano. Los datos representan (promedio + desviacion estandar).
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Cuadro 2 Correlacion de variables marfoldgicas de clones de cacao y variedad Carmelo del jardin de germoplasma INIFAP-
Huimanguillo.

NC LG/DG LF/DF EG(mm) LG (mm) DG (mm) PG (9) DF (mm) GE(mm) PGM(g) LF(mm) PF(g)
NG 1
LG/DG -0.0370 1
LF/DF -0.0616 -0.2430** 1
EG (mm) -0.1009 -0.0720 0.0277 1
LG (mm) -0.1274  0.3586** -0.0868 0.0188 1
DG (mm) -0.0908 -0.4690** 0.1204 0.0548 0.6502%* 1
PG (9) -0.0746  -0.1731* 0.1924** 0.1196  0.3081*__ 0:4437** 1
DF (mm) 0.0645 -0.0129 -0.4216** 0.0306  0s1839* * 0.1846*  0.1382* 1
GE (mm) -0.0629  -0.1464* -0.0558 0.0641 04732* 0.2854**  0.2061* 0.5083** 1
PG (9) 0.1331 -0.2856**  0.1825* 0.0943  0.1620% 0.3853** 0.3592**  0.2847**  0.2809** 1
LF (mm) -0.0463 -0.2639**  0.6108** 0.0829 0.0267./_0.2388** +0.3197** 0.4056** 0.3065** 0.4213** 1
PF (9) 0.0605 -0.1276  0.2137* 0.0606  0.1829* _072901**" ¢0.3364** 0.5029** 0.5246** 0.3787** 0.5798** 1

NG: nimero de granos en fruto; LG/DG: relacion longitud-diametro del"grano; LF/DF: longitud-diametro del fruto; EG: espesor del grano; LG:
longitud del grano; DG: didmetro del grano; PG: peso promedio del grano;"DF: diametro del fruto; GE: grosor del exocarpio; PGM: Peso de granos
por mazorca; LF: longitud del fruto; PF: peso del fruto. * (p<0.05), ** (p<0.001)
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El analisis de correlacion de las variables morfologicas en frutos de cacao se muestra en el
cuadro %3, mismo que muestra correlaciones positivas y negativas con caracter significativo
(p<0.05y p<0.001). El peso del fruto (PF) mostré una correlacion positiva significativa (p<0.05
y p<0.001) con.la-mayoria de las variables morfoldgicas con excepcion del nimero de granos,
relacion longitud=diametro del grano y espesor del grano. Uno de los aspectos mas importantes
que se encontro es la relacion positiva altamente significativa (p<0.001) entre el peso del fruto
y el peso del grano. A’suvez, el peso del grano (PG) mostrd que solamente dos variables no
fueron significativas (NG /. EG) y las demas mostraron una correlacion positiva (p<0.05 y
p<0.001), con excepcion de la relacion LG/DG que fue negativa. En un estudio realizado por
Vazquez y Garcia, (2005) en un Banco de germoplasma de cacao con 20 genotipos de cacao de
distinto origen genético encontraron_gue el coeficiente de correlacion entre el peso de mazorca
y el nimero de semillas resultd no significativo; mientras que la correlacion entre el peso de
mazorca con el peso fresco de semilla fue'positivo y altamente significativo, lo cual coincide
con nuestros resultados.

El analisis de componentes principales, (fig.<4)€ncontr6 que los tres primeros Componentes
Principales (CP) agrupan el 56.8% de(las variaCiones totales entre los clones de cacao y la
variedad Carmelo. El anélisis del primer‘camponenteprincipal (CP1) describe el 28.8% de la
variacion total, mientras que el segundo componente prineipal (CP2) describe el 15.1% v el
tercer componente principal (CP3) contribuye can el 12.5%:

La figura 4 b y ¢ presentan la distribucion de 10s ocho clones®y,Carmelo mostrando el peso
de los dos componentes principales obtenido de las desviaciones normalizadas. De acuerdo con
estos resultados LG, DF, DG y PF son las variables que méas contribuyen de forma positiva a la
descripcion de los primeros componentes. Por otro lado, LG/DG, LG y DFE.s0n las variables con

un peso mas elevado, mientras que LF se encuentra en el lado opuesto.
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c) Evaluacion
fisicoquimica de los
granos de.cacao
microfermentados



8.5. Analisis Fisicoquimicos

En el Guadro 14 se presentan el pH y grados Brix de los granos de cacao de clones
mexicanos recién_cosechados. Los clones presentaron diferencias estadisticas (p<0.05) para el
pH del cotiledon-fresco siendo el clon K’in quién registrd un valor maximo de 6.62+0.083,
mientras que el clon Tabscoob presentd un valor minimo de 5.77+0.55, estos valores estan
dentro de los intervalos repartados por algunas investigaciones las cuales mencionan valores de
6.48+0.09 en granos frescos’(Lares et al., 2013). En otro estudio, Loureiro et al. (2017)
reportaron valores en pH de 5.617a 6.64 en clones de T. cacao. En el caso del pH del mucilago
el clon K'in present6 el valor méximo con 4.57+0.06 y el minimo fue el testigo Carmelo con
3.50£0.12, estos valores favorecen inicialmente el desarrollo de las levaduras y posteriormente,
los cambios en pH seran un factor importante para el desarrollo de bacterias lacticas y acéticas
durante la fermentacion. El contenido (de’ solidos solubles en el mucilago promueve el
crecimiento principalmente de levaduras durante la fermentacion, en el presente estudio los
clones Chak y Chibolon presentaron-valores de\l7° Brix, en tanto que K'in obtuvo 12.97° K
siendo el valor minimo. Estudios reportades por Graziani et al. (2003) determinaron en cacao
criollo, forastero y trinitario solidos solubles totales entre-13 a 15° Brix, valores similares a los

de esta investigacion.

Cuadro 3. Variables fisicoquimicas en cotiledones y“en la pulpalfresca de ocho clones de cacao y el
testigo Carmelo.

pH °Brix

CLONES Mucilago Cotiledon fresco
Supremo 3.96 +0.13¢ 6.36 + 0.08"° 16 .41 + 1.22%¢
Caehui 3.66 +0.16% 6.53 + 0.05"° 16199 + 1.65°¢
Carmelo 3.50 +0.122 6.49 + 0.05"° 16.71 + 1.03¢
K'in 4.57 + 0.06¢ 6.62 + 0.08° 12097+ 1.93?
Olmeca 3.84 +0.17%° 6.55 + 0.10°° 16.047% 1.20°
Chibolon 3.66 +0.03% 6.34 + 0.21°¢ 17.00 +2.00°
Canek 3.62 + 0.04% 6.19 +0.15P 16.88 + 026"
Tabscoob 3.83 + 0.04"° 5.77 + 0.55? 15.00 + 0.59°
Chak 3.54+0.132 6.35 + 0.06"° 17.06 + 1.14°

Los datos representan (promedio + desviacion estandar) del experimento (n = 3) medias con una letra

comun no son significativamente diferentes (p >0,05).
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Losresultados de las pruebas fisicoquimicas realizadas a los cotiledones de clones en
muestras secas al sol se reportan en el Cuadro 15. De acuerdo con el analisis de varianza no se
obtuvieron diferencias significativas (p>0.05) para la variable humedad y pH del cotiledén,
mostrando intervales.de 5.16-6.69 para la primera variable y de 6.12-6.49 para la segunda. Por
el contrario, cuando glicotiledon fue sometido al proceso de fermentacion (ver Cuadro 16) estos
dos pardmetros disminuyeron reportandose para pH cotiledon 4.55-5.69 y humedad de 5.06-
6.00 con diferencias significativas (p<0.05). En un estudio realizado por Ortiz et al. (2009) de
granos de cacaos criollos y farasteros encontraron pH 5.98 y después del proceso fermentativo
obtuvieron 4.55. Algunos autores sefialan que pH bajos (< 4.5) en los cotiledones disminuyen
el potencial aromatico en el cacao, en tanto que valores alrededor de 5,0-5,5 conducen a un

incremento del potencial (Portillo, 2007).

Para el indice de fermentacion (IF) realizados antes del proceso de microfermentacion se
encontraron valores inferiores a <1, como sevindica en el Cuadro 15, posteriormente cuando se
realiz6 el proceso fermentativo se obtuvieron intervalos de 1.01 a 2.00. De acuerdo a los reportes
de investigacion, el indice de fermentacion’debe de ser> 1 para indicar que la fermentacion del
cacao fue suficiente (Misnawi et al., 2003). E el caso-del clon Supremo este indice mostrd
valores de 0.86 + 0.01, que indica falta de fermentacion y.durante la prueba de corte (Figura 6)

se observo una correlacion con el porcentaje de granos parcialmente fermentados.

Al igual que los pardametros descritos anteriormente, la acidez es un criterio de calidad
importante para las industrias chocolateras, ademés de proporcionarno$ un acercamiento en los
cambios de transformacion que sufren los granos durante los tratamientos poscosecha. Los
valores de acidez obtenidos en esta investigacion para muestras sin fermentarascilan entre 0.41-
0.59 ml NaOH (0.1N) g?, posterior al proceso de fermentacion estos valores aumentan
encontrandose en rangos de 1.17 + 0.21 para Caehui y en mayor medida Carmele,con 2.09 +
0.13, esto debido a que los acidos que se producen por los organismos inducidos del consorcio
de cepas, son difundidos hacia los cotiledones, lo cual ocasiona un ascenso de la acidez'y una
consecuente disminucion del pH tal como se ilustra en los cuadros 15 y 16. En otros estudios,
Garcia et al. (2021) determinaron la acidez en cotiledones fermentados por adicion de indcules
obteniendo rangos de 0.43-0.49, valores por debajo de lo obtenido en esta investigacion,

mientras que Neira et al. (2020) reportd niveles porcentuales de 0.82-1.01%, resultados que
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pueden_variar en funcién de los solidos solubles totales iniciales, ademas de los perfiles de

microbietd, ademas de las técnicas de medicién del contenido de acidez.

Con reSpecto al contenido de polifenoles totales de los ocho clones evaluados K’in
presento el valor minimo de 27.61 + 1.48 mg GAE, por el contrario, Chak report6 el contenido
méaximo con 82.29.#-8.05 mg GAE en cotiledones secos. En el caso del testigo Carmelo se
obtuvieron 50.89 + 2,63 _.mg GAE. Algunos autores como Brcanovi¢ et al. (2013) reportaron
valores de 3.82 a 36.87'mgsGAE g, mientras que Avendafio et al. (2021) determinaron en
genotipos de cuatro espe€iés' de Theobroma intervalos de 3.37 a 42.05 mg GAE g* con
resultados similares a los obtenidos en este trabajo. En el cuadro 14 estos valores para algunos
clones observan diferencias en esteContexto, el valor minimo se obtiene en Chibolon con 25.48
+ 3.92 mg GAE y el maximo fue#en-el-testigo con 194.61+ 5.80 mg GAE. En un estudio
realizado por Tello-Alonso et al. (2020)_ebtuvieron intervalos de 101.223 + 0.002 mg GAE/100
b.s en variedad Carmelo. La disminucién.en’el contenido fenolico se debe principalmente por
difusion de las células de almacenamiento. promovida durante el tiempo de fermentacion.
Igualmente se evidenciaron diferenciasgstadisticamente (p<0,05) en flavonoides, valor maximo
se encontré en el clon Canek 18.50 + 1.43 y'el minimo.en K'in 10.43 + 1.51 mg EQ g™* de granos
no fermentados. Valores reportados por Avendario et al,(2021) destacan de 1.61 a 42.18 mg EQ
g, valores similares a los de esta investigacion. LLos resultados evidenciaron variabilidad en los
resultados de muestras fermentadas debido a que-estas tienden adisminuir a lo largo del tiempo
de fermentacion, en este caso Chibolon present6 el minimo valer con 1.03+0.11 mg EQ g yel
maximo en el testigo con aproximadamente 6.27 + 0.09 mg EQ g*#Melo et al. (2020) sefialaron
una reduccién de flavonoides cuando es sometido al proceso de fermentacion; es necesario
mencionar que, para ambas variables, fenoles y flavonoides, no se observa carrelacion entre los

valores.
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Cuadro 4. Analisis fisicoquimicos en cetiledaones secos al sol.

Muestras de cotileddn seco al sol

pH Polifenoles Flavonoides
Clones H IF Cotiledon G Acidez Total Totales 1
secoal sol mg GAE ¢! mgEQg
Supremo 6.10+0.83* 0.43+0.04% 6.26.#0.072 51.21+0.08®° 0.51+0.08°® 3350+0.46® 11.79+0.75%®
Caehui 6.64 £0.80° 0.39 + 0.06% 6.29 #0/1* 54.93+0.63° 0.59 +0.04° 62.59 + 8.79° 15.76 + 1.62¢
Carmelo 5.67 +0.96 0.531+0.07®® 6.37 +0712%. 54.32+1.49° 054+0.11*® 50.89+2.63° 13.70+1.49°
K’in 6.62 £0.51*  0.46 + 0.05® 6.35+0.042Y 50.07+0.66% 0.46+0.04® 27.61+148" 10.43+151°
Olmeca 5,51 +2.63% 0.35+0.04? 6.12 +0.07%\ 52.75+2.52%° (041+0.053*° 2583+3.38% 13.70+ 1.90*
Chibolon 5.16 + 1.15%  0.41 +0.04% 6.22°+0.21* 5059+ 1.46° 0.46+0.04®  37.24+2.33" 11.13+0.68°
Canek 5.86+0.76 0.41+0.07% 6.30 + 0,143~ 54694+ 2.43° 056+0.14® 5526+2.98° 1850+ 1.43f
Tabscoob ~ 6.69+2.87%  0.35+ (.04 6.29 + 045 ) 53.24#3,53% (052+0.14®  37.07+2.17° 11.19+1.64°
Chak 6.57 £0.97% 0.39 +0.06% 6.49 +0.213 52.86 £0.992° 051+0.09°  82.29+8.05 17.85+1.06°

H: humedad; IF: indice de fermentacion; G: grasa. Los datos representan (promedio t«desviacion estandar) del experimento (n = 3) medias con una
letra comun no son significativamente diferentes (p<0.05).
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Cuadro 5. Analisis fisicoquimicos en cetiledones obtenidos por microfermentacion.

Muestras de cotiledén microfermentado

H

Polifenoles

IE pH ) G Acidez Total Totales Flavonoides

Clones Cotileddn Mg GAE g mg EQ g
Supremo  0.86+0.01*° 512+0.07° 506+0:05 46.92+160*°  1.47+0.07° 30.59 £7.24%  1.39+0.05%
Caehui 1.01+0.03® 548+0.209 510+0.10%" 50.11+7.81* 1.17+0.212 35.47 + 4.86% 2.98 +0.10°
Carmelo  2.00+0.06¢ 455+0.062 543+0.02> 50.20+252%  2.09+0.13¢ 194.61 + 5.80" 6.27+ 0.09°
K'in 1.01+0.03®® 569+0.14% 6.00+0:34° \ 4865+1.358 1.23+0.07% 50.45 + 7.08° 5.21 +1.17¢
Olmeca  1.16+0.03°° 531+0.14* 5.36+045® 51.65+0.94* 1.28 +0.03?%° 38.38 + 5.29° 2.83+0.08°
Chibolon  1.27 +0.30° 5.32+0.03°° 546 +0.05%" 49/15+6.382  1.30 + 0.07%° 25.48 + 3.922 1.03 £ 0.112
Canek 147 +0.02¢ 534+0.06° 556+0.05"/ 5252%1148  1.43+0.18 92.95 + 5.29¢ 4.35 +0.20°
Tabscoob  1.18+0.03°° 533+0.12°° 590+0.26°" +50.50 + 669* 1.36 + 0.092° 106.6 + 5.54° 3.36 + 0.10°
Chak 1.23+0.05° 5.64+0.23% 593+0.05° (5238+0:75% 1.33+0.17%° 101.1 +5.80%  5.00 + 0.04%

IF: indice de fermentacion; G: grasa; H: humedad; Los datos representan‘(promedio + déSviacion estandar) del experimento (n = 3) medias con una
letra comUn no son significativamente diferentes (p<0.05).
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Durante el proceso de microfermentacion se registrd las temperaturas (Figura 5)
iniciando con intervalos de 29 a 33<C, esta variable incrementd durante el proceso a partir de las
24 horas” coen oscilaciones menores. A partir de las 48 hasta las 72 horas se alcanz6 una
temperatura-de 40 a 43 <C, posteriormente en el ultimo dia de fermentacién la temperatura
experimento un ‘descenso hasta 35<C para K'in y con mayor temperatura fue el clon Canek con
42 <C. Durante esta fase.final, la mayoria de las poblaciones microbianas decrecen su actividad
y pueden aparecer poblacienes de hongos que afectan la calidad del cacao, por lo que los granos

fermentados se proceden a.secar para frenar la actividad microbiana.

50

—o— Carmelo
Chak

—e— Canek

Chibolon

Caehui

20 |

Supremo

Temperatura (°C)

—&— Olmeca
10 |
—o— K’'in

—@— Tabscoob

0 24 48 72 96 120
Tiempo de fermentado (h)

Figura 5. Perfil de temperatura durante la microfermentacion.de clones mexicanos.

8.6. Prueba de corte

El ensayo fisico de la prueba de corte (Figura 6) se observo un alte'nimero de granos
parcialmente fermentados para todos los clones, siendo Caehui con un 83% el-mayor indice y
en menor proporcion Carmelo con 39%. Los resultados de granos bien fermentados.fueron los
que presentaron el menor porcentaje, en este contexto Carmelo registrd6 29% coma valor
maximo y Supremo con porcentaje de 1.5% fue el minimo. No se encontr6 granos pizarrosos o
presencia de hongos. Estos resultados son funcion del volumen involucrado en<la

microfermentacidn y se espera que influyan en la evaluacién sensorial, sin embargo, el potencial
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aro@) puede ser expresado, debido a que la prueba de corte es un indicador que muestra
sola : el cambio de coloracion que esté asociado a reacciones de oxidacion. La evaluacion

Sensori
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ro el potencial como se analizara en la seccién 8.9.
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Figura 6. Promedios del grado de fermentaci cIones@acao y variedad Carmelo. Los valores
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8.7( Caracterizacion por espectroscopia UV-Vis

Lacaracterizacion por espectroscopia de Uv-Vis se realizo a los extractos de los ocho
clones desCacao y Carmelo para detectar la longitud de onda méxima (Amax) de antocianinas.
Las antocianaschan ganado mucho interés por su valor nutricional y actividad bioldgica (Teng
et al., 2020). Este tipo de compuestos tienen una region de absorcion bien definido por dos
bandas separadas‘en.la region visible entre 465 y 550 nm, por lo que se puede utilizar para
diferenciar entre los materiales estudiados en la presente investigacion (Harbone et al., 1995).
En la Fig. 7. a-b, se presentan los barridos espectrales obtenidos en la region 300-700 nm antes
y después de la microfermentacion de granos de cacao de los clones mexicanos. El barrido
espectral mostrd dos regiones_donde se identifican sefiales de absorcion, la primera en el
intervalo de 360-460 nm y la segundagn un pico maximo promedio en 532 (+1) nm. Las sefiales
donde la absorbancia mostr6 Amax cerresponden a cianidinas y se presentd en todos los clones
con excepcion de la variedad Carmelo-Lafalta de absorcion a los 532 nm para Carmelo esta
asociada a la ausencia de antocianifnas en este material como ha sido reportado por Wollgast y
Anklam (2000). Las sefiales detectadas como un hombro 360 a 460 nm pueden estar asociadas
a antocianidina - pelargonidina. La sefial a 533 nmes.asignada a una cianidina 3-glucosido y la
literatura a reportado que las cianidinas presentes en“elycacao son Cianidina 3-a-L arabinosa y
cianidina 3-b-D-galactosa (Wollgast y Anklam;2000; iZongo y Vasapollo, 2006). Como reporta
Longo y Vasapollo (2006) la relacion de absorbancias a 440 nm (para nuestro caso puede ser la
absorbancia asociada a 460 nm) y la Amax 520 nm (532 para nuestro caso) son indicadores de
sustituciones glicosidicas en la posicion C-3, siempre y cuando.se ‘presenten casi al doble que
las de las antocianinas con sustituciones glicosidicas en posicion 5 0 .ambas 3 y 5.

Tabscoob fue el clon donde se presentd el maximo pico de absorbancia a 532 nm, de
donde se puede inferir que en este clon se encuentra la mayor concentracién de cianidinas,
mientras que K’in mostrd los menores niveles de absorbancia.

En la microfermentacion de las muestras de clones existe una disminucién general de
los compuestos fendlicos, entre ellos el grupo de las antocianinas. En la Fig. 7-b, se"aprecid que
el pico a 532 nm desaparecié como consecuencia del proceso fermentativo. La estabilidad de
las antocianinas ha sido reportada a ser sensible a la temperatura, la acidez, el grado de oxidaeion

y la interaccién con otras moléculas complejas, caracteristicas que se modifican en el cotiledén
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comorconsecuencia de los dias de fermentacion, la difusion de metabolitos del mucilago, asi
como+p0r las reacciones exotérmicas y de la actividad enzimatica.

L. desaparicion de las cianidinas es un indicador de calidad durante la fermentacion, que
en conjuntg..eon otros fisicogquimicos se deben agrupar con fines de generar protocolos

adecuados para‘'maximizar los atributos de calidad.

1.6 4 1.2

—— Supremo
L Za\V —— Caehui
Supremo 1.0 —— Cammelo
—— Caehui Kin
_— Camelo —— Olmeca
— Kin —— Chibolon
—— Olmeca Canek
— Chibolon —— Tabscoob
 Canek —— Chak
==—=Tabscoob
~+— Chak

Absorbancia (u.a)
Absorbancia (u.a)

o
IS
1

o
N
1

: = 0O+ e
300 350 400 450 500 550 600 6507, 700 750 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750

Longitud de Onda (nm) Longitud de Onda (nm)

(@) (b)

Figura 7. Barridos espectrales de Uv-Vis de 8,clones y variedad Carmelo antes (a) y después de

la microfermentacion dirigida (b)

8.8. Espectros infrarrojos

8.8.1 Interpretacion de los espectros en cotileddn seco al sol de ocho clones y Carmelo

La Fig. 8. muestra los espectros del cotiledon seco al sol para las‘ocho clones de cacao y
Carmelo. En general para todas las muestras se identificaron entre 34 y 36 sefiales de frecuencias
(Cuadro 17). Fig. 9. a-b muestran los espectros de cotiledon seco al sol los elones y Carmelo en
regiones especificas con las asignaciones de frecuencias de las bandas.

El cotiledon del cacao, es una fase compleja multifasica que esta constituida,de forma
proximal por la grasa del cacao, proteinas, carbohidratos, fibra, minerales y humedad. El
cotiledon esta formado por diferentes compuestos quimicos que se pueden agrupar en distintas
clases quimicas como los compuestos volatiles que incluyen: acidos, alcoholes, aldehidos,

cetonas, ésteres, acidos grasos y pirazinas principalmente, asi también los no volatiles como:
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alcaloitles, aminoacidos, flavonoides, &cidos fenolicos, azucares, acidos carboxilicos
(Palladares et al., 2016). Por lo anterior, existen muchas sefiales que se sobrepondran
dificultando,la interpretacion, muestra de ello se observa en las Fig. 8 y 9 Comparando la Fig.
8. con respecto-a la Fig.10 se pueden observar sefiales asociadas al contenido de grasa expuestas
en el anterior\apartado y nuevas sefiales asociadas de los distintos componentes del cotiledon
seco al sol. Sefiales én el intervalo de 2957 a 2849 cm! son asignadas a modos vibraciones de
extension simétricos y-asimétricos de grupos metil y metilenos que estan presentes en grupos
de lipidos, acidos grasos, alcoholes, aminas, compuestos fendlicos y compuestos aromaticos
(Hu et al., 2016; Ng et al.,(2014). En la Fig. 9-a del cotileddn seco al sol, se puede observar las
mismas sefiales encontradas ep grasa, con diferencia en la intensidad.

La Fig. 9-b muestra las sefiales encontradas de mayor a mediana intensidad en la region
de 1800 a 400 cm y puede verse-elaramente las diferencias con respecto a la Fig. 10 -b. La
sefial a 1744 cmy 1162 cm identifigada en grasa y asociada a ésteres se encontrd desplazada
a1732cmty 1177 cmt. Una banda anchaa1641 cm se puede observar en el espectro natural,
y cuando se aplico la segunda derivada se ubican varias sefiales entre 1631 cmty 1662 cm™
(Cuadro 15).

Estas sefiales no se encuentran en fa grasa (Fig. 10-b), corresponden a grupos de Amida
I, Cetonas y Flavonoides (Hu et al., 2016; Liu'et al., 2012). Otras sefiales de intensidad mediana
detectadas en el cotiledon seco al sol que son diferentes a-las encontradas en la grasa fueron
1418, 1269, 1214, 1198, 1062, 1035, 1016 y 688 cm* que Cofresponde a fenoles, flavonoides,
ésteres, cetonas, pirazinas, anillos de polisacaridos, proteinas y-alcoholes secundarios (Liu et
al.,2012; Movasaghi et al., 2008).
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Figura 9. a-b Espectro de FTIR con ATR de 8 clones y la variedad Carmelo: a)#en, la region
3800-2600 cm™, b) en la region 1800-400 cm™.

De los espectros evaluados, Chak y Olmeca fueron los que mostraron mayor diferencia
en cuanto al menor nimero de sefiales encontradas en el presente trabajo. Chak mostr6 ausencia

de bandas entre 1662-1631 cm™*, mientras que los demas clones y la variedad Carmelo
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reportaron sefiales en ese intervalo. Por otro lado, Olmeca se diferencid principalmente por la
auseneia.de tres sefiales a 1095 cm™, 1062 cm™ y 1035 cm™ de mediana intensidad, las cuales
estuvieron presentes en todos los demas clones y Carmelo.

Caelui-mostro sefiales a 1453 cm™ y 1418 cm™ que no fueron ubicadas en los otros
clones, mientras’ que Supremo, K’in y Chibolon mostraron una sefial a 1662 cm™ que no fue
encontrada en los demas materiales. El clon K’in present6 una sefial a 1418 cm™t y 1364 cm™!
que también no se observa en los demas clones. De igual manera, Carmelo, Canek y Tabscoob
presentaron sefiales que.diferencian un material de otro. Sin embargo, las sefiales antes
mencionadas son debiles en tedos los casos por lo que se tiene que tomar con precaucion estas

diferencias.
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Cuadro 6. Asignacion de numeros de_onda de los espectros de cotileddn fermentado y seco al sol obtenida de ocho clones y la variedad

Carmelo.
Frecuencia Modo vibracional Atr!bu§:|on Intensidad
principal
CAEHUI CARMELO CANEK SUPREMO K’IN CHAK)+# CHIBOLON OLMECA TABSCOOB
2957 2957 2957 2957 2957 2957 2957 2957 2957 vas(CHs) M
2933 2933 2933 2933 2933 2933 2933 2933 2933 vas(CH>) D
Lipidos/Acidos
CH
2915 2915 2915 2915 2915 2915 2915 2915 2915 vas(CH2) grasos/otro |
2891 2891 2891 2891 2891 2891 2891 2891 2891 S D
compuesto
S
2872 2872 2872 2872 2872 2872 2872 2873 2872 vs(CHj3) D
2849 2849 2849 2849 2849 2849 2849 2849 2849 vs(CH>) |
Esteres, acidos,
lipidos, aldehidos,
1748 1748 1748 1748 1748 1748 1748 1748 1748 v(C=0) cetonas D
Amida |, ésteres
alifaticos y
aldehidos
1732 1732 1732 1732 1732 1732 1732 1732 1732 v(C=0) saturados |
aromaticos
Cetonas
- - - 1662 1662 - 1662 - - v(C=0), v(C=C) conjugada D
S, Cis
1658 1658 1658 1658 1658 - 1658 1658 - v(C=0)+n(N-H) Amida | D
1646 1646 1646 1646 1647 - 1646 1646 1646 v(C=0), v(CC) Flavonoides, D
Amida |
1642 1640 1642 1641 1641 - 1642 - - v(CC) M
1630 1634 1631 1633 1632 - 1631 1634 1634 v(C@) D
1471 1471 1471 1471 1471 1471 1471 1471 1471 pas(CHs) Lipidos |
1453 - - - - - - - - ps(C-H) D
1418 - - - 1418 - - - - ps(CHs), v(CC) D
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8.8.2. Interpretacion de los espectros en la grasa de cacao de ocho clones y Carmelo

La Fige10ymuestra los espectros de la grasa de cacao para los ocho clones de cacao y Carmelo.
En general para todas las muestras se identificaron entre 17 y 18 sefiales de frecuencias (Cuadro 18).
La figura 10 a-b muestran los espectros de los clones y Carmelo en regiones especificas con las
asignaciones de frecuencias de las bandas.
Sin considerar la intensidad, 5Clones presentaron el mismo numero y sefiales (Caehui, Canek, Supremo,
Chak y Tabscoob), mientras'que“os otros clones mostraron diferencias entre 1365 cmta 1195 cm?y
Carmelo Unicamente a 1062 cm=2>Estas diferencias pueden ser atribuidas a diferencias en composicion.

Las asignaciones de las frecuencias coinciden en su gran mayoria con lo reportado en la
literatura (Guillén y Cabo, 1998). La“grasa del cacao es denominada cominmente manteca, y es el

mayor componente en el grano del’ caao. La manteca es una grasa polimorfica con seis estados

cristalinos y representa una fase continua gue‘sirve como una matriz dispersante para las particulas
solidas del cacao y para los demas ingredientes-que, se adicionan durante la formulacion del chocolate.
Los tipos de acidos grasos Yy su distribucion posicional de moléculas de triacilglicerol determinan las

propiedades fisicas y las caracteristicas generales parasu uso en la industria.
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Cuadro 78. Asignacion de nimeros de.onda de los espectros de grasa obtenida de ocho clones y la variedad Carmelo

Frecuencia Modo Atribucion  Intensidad
vibracional principal
CAEHUI  CARMELO CANEK SUPREMO K’IN CHAK CHIBOLON OLMECA  TABSCOOE
2958 2958 2958 2958 2958 2958 2958 2958 2958 vas (CHa) Lipido M
s
2922 2922 2922 2923 2922 2922 2922 2921 2922 vas (CH2) I
2896 2895 2896 2896 2896 2895 2895 2895 2895 M
2874 2874 2874 2874 2874 2874 2874 2874 2874 vs (CHa) M
2853 2852 2852 2853 2852 2852 2852 2852 2852 ns(CHz) I
1746 1744 1744 1746 1744 1744 1744 1744 1744 n(C=0) Estere |
S
1466 1466 1466 1466 1466 1466 1466 1466 1466 r(CH2, Lipido M
CH3) S
1380 1379 1379 1380 1379 1378 1378 1379 1378 rs(CHs) Lipido M
S
- - - - 1365 - - 1365 - rs(C-H) D
1262 1261 1262 1262 1262 1262 1262 1257 1262 n(C-C-0) D
1241 1241 1241 1241 - 1240 - - 1240 n(C-0), Polifosfatos, D
r(CHz) fosfolipidos
n(P=
0)
- - - - 1232 - 1233 1232 - n(CO), D
r(CH2)
1215 1214 1213 1214 1215 1215 1215 1215 1214 n(CO) D
- - - - 1203 - 1205 1202 - n(CO) D
1196 1195 1194 1195 - 1196 - - 1194 n(CO) D
1163 1162 1162 1163 1162 1162 1162 1162 1162 n(C-C-0), I
r(CH2)
1143 1143 1143 1143 1143 1143 1143 1143 1143 n(O-C-C) I
1117 1117 1117 1117 1117 1117 1117 1117 1117 n(Co) D
1096 1096 1096 1096 1096 1096 1096 1096 1096 n(Co) D
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I2as bandas iniciales que se identificaron para todos los espectros de estudio aparecen
en ekintervalo de 2958 cm™ a 2852 cm™, las cuales son vibraciones bien documentadas y
asignadas‘a.extensiones asimétricas y simétricas de grupos metilos y metilenos asociados con
intensidades.fuertes y medianas respectivamente. A continuacion, se encontré una sefial
intensa a 1744-1746 cm™ para todos los espectros, la cual corresponde al grupo carbonilo
(C=0). Este tipo ‘de grupo funcional aparece en distintos compuestos como cetonas,
aldehidos, acidos carbexilicos y sus derivados. Para la sefial antes mencionada corresponde
a un éster (Guillén y Calio, 1998). Los ésteres son derivados de acido carboxilicos, en su
estructura se identifica un' C=Q« uno simple C-O. Una forma de identificarlos, es la presencia
de tres bandas intensas alrededor-te 1700, 1200 y 1100 cm™ (Lozada et al.,2013), que para
nuestras muestras de estudio se'presentan a 1744, 1162 y 1143 cm.

La sefial a 1466 cm™ es asignada a flexion de grupos CH2 y CHs y a 1378 cm™ se asigna
una flexion simétrica de metilos (Guillen'y Cabo, 1999). Una sefial a 1365 cm™ se encontro
Unicamente para dos clones (Olmeca y K2ifty'con una intensidad débil. A 1240-1 cmes una
banda débil encontrada para cinco/Clones y €armelo, pero no detectada para K’in, Chibolon
y Tabscoob. Esta ultima sefial esta agociada a vibraciones de extension de C-O y flexion de
grupos CHo, pero también se ha asighado, a vibraciones de extension de fosfatos de
membranas de fosfolipidos (Movasagui et al’;,2008).

Las sefiales entre 1232 cm™ y 1162 cni * fueron asignadas a vibraciones de extension
de C-O y flexion de grupos CH:y de acuerdo con Guillén“y.€abo (1999) estas frecuencias
estan relacionadas con grupos acilo saturados. En este intervalo defrecuencias se encontraron
diferencias entre los clones, las sefiales a 1232 cm™ y 12025 cm? solo para K’in,
Chibolon y Olmeca, mientras que la sefial a 1194-6 cm™ no fue detectada en estos mismos
clones. Las sefiales a 1143 cm™, 1096 cm™ y 1118 cm™ se asignaron’a vibraciones de
extension de C-O, cambios en esta Gltima sefial han sido asociados a_la extincion de
insaturaciones.

A 1062 cm se ubica una sefial solo encontrada en Carmelo, la cual es una sefial débil
tipo hombro. Finalmente, una sefial aproximadamente a los 722 cm™ la cual ha sido-asociada
a la sobreposicion de vibraciones de balanceo de grupos de CH2y vibraciones de extensign
fuera del plano de olefinas disustituidas en cis, ademas que también indica una cadena lingal

con 4 0 mas grupos de CHo.
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8.8.3~Interpretacion de los espectros en cotiledon desgrasado (cocoa) al sol de ocho clones

y Carmelo.

La Fig. 12. muestra los espectros del cotiledon desgrasado para los ocho clones de
cacao y Carmelo. El cotiledon desgrasado es comUnmente conocido como cocoa Yy a partir
de este momento se-le denominara asi. La cocoa mostro muchas sefiales identificandose méas
de 100 en algunos elones. Una banda muy fuerte se puede apreciar entre 3279-3283 cm?,
(Fig. 12) para todos 1esS clones y Carmelo, la cual no fue identificada para grasa o para
cotiledodn seco al sol, ademés; cuando se aplico la segunda derivada en todas las muestras se
encontraron muchas sefiales en el intervalo 3450-2824 cm™ (Fig. 13-b). Lo anterior, confirma
la cantidad de compuestos presentes en las muestras y que las sefiales son comunes a muchos
grupos funcionales que corresponden.a la region de vibracién de extension X-H que identifica
una variedad de grupos funcionalesceomo los alcoholes, aminas, lipidos, fenoles y
compuestos hetero-aromaticos como piridinas, pirazinas, pirroles, furanos y tiofenos
(Silverstein, Xebster, & Kiemle;” 2005). Estas-sefiales fueron ocultas en las muestras de
cotiledon seco al sol por la presencia’desla-intensidad de las sefiales de grasa. La identificacion
de muchas sefiales en esta region se debe.a la aplicaCion de la segunda derivada, debido a

que se disminuye la relacion sefial/ruido y‘aumenta la complejidad del espectro.
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Figura 12. Espectros de FTIR con ATR de-eotiledon Secoal sol de 8 clones y la variedad Carmelo en
la region 4000-400 cm™,

La Fig. 13-a muestra tres sefiales seleccionadas en. la‘region 3800-2600 cm™, como
aquellas representativas que se observan claramente en el espeetro original, las cuales no
fueron detectadas en las muestras de grasas o cotiledén secg™al sol como se comento
previamente. La Fig. 13-b muestra la imagen del espectro en el intervale de la region dactilar
encontrandose al igual que en el cotiledon seco una diversidad de picosySin embargo, en esta
muestra se observa menor definicion y menor intensidad en las sefiales, y la segunda derivada
permitié identificar muchas sefiales ocultas o sobrepuestas o tipo hombro (Cuadro 19). La
sefial intensa a 1732 cm™ y 1744 cm™ ambas asociadas a vibraciones de éxténsion CO
encontradas en grasa y cotileddn seco al sol desaparecio en las muestras de cocoa;lo que
confirma que es una sefial asociada principalmente a los lipidos de cacao. Otra. sefial
reportada en cotiledon seco al sol y grasa a 1177 cm™? de forma intensa y débil
respectivamente no fue encontrada en la cocoa, la cual también esta asociada al contenido de

grasa y se confirma que tanto 1732 cm™ y 1177 cm™ son sefiales que aparecen juntas
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definiendo la presencia del grupo funcional Ester. La sefial a 1641 cm™ solo esta presente en
cotileddn, seco al sol, sin embargo, en cocoa seria la sefial a 1636 cm™ y como se reporto
previamente y se confirma, esta sefial asociada a vibraciones de extensién C=0 de grupos
Amida |, ademés de posiblemente de Cetonas y flavonoides. Alrededor de esta ultima sefial
en 1663-1636.'cm™ también se pueden asignar sefiales a las principales metilxantinas
asociadas al cacao (Teobromina y Cafeina). Una sefial intensaa 717 cm™y 722 cm™ presente
en cotileddn seco y‘grasa respectivamente, asociada a sefiales de cadena lineal (> 4) de CH>
no fue detectada en las~muestras de cocoa, por lo que esta asignacién nuevamente esta
asociada a lipidos presentes ken el cacao. Lo anterior, permite establecer que las sefiales
encontradas estan relacionadas”a grupos funcionales de aromaticos o con anillos
principalmente.

Sefales entre 1467-1469 cm-=1'Son asociadas a flexién de metileno, mientras que entre
1399 cm-1 y 1382 cm-1 son asignadas’a modos de flexidon simétricos de tijereo y balanceo
de grupos metil de las proteinas (Movasagui et al., 2008).

Carmelo es el material con mayer nimero de sefiales con respecto a la de los clones
evaluados en el estudio, no presentandose sefiales replicadas entre 2957, 2922 y 2853 cm™
dentro de la region X-H, solamente a 3279-cm™. Por otro lado, hay 14 sefiales consecutivas
en el intervalo de 939 a 699 cm™* que practicamente no-€Stan presente en ningtn clon (Cuadro
19) asociadas a sefiales de flexion de CHy, de(flexion fuera.del plano -C-H y fuera del plano
-HC=CH-.

100
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Figura 13 a-b. Espectro de FTIR con ATR de 8 clones y la variedad Carmelo: a) en la region 3800-
2600 cm™, b) en la region 1800-400 cm™.
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De los espectros evaluados, Chak y Olmeca fueron los que mostraron mayor
diferenCia en cuanto al menor nimero de sefiales encontradas en el presente trabajo. Chak
mostré adsencia de bandas entre 1662-1631 cm™, mientras que los demas clones y la
variedad Carmelo reportaron sefiales en ese intervalo. Por otro lado, Olmeca se diferencid
principalmente ‘por la ausencia de tres sefiales a 1095 cm, 1062 cm™ y 1035 cm™ de
mediana intensidad, las cuales estuvieron presentes en todos los demas clones y Carmelo.

Caehui mostrossefiales a 1453 cm~ y 1418 cm que no fueron ubicadas en los otros
clones, mientras que Supremo, K’in y Chibolon mostraron una sefial a 1662 cm* que no fue
encontrada en los demds miatériales. El clon K’in obtuvo una sefial a 1418 cm™* y 1364 cm™
! que no se observaron en los,demas clones. De igual manera, Carmelo, Canek y Tabscoob
presentaron sefiales que diferencian un material de otro. Sin embargo, las sefiales antes
mencionadas son débiles en todos1es casos, por lo que se tienen que tomar con precaucion

estas diferencias.
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Cuadro 89. Asignacion de numeros de onda de los espectros de cocoa obtenida de ocho clones y la variedad Carmelo

Frecuencia viodo AtribUCin brincipal
vibracional tribucion principa Intensidad
CAEHUI CARMELO CANEK SUPREMO K’IN CHAK “ZCHIBOLON OLMECA  TABSCOOB
Alcohol,Fenol, Flavonoides,
3279 3282 3285 3280 3282 3279 3280 3281 3283 pa (CH2) Aminas. Aldehidos, Cetonas
2970 2970 D
2957 2959 2958 2957 2958 2957 2959 2960 Nas(CHs) D
2922 2923 2923 2923 2923 2923 2924 2924 nas(CHz) M
2853 2852 2853 2852 2853 2853 ns(CH2) M
1744 n(C=0)
n(C-N), r(N- Lipidos, Amida I,
H),
1695 1696 1694 1695 1697 1695 1694 1694 n(C=0) Teobromina D
1689 Teobromina D
deformacion de guanina
1683 1681 1681 1680 1681 1681 C=0 N-H en el plano D
Amida I, trans, lipidos,
1669 1655 1648 1669 1671 1673 1672 1656 18%% n(C=C) R%(Ij S Ig,ltfigggromina y D
1649 1650 1649 1650 1653 1650 n(C=0), ra(H-N- Cafeina D
1639 1641 1641 1639 1641 1641 D
1633 1636 1636 1635 I
1600 1602 1601 1599 1602 1601 1601 1601 1600 C=N D
1582 1581 1580 1579 n(C-C) Anillo (fenilo) D
1580 n(€-C) D
1576 1576 1575 1572 1574 1575 1575 1574 C=N D
1569 1574 1572 1569 1569 1571 C=N D
n(C-N),A(C-N-
H),
1552 1553 1553 1552 1554 1555 1553 1552 1553 n(C=0) Amida Il D
1545 1548 1547 1545 d(N-H), n(C-N) Amida Il M

1530 1531 1534 1536 1532 1532 n(C=N), Amida Il D

P e oA\



1516

1503
1499
1497
1467
1450
1443
1412

1396

1370
1354

1333
1320
1285

1229
1202
1185
1157
1145

1109
1074
1061

1044

1016
992

1516
1496

1469
1452
1441
1414

1399

1385
1369
1352

1337
1321
1285

1231
1202

1148

1106

1076

1051

1017
992

1515

1496
1467

1441
1413

1392

1369

1347

1321
1285

1237

1200

1146

1104
1074
1060

1049

1016
991

1516

1497
1490

1467

1443
1412

1395

1369
1355
1346

1321
1286

1238
1228
1201

1154
1147

1106

1075

1050

1017
992

1517
1494

1469
1451
1442
1414

1397

1382
1368
1350

1321
1286
1270

1247
1231
1202

1150

1106
1076

1051
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992

1516
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1468

1441
1414

1399

1393
1384
1369

1335
1319
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1264
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1146

1104
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1496

1468
1450
1442
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972

616

972
939
922
896

887
862
843
829
797
783

765
747
728
713
699
676
660
646
638

616

973 972
613 615
598

972

676
660

640

614

610
598

970 972
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765
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8.9.(Anélisis Sensorial de clones mexicanos

Los resultados de la evaluacion de los descriptores sensoriales de los nueves licores
de clones”de cacao se muestran en el Cuadro 20, mientras que la Fig. 15 muestra los
resultados analizados mediante andlisis de componentes principales (ACP), mientras que la
Fig. 16 muestra”un diagrama de calor. Adicionalmente la Fig. 14 muestra los atributos
agrupados en un grafico radial para examinar el comportamiento de los descriptores. Los
resultados mostraron.que”los valores mas altos se encontraron en cacao, acidez, amargor,
astringencia y tostado. Estos.atributos con excepcion del tostado dependen de la composicion
quimica de origen y del proceso de poscosecha. Durante la fermentacion y el secado se
degradan los compuestos fendlices y hay disminucion de las metilxantinas, compuestos que
contribuyen a la astringencia y amatgura. La acidez es una de las principales caracteristicas
de los cacaos fermentados, formada por la actividad microbiana en el mucilago y por difusion
penetra al interior del cotiledén provoeande condiciones que permiten el desarrollo de los
precursores de aroma. Los resultados de la evaluacion para la variedad Carmelo mostraron
notas acidas caracteristicas altas que.se perciben’de entrada, frutas rojas, citricos y tropicales,
con baja intensidad de cacao, frutas secas, baja intensidad de especias y nuez. Al final notas
de panela. La calificacién de calidad glebal parasla wariedad fue de ocho. Tres clones
evaluados presentaron este valor, destacande Chibolon"y Caehui con puntuaciones de 8.3 y
8.2 respectivamente. Las notas que destacan de"Tabscoob son/notas herbales, florales y frutas
secas, con caracteristicas complejas; Chibolon mostrd un balance en los atributos basicos,
notas de frutas amarillas, asi como notas de especies y nuez, cop-iotas finales de caramelo,
finalmente Caehui mostré un balance sumamente complejo, presentd.sabor inicial a panela,
frutal intenso, floral y herbal suave, con notas de nuez.

La presencia de notas a especias ha sido reportada por Ovando et al. (2015) en cacaos
del estado de Chiapas en México. En nuestros estudios las especias fueron detectadas en
todas las muestras de licor con excepcion del clon Olmeca. La nota mas alta de_especias fue
para Chibolon y Caehui con un valor de 3.0 y 3.3, respectivamente, lo que indic6 umatributo
que caracteriza la muestras claramente. De acuerdo con Serra-Bonvehi (2005) y Ovando et
al. (2015) este atributo esta asociada a compuestos de naturaleza fenolica y se ha encontrade
una correlacién entre amargura y especias, por lo que méas adelante se confirmo este hecha
con el ACP.
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Chakspresentd una nota floral alta de 4.5, lo cual puede estar asociado a una baja
fermentacion. Lo anterior en funcién a que se detectd por los panelistas amargura y
astringencCia,persistentes y que resaltan, notas herbales y terrosas, madera, especias y nuez en
baja intensidad. Las caracteristicas florales son notas complejas, que se encuentran
compuestas parynotas de pasto, vegetal verde, hierba, 6 terrosos, hongos, musgos, 6 flores
como jazmin, rosa,'lirio, entre otros.

El caramelo”es=un atributo que se presenta en criollos y que identifica aromas a
caramelo, azucar morena.y,panela. Caehui fue el Gnico clon donde se detect6 esta nota con
un valor de 3.0 por lo que €s upratributo que caracteriza y diferencia la muestra con respecto
a otras. Las notas a frutas frescas-€s uno de los atributos mas ampliamente encontrados en el
cacao que corresponden a frutos.rojos, citricos, tropicales, bayas, frutas de los bosques, entre
otros. En Carmelo se encontro el valer mas alto (5.2) destacando notas de frutos rojas, citricos
y frutas tropicales. Chibolon con caraCteristicas a frutas amarillas como calabaza cocida,
mientras que Caehui notas a frutos rojostytropicales. La nota a nuez corresponde a la parte
interna de las nueces y de la piel de‘avellanasymacadamia, nuez de nogal, marron, entre otros.
Este atributo fue detectado como (Caracteristico en las muestras de Tabscoob, Canek,
Chibolon y Caehui.

El tostado fue el atributo con el valet mas alte(Cuadro 20) en dos muestras (K’in y
Olmeca), que puede ser asociado al tamafio promedio del grano (particulas mas pequefias se
sobretuestan), debido a que las condiciones de tostado de_les, granos fueron ajustadas en
funcion del tamafio y humedad del grano. Un sobretostado_ecasiona que los atributos
complementarios se enmascaren. Sin embargo, K’in presentd saberes asociados a defectos,
por lo que durante la microfermentacion se debieron presentar produceion de metabolitos

indeseables, ademas este clon fue el Unico que no presento atributos frutales y florales.

La Fig. 14 muestra el perfil de cada muestra de licor. En los clones Olmeca y K’in
claramente se observa las notas mas elevadas de tostado, asi como también que’K’in fue la
Unica que reporto sabores atipicos, lo anterior indico que, durante la microfermentaeion de
las muestras, los microrganismos no contribuyeron con caracteristicas indeseables y-que-el
proceso permitié adecuadamente el desarrollo de perfiles sensoriales deseables. Tambiense
observo el perfil de Caehui destacando con notas bajas de acidez, amargor y astringencia, y

un perfil mas complejo en las demas notas, compartiendo similitudes con Chibolon.
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Cuadro 20. Valores promedio de los descriptores sensoriales obtenidos para los licores de cacao de los clones
del INIFAP-Huimanguillo.

Atributo Carmelo Supremo  Chak) Tabscoob Canek  Chibolon K'in Olmeca  Caehui
Cacao 4.0 6.0 5.0 4.0 4.0 5.0 3.7 6.0 4.7
Acidez 6.0 2.0 2.0 3.0 3.0 2.0 3.0 3.0 3.3

Amargor 4.0 4.0 5.0 4.0 4.0 2.3 4.0 2.0 3.7

Astringencia 3.0 5.0 4.0 50 5.0 3.3 4.3 2.0 3.3
Fruta fresca 5.2 2.0 3.8 36 3.6 3.6 0.0 2.0 4.8
Fruta marron 2.0 35 3.8 2.0 2.0 2.8 0.0 2.0 1.7

Floral 3.6 3.0 4.5 3.8 3.8 2.3 0.0 3.0 3.3

Madera 2.0 2.0 2.0 1.9 1.9 2.0 0.0 0.0 1.8

Especia 1.0 2.2 2.8 09 09 3.0 1.0 0.0 1.7

Nuez 1.0 2.0 1.0 3.0 3.0 2.8 2.0 0.0 3.0
Caramelo 3.0 0.0 0.0 0.0 0.0 2.0 0.0 0.0 3.0
Sabores atipicos 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 2.7 0.0 0.0
Tostado 5.0 4.7 5.0 4.7 4.7 47 6.0 7.0 5.7
Calidad global 8 7 8 8 7 8.3 4 5.8 8.2

78



Tostad
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Caramel Astringenci
Nue Fruta
Especi Fruta
Madera
= CARMEL SUPREM === CHA == TABSCQO === CANE
= CHIBOLON K'IN s OLMECA e

Figura 14. Atributos sensoriales que,caracterizan al licor de cacao obtenido por
microfermentacion de los clonessmeéxicanos.

El ACP fue aplicado para observar los cambiogs globales en la evaluacion sensorial de
los licores. Los resultados mostraron’ gue los dos primeros componentes explicaron
aproximadamente el 56.6 % de la variabilidad total (Figura 15). Diferencias claras se
observan con los clones C9 (Olmeca) y C8 (K’in) con el reste de los clones, lo que confirmé
las diferencias encontradas en los resultados de las evaluaciongs'sensoriales. En la Figura AB
se observa una correlacién en amargor y nuez, asi también conla astringencia y especias.
Estos resultados concuerdan con lo reportado en otros estudios que demuestran correlacion
entre amargura y astringencia (Stark et al., 2006). Otra correlacion quessejobservo fue entre
cacao Yy acidez, asi como fruta fresca, floral y caramelo.

La Figura 16 muestra un mapa de calor que permite complementar la infermacion del
Cuadro 18 con el objetivo de diferenciar la intensidad de los atributos. Como se.ebservo, los
sabores atipicos solo se presentaron en la muestra C8 (K’in), mientras que {(a,mayor
intensidad en frutas marron fue detectada en C1 (Chak) y C6 (Supremo), asi también.se
observo como la acidez en la muestra C4 (Carmelo) fue el valor mas alto.

Los resultados de los analisis de evaluacion sensorial fueron aplicados a muestras de

licor de cacao colectadas en la misma época, por lo que la contribucién de aspectos ambiental
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no es.un factor a considerar dentro de las respuestas de evaluacién. Por otro lado, los criterios
echa, tostado y molienda se aplicaron bajo las mismas condiciones a todas las

muestra }ﬂ lo que las diferencias que explican la diferenciacion es atribuido a la

omposm origen de los clones.

Q
QS
N2

T T T
-2 0

PC 1(34.4%)

Figura 15. Andlisis de componentes pri R es (P
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C1(Chak), C2(Canek), C3(Caehui),

C7(Tabscoob) y C8(K’in) y la carga de los d
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Figura 16. Mapa de calor de los atributos sensoriales versus los clones mexicanos.
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9. CONCLUSIONES

Las diferencias-en las mediciones (longitud y didmetro) de los botones florares son atribuibles a
la distinta constitucion genética de los clones, sin embargo, conocer los tiempos de apertura de
estos, nos permitegténer una referencia exacta en niveles de produccion.

Las colectas y seguimiento de las plantaciones de clones establecidas presentan variacion
morfoldgica para todas las caracteristicas del fruto, por lo que es observable la heterogeneidad
de los clones evaluados por presentar valores por arriba de lo reportado en otras investigaciones
referente al peso total de semillaspor fruto y nimero de semillas relacionados con estandares de
productividad.

Los tres primeros componentes prinetpales (CP) en el analisis morfologico describieron el 56.4
% de la variacion total. Los pardmetros(Que mas contribuyen a la variabilidad observada fueron
el peso del fruto, diametro del fruto, longitud del grano y diametro o grosor del exocarpio.

De acuerdo a la huella de region‘dagctilar de\lgs datos por espectroscopia de infrarrojo por
transformada de Fourier (FT-IR) qué ‘incluye posiciones, intensidad y forma de los picos de
absorcidn, se pueden establecer diferenciasen.los acho.clones para identificar y diferenciar. Lo
anterior, confirma la cantidad de compuestos jpresentes.en las muestras y que las sefiales son
comunes a muchos grupos funcionales.

Se propuso una microfermentacién con un inéculo definido (Jevadura, bacteria lactica y acética)
para evaluar el potencial de atributos sensoriales, lo que permitig-€stablecer el perfil sensorial de
los clones evaluados destacando Chibolon y Caehui con la mayor calificacion global. Estas
caracteristicas sensoriales también fueron sefialadas por indicadores fisicoquimicos.

La microfermentacion dirigida es una alternativa para conocer el potencial de pequefios lotes
(clones o hibridos) de cacao con el fin de explorar las caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales.
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10. PERSPECTIVAS

Los datos, recabados hasta ahora permiten establecer la trazabilidad de materiales
registrados por el INIFAP desde la fenologia hasta la elaboracion de licor de cacao pasando por las
diferentes etapas de poscosecha y procesamiento. Sin embargo, se generan una gran cantidad de
aspectos a considerar«€como la respuesta de estos clones a procesos de fermentacion a escala
comercial, estudios puntuales, a nivel de metagendmica, metabolémica, protedmica que pueden
detonar el posicionamiento de“estos a nivel internacional. Por otro lado, las variables medidas en
el presente estudio son aquellas que se pueden transferir hacia productores y procesadores de cacao

a nivel de centros de acopio y son tnaherramienta para definir aspectos de normas mexicanas.
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O 13. ANEXO

Anexo 1. Catalogo de clones mexicanos

CAEHUI

Diametro del fruto ): 89.49
Largo del fruto en (
Peso del fruto en (g): 6
Superficie: poco rugosa

Profundidad entre los lomosipoco profunda

Grosor del exocarpio (mm): ;‘

SEMILLAS
Namero de semillas: 41 ®
Largo de la semilla: 22.31

Diametro de la semilla: 12.50 ‘A

Espesor de la semilla: 8.52

Color de la pulpa: crema claro

Forma de la semilla: oval -
indice de peso de semillas:1.42 @ '

MAZORCA

Constriccién basal: débil

Forma del &pice: agudo

Forma del fruto: oboval

Color del fruto: amarillo-verdoso
Diametro del fruto en (mm): 88.05
Largo del fruto en (mm): 195

Peso del fruto en (g):701.04
Superficie: mod. rugosa
Profundidad entre los lomos: poco profundo
Grosor del exocarpio (mm):15.5

SEMILLAS

Numero de semillas: 37

Largo de la semilla: 25.04
Didmetro de la semilla: 15.05
Espesor de la semilla: 9.27
Color de la pulpa: crema claro
Forma de la semilla: oval
indice de peso de semillas :1.94
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OLMECA
MAZORCA
Constriecion basal: ausente
Forma del'apice: obtuso
Forma delfruto: oval
Color del frato: ‘amarillo verdoso
Diadmetro del fruto en (mm): 89.11
Largo del fruto en (mm): 158.25
Peso del fruto en {g): 550.88
Superficie: lisa
Profundidad entre losdomos: ausente
Grosor del exocarpio (mm): 14.99

SEMILLAS

Numero de semillas: 42

Largo de la semilla: 22.05
Didmetro de la semilla: 14.28
Espesor de la semilla: 8.60
Color de la pulpa: crema claro
Forma de la semilla: oblonga
indice de peso de semillas: 1.37

CHIBOEON
MAZORCA
Constriccion basal: ausente
Forma del &pice: obtuso
Forma del fruto: eliptica
Color del fruto: amarillo/naranja
Diametro del fruto en (mm): 85.54
Largo del fruto en (mm): 174.34
Peso del fruto en (g): 575.05
Superficie: lisa
Profundidad entre los lomos: ausente
Grosor del exocarpio (mm): 14.28

SEMILLAS

Numero de semillas: 41

Largo de la semilla: 24.93
Didmetro de la semilla: 13.29
Espesor de la semilla: 7.58
Color de la pulpa: crema claro
Forma de la semilla: oblonga
indice de peso de semillas: 1.31
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CANEK
MAﬁCA
Constr@n basal: débil
Forma del apice: agudo
Forma del fruto: eliptica
Color del f Yamarillo/verdoso

Diadmetro de W en (mm): 88.22
Largo del fruto ): 196
Peso del fruto eng):*631.61
Superficie: lisa

Profundidad entre | : poco profundo
114

Grosor del exocarpio (r (./.12
SEMILLAS

Ndmero de semillas: 37 c -
Largo de la semilla: 24.36 @
Diametro de la semilla: 14.05  ©_#%
Espesor de la semilla: 8.34

Color de la pulpa: crema claro ®

Forma de la semilla: eliptica é

indice de peso de semillas :1@

MAZORCA

Constriccion basal: ausente

Forma del 4pice: obtuso

Forma del fruto: oblonga

Color del fruto: amarillo/naranja
Diametro del fruto en (mm): 81.12
Largo del fruto en (mm): 151.80
Peso del fruto en (g): 403.63
Superficie: lisa

Profundidad entre los lomos: ausente
Grosor del exocarpio (mm): 11.15

SEMILLAS

NuUmero de semillas: 40

Largo de la semilla: 23.19
Diadmetro de la semilla: 12.87
Espesor de la semilla: 7.16

Color de la pulpa: blanca

Forma de la semilla: oval

Indice de peso de semillas (g): 1.16




%

)

Y K'IN
M RCA
Co i6n basal: moderado

Diametro d@) en (mm): 77.09
Largo del fr (mm): 166.46

Peso del fruto @): 429
Superficie: liger goso

Profundidad entr lomos: poco profunda
Grosor del exocarpio :11.58
SEMILLAS

Numero de semillas: 40 @‘
Largo de la semilla: 19.83 /\
Diadmetro de la semilla: 10.99
Espesor de la semilla: 8.35 ®

Color de la pulpa: crema obscuro ‘A
Forma de la semilla: oval

indice peso de semillas (g) ‘y

o
- -
2. <

MAZORCA O
*

Constriccion basal: ausente
Forma del &pice: obtuso
Forma del fruto: oblonga ‘

Color del fruto: amarillo/verdoso

Diametro del fruto en (mm): 90

Largo del fruto en (mm): 146.42

Peso del fruto en (g): 555.06

Superficie: lisa

Profundidad entre los lomos: poco profundo
Grosor del exocarpio (mm): 14.34

J

SEMILLAS

Numero de semillas: 40

Largo de la semilla: 23.06
Diametro de la semilla: 11.60
Espesor de la semilla: 7.50

Color de la pulpa: crema obscuro
Forma de la semilla: eliptica
indice de peso de semilla (g): 1.27




&

CARMELO
AZORCA
nstriccion basal: ausente

del apice: agudo
F del fruto: eliptica
Co fruto: amarillo

Diémegsu‘al fruto en (mm): 82.28
f

Largo to en (mm): 165.83
Peso del g): 551.16
Superficie: radamente rugosa

Profundidad @Ios lomos: poco profundo
Grosor del exo io (mm): 14.58

SEMILLAS

NUmero de semillas: GJ/

Largo de la semilla: 21@
Diametro de la semilla: "~
Espesor de la semilla: 9.1@
Color de la pulpa: crema clar/‘

Forma de la semilla: oblonga
indice de peso de semilla (g): 1.
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