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Cambios vibracionales y compuestos bioactivos en cacao durante la
fermentacién y el secado.

RESUMEN

Un estudio partiedlar sobre fermentacion tradicional y secado de cacao tipo criollo se llevé a cabo
para caracterizar el’comportamiento fisicoquimico (pH y acidez total), contenido fendlico y de
flavonoides totales, asf como la capacidad antioxidante por los ensayos DPPH y ABTS. El estudio
presenta énfasis en el analisis vibracional por espectroscopia de infrarrojo por transformada de
Fourier (FT-IR) aplicado a‘polvos de cotileddn de cacao fino de aroma. Los resultados mostrados
sobre pH y acidez fueron inversamente proporcional durante la fermentacion con valores finales
aproximados de 4.6 y 0.66 mL de-NaOH/qg. El contenido fendlico total (TPC) encontrado en el
extracto acuoso se mantuvo con valores promedios de 7 mg EAG/100 g muestra liofilizada durante
todo el proceso de fermentacion. Sin embargo, el extracto hidroetandlico mostré valores de TPC
de 60 mg EAG/100 g muestra liofilizada,-durante el inicio de la fermentacion, observandose un
decremento a partir de las 48 h. El contenido de flavonoides totales (TFC) mostraron un incremento
durante el proceso de fermentacion a partir de las 72.h con valores en este punto 24 mg EQ/100 ¢
de muesta liofilizada. La capacidad antioxidante evaltiada por DPPH mostr6 un ligero incremento
durante la fermentacion con valores de 465.mM ET/g(de muestra liofilizada, de igual manera el
ensayo ABTS present6 un aumento en la capacidad antioxidante a las 72 h, exhibiéndo valores de
64 mM ET/g de muestra liofilizada. EI Anélisis de Componentes Principales (ACP) aplicado a la
matriz de datos de sefiales de vibracion del FT-IR de fermentacionsmestrd que los dos componentes
principales describen el 88.9% de la variancia total. Tres grupos fueron definidos que consideran
las 48 h, 72 h y 96-168 h por el ACP, mientras que el Analisis Diseriminante por Minimos
Cuadrados Parciales (PLSDA) mostr6 mejor discriminacién. EI mapa“detcalor y el anélisis de
agrupamiento definieron los cambios y la formacion de grupos. Los nimeros de enda que pueden
explicar la agrupacion son 1646-1638 cm™, 1385-1250 cmt, y 2849, 2915, 1732, 1471, 1175, 1176
y 717 cm™*. Por otro lado, el ACP aplicado a la matriz de datos de sefiales de vibragion por FT IR
del secado mostré cambios en sefiales en dos grupos a 3285 cm™ y 1800-400 cm™ que\confirman

las variaciones asociadas a los compuestos fenolicos como punto de inflexion a los 300'min.

Palabras clave: Cacao, Analisis de componentes principales, espectroscopia de infrarrojo por

transformada de Fourier, contenido fendlico, fermentacion, secado.
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ABSTRACT

A partictular:study on traditional fermentation and drying of Criollo-type cocoa was carried out to
characterize the physicochemical behavior (pH and total acidity), total phenolic and flavonoid
content, as wellas the antioxidant capacity by DPPH and ABTS assays. The study presents
emphasis on vibratienal analysis by Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) applied to
fine aroma cocoa cotyledon powders. The results shown on pH and acidity were inversely
proportional during fermentation with approximate final values of 4.6 and 0.66 mL of NaOH/g.
The total phenolic content (TPC) found in the aqueous extract was maintained with average values
of 7 mg EAG/100 g freeze-dried sample throughout the fermentation process. However, the
hydroethanolic extract showed TPC values of 60 mg EAG/100 g of lyophilized sample during the
beginning of fermentation, with a deerease observed after 48 h. The total flavonoid (TFC) content
showed an increase during the fermentatien process from 72 h with values at this point of 24 mg
EQ/100 g of lyophilized sample. The antioxidant capacity evaluated by DPPH showed a slight
increase during fermentation with values of 465 mM ET/g of lyophilized sample, likewise the
ABTS assay presented an increase in‘thezantioxidant capacity at 72 h, exhibiting values of 64 mM
ET/g of lyophilized sample. The Principal,Component.Analysis (PCA) applied to the data matrix
of vibration signals from the FT-IR of fermentationtshowed that the two principal components
describe 88.9% of the total variance. Three clusters were defined considering 48 h, 72 h and 96-
168 h by PCA, while Partial Least Squares Discriminant~Analysis (PLSDA) showed better
discrimination. Heatmap and cluster analysis defined the changes and cluster formation. The
wavenumbers that can explain the clustering are 1646-1638 cm-4, 1385-1250 cm-1, and 2849,
2915,1732,1471, 1175, 1176 and 717 cm-1. On the other hand, PCA@pplied to the FT IR vibration
signal data matrix of drying showed signal changes in two clusters at 3285.€m-1 and 1800-400 cm-

1 confirming the variations associated with phenolic compounds as an inflection.point at 300 min.

Keywords: Cocoa, Principal component analysis, Fourier transform infrareds spectroscopy,

phenolic content, fermentation, drying.
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I. JNTRODUCCION

El«€acao en México tiene una historia de 3000 afios, con un papel primordial en aspectos
ceremoniales”por las culturas prehispanicas hasta nuestros dias (Vela, 2012). La produccion tiene
beneficios ambientales y econdmicos, debido que al ser cultivado por pequefios productores el
ingreso por su venta contribuye a la economia familiar. (Tadeo-Sanchez y Tolentino-Martinez,
2020). Hoy en dia el‘eaca0 despierta interés por la cantidad de sustancias bioactivas que contiene
y le confieren diversas aCtividades bioldgicas, que dependen del varietal y su composicion quimica
(Saltini et al., 2013; Mrduljas; 2017)

Los flavanoides del cacao pueden inhibir las enzimas digestivas lipasa pancreatica, o-
amilasa pancreatica, fosfolipasa A2 y. a-glucosidasa, implicadas en la digestion de hidratos de
carbono y lipidos in vitro y, por lo tanto, disminuir la absorciéon de estos macronutrientes y la
ingesta de energia en conjunto. Distintos estudios in vivo muestran que el cacao tiene propiedades
similares a las de la insulina, ejerce un efecto hipoglucemiante en ratas obesas y diabéticas,
disminuye la inflamacion y la hipertension_arterial, las cuéles son enfermedades cronicas

degenerativas (Cordero-Herrera et al.,201:3)-

Diversos estudios han demostrado que los ceampuestos bioactivos presentes en el cacao
juegan un papel fundamental en la actividad @ntioxidante (Saltini et al., 2013), sin embargo, las
técnicas convencionales utilizadas (DPPH, ABTS.y FRAPR) requieren un alto costo de tiempo e
insumos, mientras que la espectroscopia de infrarrojo es una alternativa rapida y eficiente (Nara-
Batista et al., 2016; Dominguez-Pérez et al., 2019) y es por ello, quefresulta de gran interés realizar
estudios puntuales de su aplicacién en cacao y en diversos productosgalimentarios.

El presente trabajo tiene como metas demostrar que la actividad antiexidante se mantiene a
través de la fermentacion y los procesos de post-fermentacion ain con la disminucion del contenido
de fenoles y flavonoides, y que, ademas, el estudio de los cambios vibracionales a traves de
espesctrocopia de infrarrojo medio durante el procesamiento de cacao fino de aroma es una
herramienta de caracterizacion répida y precisa. Por lo anterior, el objetivo de este-trabajo fue
evaluar los cambios vibracionales por espectroscopia de infrarrojo medio por transfermada de
Fourier y su relacion con los compuestos bioactivos (fenoles y flavonoides totales) y la capacidad
antioxidante por medio de tenicas espectofotométricas durante el procesamiento de fermentacion

y secado de cacao (Theobroma cacao L.) fino de aroma.



Il. MARCO TEORICO

2.1 El cacao.

El cacao’(Theobroma cacao L.) es una especie perenne de la familia Malvaceae. La palabra
Theobroma, proyicne del idioma griego, cuyo significado es “alimento de los dioses”; mientras
que la palabra cacao proviene del nahuatl “Cacahuathl” (Ramirez-Guillermo et al., 2018; Tadeo-

Sanchez y Tolentino-Martinez, 2020).

El arbol del cacao"de acuerdo con Avendafio-Arrazate et al. (2011) es de tamafio mediano,
cuyo crecimiento esta asociado aarboles de sombra y puede alcanzar hasta 20 m de altura. El arbol
de cacao, emite su primera ramificacion entre los 0.80 m a 1.20 m de tres a seis ramas. Si el arbol
de cacao no tiene un manejo agronomico y se deja a libre crecimiento los chupones se desarrollan

en el molinillo y usualmente forman un:segundo piso (Figura 1).
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Figura 1. Arbol de cacao (Theobroma cacao L.) con frutos en una plantacion de Tabasco.
Fuente. Foto por Pedro Garcia Alamilla.

El fruto del cacao es comunmente llamado mazorca en espafiol, pod en inglés,)cabosse en
francés, sin embargo, es una vaina formada por una cascara relativamente gruesa que alberga entre
20 y 50 semillas, que se encuentran alineadas en 5 hileras; las semillas se encuentran en‘el interior
sujeta a una placenta y sumergidas en pulpa blanca mucilaginosa azucarada (Ramirez-Guillermo
et al., 2018; Graziani et al., 2003). Cuando las frutas se encuentran fisiologicamente listas para

cosechar, se cortan y se realiza el quiebre de éstas para extraer las semillas (Figura 2). De acuerdo
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con la NOM-186-SSA1/SCFI-2013, estas semillas maduras, pueden ser fermentadas o no, y
secadas:

Figura 2. Cosechasy quiebre de mazorcas de cacao.

Fuente. Arqueologia mexicana, (2016).

El cacao se ha convertido enan/fruto importante para la economia, mismo que es el sustento
de muchas familias productoras, pese a’las\problematicas a las que se han enfrentado: Inseguridad,
robo, plagas y cambio climatico. Sin embargo, 165 _productores cacaoteros no desisten en su
sembradio, pues se considera también, una actividad de relevancia histérica. En Tabasco, desde la
década de los 60°s han surgido diferentes organismos y programas, como lo es la Unién Nacional
de Productores de Cacao, que han incentivado a mejorar esta<drea de oportunidad, sin embargo,
aun no son suficientes para todos los productores. No obstante, cadayez son més los esfuerzos por
unir a productores, investigadores, empresarios y funcionarios_‘en esta lucha denominada

valorizacion del cacao mexicano (Tadeo-Sanchez y Tolentino-Martinez;2020).

Por otra parte, la precipitacion es un factor fundamental en el crecimiento de los cacaotales,
pues la lluvia es el factor ecologico mas influyente sobre la cantidad y distribucion de estos arboles.
En México, el denominado trépico humedo, conformado por los estados de Veracruz, Tabasco,
Campeche, Yucatan, Chiapas, Oaxaca, Guerrero y Puebla; representa una precipitacion de 1,500—
2,500 mm. durante el afio, considerada mas que ideal para este cultivo (Avendafio-Arrazate et al.,
2011; Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera, 2013).



2.2 Origen y produccion del cacao.

El_eacao se produce en los paises situados en una franja entre los 10° N y los 10° S del
Ecuador. Es_eriginario de América del Sur y América Central; comprendiendo lugares como el
Valle del Amazonas (Rios Napo, Putumayo y Amazonas), dentro de los limites de Colombia, Brasil
y Ecuador; asi come-en el sureste de México (Tabasco, Chiapas y Guerrero). Por otra parte, el
cacao es el principal‘cultive comercial de varios paises de Africa Occidental, principalmente Costa
de Marfil, Ghana, Nigeria y~Camerun; asi como en Asia Oriental, principalmente en Indonesia y
Malasia (Tabla 1) (Beckett, 2008; Ogata et al., 2009; Wessel & Foluke, 2015; The International
Cocoa Organization, 2020).

Tabla 1. Principales paises producteres de cacao en el mundo, en el 2021/2022

Produccién en miles de

Continente/ pais Porcentaje
toneladas
Africa 3589 74%
Costa de marfil 2121
Ghana 683
Camerun 295
Nigeria 280
Otros 210
América 973 20%
Ecuador 365
Brasil 220
Otros 388
Asia y Oceania 265 5.0%
Indonesia 180
Papua Nueva Guinea 42
Otros 43
PRODUCCION TOTAL
MUNDIAL 4826 100%

Fuente. Adaptacion con datos de ICCO Quarterly Bulletin of Cocoa Statistics (QBCS), Vol'L,
No. 1, Afo del cacao 2023/2024


https://www.icco.org/wp-content/uploads/Production_QBCS-XLVIII-No.-1.pdf
https://www.icco.org/wp-content/uploads/Production_QBCS-XLVIII-No.-1.pdf

La Figura 3 muestra la distribucion geogréfica por paises en el mapa mundial de produccién
de cacao-durante el periodo 2021/2022.

Produccion de cacao mundial 2021/2022

Miles de toneladas por continente '@
Preduccion mundial: 432 ¥
Africa: 3562

América: 573

Asia y Oceania: 265

Otres paises productares

Figura 3. Produtccion de cacao a nivel mundial.
Fuente. Creada por Emilia Régules-para este decumento.

La produccion en México (29,119.83 ton)irecae en los estados de Chiapas (10,936.85 ton),
Guerrero (288.07 ton) y Tabasco, y siendo este dltimo, el liderproductor de cacao a nivel nacional
con 17,822.48 ton, de las totales producidas durante el2023 (Servicio de Informacion
Agroalimentaria y Pesquera, 2023). Sin embargo, como se observa en los datos de The
International Cocoa Organization, 2024 (ICCO) (Tabla 1), México mo se considera como un pais
lider productor de cacao. La imagen mostrada por la Figura 4 sefiala‘en/forma esquematica los
estados productores de cacao en México.
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Figura 4. Pro@ﬁn de cacao en México.
Fuente. Creada por Emilia @ pala? documento.

La produccion en Tabasco se (@?ntra e@ de los 17 municipios que lo conforman,

siendo Cardenas (6,235.22 ton), Coma w@, ton), Cunduacan (2,806.25 ton) y
Huimanguillo (2,189.77 ton), los que may@artici i6n tienen (Servicio de Informacién
Agroalimentaria y Pesquera, 2023). La Figura Qjestra @)a del estado de Tabasco con sus

L . N . ®
divisiones municipales, sefialando los cuatro principales produ s de cacao.

Produccion de cacao en Tab@o 2023

Comalcalco

Cardenas

Huimanguillo

@ Cirdenas: 623522 ton
() Comalcaleo: 4,535.64 ton
() Cunduacan: 2.806.25 ton

) Huimanguille: 218977 ton ®O

Figura 5. Produccion de cacao en Tabasco.

Fuente. Creada por Emilia Régules para este documento.



2.3 Variedades del cacao.

Las“principales variedades reportadas de cacao se agrupan en tres: criollo, forasteros y
trinitarios. ‘La“figura 6 muestra la distribucion geografica de estas variedades en el mundo de

acuerdo con “Thednternational Cocoa Organization, (2020)”.

CRIOLLOS TRINITARIOS FORASTEROS

Figura 6. Distribucién de la produccion de cacao por variedad.
Fuente. The International CocoaOrganization, (2020).

El cacao criollo o nativo, es cultivadoenCentroamérica y es reconocido por expertos de la
industria chocolatera como fino de aroma, sin/en una clasificacion que aparezca en norma oficial

mexicana. De acuerdo al Convenio Internacional.del Cacaode-2010 (https://www.icco.org/fine-or-

flavor-cocoa/) “El cacao fino y de aroma es un cacao caracterizado por un perfil sensorial complejo,
compuesto de atributos basicos bien equilibrados con notas aromaticas y de sabor; los atributos
complementarios pueden percibirse e identificarse claramente en la expresion de sus aromas y
sabores; resulta de la interaccion entre (a) una composicion genética particular, (b) condiciones de
crecimiento favorables en un entorno/terroir determinado, (c) técnicas especificas de manejo de la
plantacion, (d) practicas especificas de cosecha y poscosecha y (€) composiciéon quimica y fisica

estables e integridad del grano™.

Esta variedad posee granos con cotiledones blancos, que usualmente es utilizado para la
fabricacion de los chocolates gourmet (Cacao México, 2012; Edem-Kongor et al., 2016)1 La'Figura
7 muestra un corte longitudinal de una mazorca de cacao, en cuyo interior se aprecia el color. de.Jas

semillas previo al proceso de fermentacion. La Figura 8 muestra granos de cacaos fermentados y


https://www.icco.org/fine-or-flavor-cocoa/
https://www.icco.org/fine-or-flavor-cocoa/

secos. Notese la diferencia entre la palabra semilla y luego el uso de la palabra grano, que depende

del proceso.de cosecha y/o poscosecha.

Figura 7. Corte longitudinal de mazorcatipo,  Figura 8. Cacao acriollado fermentado y
criolla de Las Delias: secado al sol.

Fuente. Foto de Alma Delia Herrera Magafia. ‘Fuente. Foto de Alma Delia Herrera Magaria.

El forastero, es originario de la alta"Amazonia'y cultivado en Africa Occidental, conocido
comUnmente como cacao a granel en el ambito-comercial”Pasee semillas planas, astringentes, con
cotiledones purpura (raramente marfil), vigorosos y moderadamente resistentes a plagas y
enfermedades (Motamayor et al., 2008; Edem-Kongor et al., 2016)» Las Figuras 9 y 10 muestran
las mazorcas en el arbol de cacao y corte radial donde se aprecian semillas cortadas con apreciacion

del color de los cotiledones.



Figura 9. Mazorcas de cacao Figura 10. Corte radial en mazorca de cacao forastero.

forastero. Fuente. Rincdn-Robayo, (2023).
Fuente. Rincdn-Robayo, (2023).

El trinitario por su parte, es un hibridgy'se originé al cruzar de manera natural, un genotipo
criollo con un amelonado de Brasil (forastero-del /bajo Amazonas). Poseen granos que van del
tamafio mediano a grande, con cotiledones violetas; desarrollando aromas pronunciados a
chocolate y sabores afrutados. Normalmente: se usasmezclandolo con otras variedades (Cacao
México, 2012; Garcia-Rincon et al., 2021). Lasfiguras ‘42 y:12 muestran el color de las mazorcas

en estado de madurez fisiologica y el arreglo de las.semillas’al-interior.

Figura 11. Mazorcas cerradas de cacao Figura 12. Granos con mucilago.de, cacao
trinitario. trinitario.
Fuente. Rincén-Robayo, (2023). Fuente. Rincon-Robayo, (2023):



2.4 Productos, usos y derivados del cacao.

Del“prensado de los granos de cacao se obtienen tres productos principales: el licor, la
manteca, y'elspolvo de cacao desgrasado (cocoa). Al combinar estos productos se obtiene la pasta
de cacao, que €S la.base para la fabricacion de las tabletas de chocolate y de los diferentes tipos de
chocolate que existen-hoy dia (Valenzuela, 2007). Siendo el licor de cacao definido por la NOM-
186-SSA1/SCFI-2013, como el “producto que se obtiene de la molienda del cacao fermentado o
no, tostado, descascarillado~y sin eliminar o agregar ninguno de sus constituyentes, que puede

tratarse quimicamente”.

En la actualidad el chocolate tiene usos en diferentes industrias como lo son la alimentaria,
confiteria, panaderia, farmacéuticay quimica. En Tabasco; el cacao, tradicionalmente se consume
en diferentes formas; el pozol, atole y~polvillo como bebida; y el mole y chocolate casero, como
alimento (Cérdova-Lazaro et al., 2018)7 Las Figuras 13 a 16 muestran en iméagenes los distintos

productos obtenidos del cacao.

Figura 13. Cacao desgrasado (cocoa) después " Figura 14. Manteca de cacao.

del prensado del licor de cacao. Fuente. Diana Taliun/Getty images, (2022).

Fuente. Soho A Estudio, (2019).
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Figura 15. Nibs de cacao. Figura 16. Chocolate.

Fuente. Valley of tea, (2022)- Fuente. Central Foods, (2021).

2.5 Procesos endatransformacion del cacao.

Los procesos de poscosecha y transformacion que involucran cambios fisicos, quimicos y
bioldgicos son principalmente cuatro:-Fermentacion, secado, tostado y conchado. Estos procesos

involucran mecanismos de transferencia de masa yenergia.
2.5.1 Fermentacion.

La fermentacion de las semillas del cacao.esun proceso por el cual se llevan a cabo cambios
fisicos y quimicos en sistemas de cajas de madera.(cestos y/e.amontonamiento, Figura 17) en un
tiempo promedio de 5-7 dias. Es un proceso enddgeno causado-por, la accion de las levaduras y
microorganismos presentes en la microbiota del cacao, provocando variaciones de pH y acidez que
dan lugar a la oxidacion de los polifenoles; el objetivo es modificar el"sabor astringente de los
granos crudos y lograr el desarrollo y concentracion de precursores de aroma (Edem-Kongor et al.,
2016).

La fermentacion microbioldgica se lleva a cabo en el mucilago en distintas fases bioldgicas
no estrictas. En condiciones anaerdbias (la pulpa de los granos no permite la entrada.de aire, esta
condicion se mantiene durante las primeras 48 h), levaduras como SaccharomyceSiCerevisiae,
Pichia kudriavzevii y Hanseniaspora spp metabolizan los compuestos presentes en el macilago
(principalmente carbohidratos) y despolimerizan la pectina provocando el escurrimiento de éste.

Es con este proceso, que se lleva a cabo la primera fermentacion, denominada alcoholica (Lopez-
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Navarrete' et al., 2018 y Rojas-Rojas et al., 2021). También se produce la fermentacion lactica
donde Yas”bacterias lacticas responsables son principalmente Limosilactobacillus fermentum y
Lactiplantibacillus plantarum con ayuda de algunas enzimas convierten el acido citrico y la
glucosa de la pulpa, en acido lactico. En este punto se comienza a apreciar el cambio fisico, en
donde los granos.por. penetracion del agua, alcohol y acidos, presentan un aumento de grosor o
hinchazdn (Veldsquez-Reyes et al., 2022 y Dominguez-Pérez et al., 2019). Al finalizar esta etapa,
gracias a que los granoS de-cacao ya no poseen el mucilago, permiten la entrada del aire entre ellos,
y el proceso se convierteenyaerobico, lo cual es necesario para continuar con las reacciones
bioquimicas dentro del grana; por lo tanto, es importante realizar un mezclado de los granos de
cacao diariamente para liberar el CO7 producido en las fermentaciones anteriores, asi como regular
la acidez y promover que el ascensostle temperatura sea lento, evitando la sobreacidificacion y
aglomeracion de los granos (Ortiz de Bertorelli et al., 2009). Como consecuencia de la penetracion
de los liquidos y movimientos citoplasmaticos de las células, hay un aumento de temperatura de
hasta 50°C donde se produce la fermentaciénacética iniciada principalmente por Gluconobacter
oxydans, Acetobacteraceti y Acetobacter pasteurianus donde metabolizan el alcohol en acido
acetico, que conlleva a la muerte del embrion permitiendo que en el interior de los granos ocurra
la oxidacion, dando lugar al nuevo aspectotel grano gue presenta grietas internas y apariencia de
arrifonamiento (Figura 18) (El Salous et al., 2019; Afeakwa et al., 2008). Simultaneamente, en
esta etapa existe un descenso del contenido de la' (-) epicatequina y la (+) catequina, proceso
conocido como oxidacion de complejos proteina-polifenol, desencadenando en el cotiledon el

cambio de color violaceo a marron (Rojas-Rojas et al., 2021 y Afoakwa et al., 2008).
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Figura 17. Cacao freseo en caja de Figura 18. Aireacion del cacao durante la

fermentacién. fermentacion.

Fuente. Nogales, (2021). Fuente. Fundacion de nuestra tierra,
(2012).

25.2  Secado.

El secado de cacao es la etapa que ‘continta del proceso fermentacion, el cual tiene el
objetivo de disminuir la humedad de los"granos a uin_contenido menor a 7.5% (P/P) (Saltini et al.,
2013) y no debe ser inferior al 6%, puesto gue se ‘cenvierten en granos quebradizos, dificiles de
manipular (Beckett, 2008). Durante esta operaeion se reduce la astringencia, el amargor y la acidez;
y se incrementa la tonalidad marrdn caracteristica-del chocolate (Saltini et al., 2013).

Los granos pueden secarse al sol (Figura 19) o de maneraeartificial. Siendo el primer tipo,
el més utilizado. De esta manera, los granos se extienden en capas @de aproximadamente 100 mm
de grosor en bandejas o terrazas, rastrillandose por intervalos, y‘proetegiéndolos de la lluvia y
durante la noche; de manera manual, o utilizando bandejas mdviles (Beckett; 2008).

Figura 19. Secado de cacao fermentado.
Fuente. Foto de Pedro Garcia Alamilla
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2.5.3 Tostado.

El testado es una operacion unitaria que lleva a cabo procesos de transferencia de masa y
energia, involdacrando reacciones guimicas, tales como degradacion de proteinas, caramelizacion
de azUcares, reacciones de Maillard, formacion de compuestos volatiles (pirazinas y aldehidos,
principalmente) y sintesis de compuestos azufrados (Dominguez-Pérez et al., 2024; Saltini et al.,
2013), siendo estas reacciones, uno de los factores responsables de otorgar cambios en el sabor,

color y aroma del producto final (Saltini et al., 2013).

La conveccion (circulacion por aire caliente), es el mecanismo de transferencia de calor
mas utilizado, sometiendo los@ranos a temperaturas de entre 150 °C - 250 °C por tiempos de 30
min a 120 min (Dominguez-Pérez et'al., 2019). El tostado artesanal se lleva a cabo principalmente
con fuego directo mediante el mecanismo de conduccion (Figura 20) en recipiente extendido con

poca profundidad de la cama de cacao y'removiéndose continuamente.

Figura 20. Tostado de cacao.

Fuente. Chocolates Pérez, (2023).
254  Conchado.

El conchado es la operacion donde se realiza la mezcla de los nibs de cacao,@ temperaturas
superiores de 50°C. El objetivo de este proceso es homogenizar los ingredientes (Sivse afiaden
azucar o leche), recubrir de grasa las particulas finas, evaporar compuestos volatiles no.deseados
(&cido acético) y agua; alcanzando la viscosidad, textura y sabor deseados; todo esto, con el fimde
de que se derrita en el paladar. De esta manera, las particulas mas grandes en el producto final

deberan ser inferiores a 30 micras. Se describe como un proceso costoso debido a la larga duracion
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del mismo, durante el cual se mantiene la temperatura (Beckett, 2008; Bordiga et al., 2015;
Urbanska'et.al., 2021).

Los parametros tiempo y temperatura son determinados de acuerdo al tipo de variedad de
granos de cacao utilizados, de la composicion de su materia prima, de la cantidad del material, de
la configuracion deda-conchadora y del tipo de chocolate que se espera. Asimismo, la temperatura
y la agitacion definidas durante el conchado, permiten llevar a cabo en mayor o menor intensidad,
las reacciones de Maillardly la degradacion de Strecker (Urbanska et al., 2021). La Figura 21
muestra el conchado de licoride cacao en una conchadora cocoatown cuyo mecanismo consiste en
dos rodillos de piedras que rotan”de forma radial y provocan cizalla reduciendo la granulometria
de las particulas.

Figura 21. Conchado de licor de Cacao,

Fuente. Ambrosia de Dioses, (2018).
2.6 Compuestos bioactivos.

Los polifenoles son aquellos metabolitos presentes en las plantas que desempefian el papel
de protectores ante la invasion de factores presentes en el entorno que las rodean; existen una
amplia variedad dependiendo de lo compleja o simple que sea su estructura. Se clasifiean en cuatro
grupos principales de acuerdo con Castro-Acosta, (2019): Flavonoides, acidos fendlicas; lignanos
y estilbenos (Figura 22). A su vez, los polifenoles constan de varios subgrupos los cuales presentan
diferentes estructuras, siendo esta, la razon por la cual cada una de ellas tiene actividad antioxidante

y biologicas diferentes (Quifiones, 2012; Mrduljas et al., 2017).
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Elgrupo mas abundante de los polifenoles en alimentos son los flavonoides, se caracterizan
por poseer un heterociclo oxigenado que consta de dos anillos aromaticos ligados a tres carbonos
por mediosde,tn puente. Se subdividen en: Antocianinas, flavanoles, flavanonas, flavonas,

flavonoles e isoflavonas (Figura 23) (Mrduljas et al., 2017; Castro-Acosta, 2019).

Las antocianifias son pigmentos hidrosolubles, responsables de los tonos rosas, rojos, azules
y violaceos caracteristicos*de muchas frutas y hortalizas. Quimicamente hablando, son glucésidos
de antocianidinas; esto s¢ traduce en formar un enlace B-glucosidico con una fraccién de azucar y
una molécula de aglicona (cuya estructura central es el ion flavilio, también Illamado 2-
fenilbenzopirilio) (Guerrero-Legarreta et al., 2006; Aguilera-Ortiz et al., 2011; Castro-Acosta,
2019).
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Figura 22. Estructura quimica de los #Z0n. " Geniseina RS OH RoOCH:: " Rospereting
polifenoles.
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Fuente. Castro-Acosta, (2019).

Ri=R:=H: Pelargonidina Ri=R:=OH;R:=H: Cateauinas
Ri=OH;R:= Cianidina RigR:=R:=OH:  Galocatequina

Figura 23. Estructura quimica de los,flavonoides.

Fuente. Mrduljas et al. (2017).

2.7 Actividad biologica de los compuestos bioactivos.

En la actualidad se ha reportado que en los alimentos de origen vegetal se encuentran

extensos grupos de sustancias no energéticas que son compuestos fenolicos y estos benefician a la
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salud, los'cuales estan directamente relacionados con la ingesta diaria y la biodisponibilidad en los
alimentes” Hoy en dia, se considera al cacao un alimento funcional frente a la prevencion y

tratamientosde distintos problemas de salud (Quifiones, 2012; Mrduljas et al., 2017).

Los efectos.benéficos de los polifenoles sobre distintas enfermedades se han atribuido a su
actividad antioxidante, participando en distintas reacciones metabodlicas de éxido-reduccion. De
esta manera, actlan_en, «distintos procesos celulares e interfieren con los mecanismos de
sefializacion, al tener la(capacidad de modular la actividad de diversas enzimas (Quifiones, 2012;
Mrduljas et al., 2017). 3Los polifenoles han mostrado diversos efectos biologicos:
Antiinflamatorios, antialérgicoS antimicrobianos, inmunomoduladores, antimutagénicos,
antitumorales, anticancerigenos, &/aSedilatadores y vasoprotectores (mejoran el flujo sanguineo y
protegen los vasos sanguineos, respectivamente), antitromboticos (previenen formacion de
coagulos), antihiperlipidémicos (mejoran~el perfil lipidico) y antiapoptéticos (evitan la muerte
cerebral) (Othman et al., 2007; Quifiones,.2012).

En el caso del cacao, sus flavenoides son responsables de mejorar favorablemente el perfil
lipoproteico, atenuando la oxidacién .de_las lipoproteinas de baja densidad e incrementando la
concentracion de colesterol de lipoproteinas de alta densidad en el plasma (Quifiones, 2012;
Bordiga, 2015). Por su parte, los flavanoles ejercen una@actividad anticoagulante y antiinflamatoria
(Beckett, 2008). Asimismo, se ha demostrado queun consumaelevado de los flavanoles (catequina
y epicatequina) muestran una asociacion inversa en el riesgo_de padecer diabetes tipo 2 (Castro-
Acosta, 2019).

Los efectos vasodilatadores se atribuyen al resveratrol y-Jla quercetina; a su vez, el
resveratrol también previne la inflamacion al inhibir la biosintesis de(prostaglandinas, asi como
induce a la apoptosis en células endoteliales de vena umbilical humana, teniendo un efecto
moderador en dicho proceso (Quifiones, 2012). Las procianidinas actian como, antitumorales,
reprimiendo el marcador pro-inflamatorio conocido como necrosis tumoral alfa\(TNFa por sus
siglas en inglés), en las células endoteliales vasculares (Quifiones, 2012). En conjunto, estos efectos
limitan principalmente la progresion de la enfermedad cardiovascular, asi como el*riesgo de
padecerla. Al igual que con la diabetes tipo 2, estimulando la secrecion de insulina y la proteccion
de los linfocitos B pancredticos frente a la toxicidad de la glucosa. Siempre y cuando Jse

complemente con una alimentacion saludable y un nivel de actividad fisica adecuado.

17



Adicionalmente, acttan previniendo los padecimientos neurodegenerativos como el Alzheimer y
el Parkinson (Bordiga, 2015; Mrduljas et al., 2017; Castro-Acosta, 2019).

2.8/Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier (FT-IR).

Se trata de\Una técnica fisica no destructiva de alta precision, basada en la vibracion de los
grupos funcionales’presentes en la muestra, al ser expuestos a la radiacion infrarroja. Demostrando
ser una herramienta™Util para el analisis cualitativo y cuantitativo de muestras de alimentos
complejas, localizando “y.«representando simultdneamente de manera grafica su composicion
quimica (agua, carbohidrates, lipidos y proteinas), asi como sus grupos funcionales (alcoholes,
aminas, cetonas, amidas, ésteres y polifenoles) y compuestos aromaticos (piridinas, pirazinas,
pirroles, furanos y tiofenos); evitando etapas previas de separacion, y requiriendo una preparacion

minima o nula (Vesela et al., 2006; Nara:Batista et al., 2016; Dominguez-Pérez et al., 2019).

En la industria del cacao, esta técnica se ha utilizado tanto para determinar posibles
adulteraciones de la manteca y el chocolate,se¢omo para su calidad bioquimica, utilizando una celda
automatizada de flujo calentada; asimismo, se ha-aplicado en determinaciones analiticas, como lo
son la capacidad antioxidante total (TAE);contenido polifendlico total (TPC), y concentraciones
de metilxantinas (teobromina y cafeina)=Cuya ventaja-en dichas determinaciones frente a los
métodos instrumentales convencionales (DPPH;ABTS,.ERAP, entre otros) radica en tener mayor
versatilidad, eficacia y rapidez en el andlisis (\VVeSela et al., 2006; Nara-Batista et al., 2016).
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I1l.  _JUSTIFICACION

Lastransformacion de cacao a licor es un proceso complejo; imposible de estandarizar un
proceso sin tamar en cuenta las caracteristicas implicadas en el mismo. En este caso, se consideran
la diferencia entre“varietales y condiciones de operacién (tiempo y temperatura), a las que son
sometidos los granes de cacao durante el proceso fermentativo y post-fermentativo (secado, tostado

y conchado).

La naturaleza compleja en composicion y multifasica de los procesos de fermentacion y
secado, involucra diversas actividades bioldgicas y enzimaticas, las cuales han sido estudiadas
mediante diferentes enfoques.” Los estudios han involucrado aspectos microbianos mediante la
caracterizacion de las cepas nativas y.la formacion de metabolitos, mientras que estudios sobre
actividad enzimatica se han enfocada_al’rol de proteasas, glucosidasas y oxidasas. Por otro lado,
también hay enfoques mateméticos modelando los mecanismos de transferencia de masa y energia
del proceso de secado. Lo anterior, involucra:una fuerte capacidad analitica, tiempo y recursos

materiales.

Como parte de la solucion al consumo dewrecursoSgla técnica de FT-IR sirve para dar seguimiento
a una diversidad de procesos y se ha convertido.en una técnica rapida y econémica frente a otras.
Por otro lado, evaluar la actividad antioxidante es un tema_prioritario en materia de investigacion
y en productos de alto consumo como lo es el cacao, cuya-actividad depende de compuestos
fendlicos y flavonoides totales, de igual forma el pH y acideztetal son variables globales que

reflejan la actividad microbiana y fisicoquimica durante el procesamiento del grano.

La informacidn disponible sobre cacao fino de aroma y el efecto de 10s procesos de transformacion
del mismo, no resulta suficiente y no existen publicaciones especializadas’de.cacao mexicano fino
de aroma, utilizando espectroscopia de infrarrojo. Es por ello, que el presente trabajo evalu6 los
cambios vibracionales por espectroscopia de infrarrojo medio y su relacion €on los compuestos
bioactivos y su actividad antioxidante durante el proceso de fermentacion y secado de cacao

(Theobroma cacao L.).
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IV. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢Coémo afecta £l proceso de fermentacion del cacao al contenido de compuestos fendlicos,

flavonoides totales,jasi como su capacidad antioxidante?

(Pueden ser caracterizados los procesos de fermentacion y secado del cacao a través de los cambios

de los grupos funcionalesspor FT-IR?
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V. POTESIS

A\
La capacida( tioxidante no se ve afectada por la disminucion o aumento de los compuestos

fendlicos y flav<®des del cacao ocurridos durante la fermentacion.



VI. OBJETIVOS

Objetivo,general

Evaluaros cambios vibracionales por espectroscopia de infrarrojo medio y su relacion con

los compuestos bidactivos presentes durante el proceso de fermentacion y secado de cacao.

Objetivos particulares

Determinar pH"y.acidez durante el proceso de fermentacion de cacao.

Evaluar el contenido de fenoles totales y flavonoides durante la fermentacion de

Cacao.

Determinar la capacidad antioxidante por medio de las técnicas DPPH y ABTS de

extractos acuosos de cacao, durante la fermentacion.

Determinar el espectro-tle infrarrojo medio por transformada de Fourier (FT-IR) de

polvo de cacao durante elproceso de fermentacion y secado.

Aplicar un Analisis de Cempaonentes Principales (ACP) a la matriz espectral de

infrarrojo medio.
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VIl. METODOLOGIA

7.1 Area de estudio y muestreo.

Las mazorcas de cacao variedad criollo fino de aroma se recolectaron en la finca “Las Delias”,
en el municipio de"Comalcalco, Tabasco. Las mazorcas se quebraron para obtener los granos con
mucilago, posteriormente se colocaron los granos frescos en tres cajas de fermentacion de 200 kg
aproximadamente cada una, los cuéles fueron fermentados durante 7 dias de acuerdo a los criterios
del productor. Se recolectdtina muestra en cada caja de aproximadamente 500 g en los siguientes
tiempos 0 h, 48 h, 72 h, 96 hy120 h, 144 h y 168 h, las cuales se guardaron en congelacion a -15°C.
El procesamiento y el estudio”posterior de las muestras se llevé a cabo en el Laboratorio de
Ingenieria de Procesos de la Division Académica de Ciencias Agropecuarias (DACA) de la
Universidad Judrez Autonoma de Tabasco, ubicada en el Km. 25. Carretera Villahermosa-Teapa.

7.2 Procesamiento de la muestra.

Para el analisis de las pruebas fisicoquimicas (pH y acidez total) se molieron las muestras
(cotiledon sin cascarilla) congeladas/de-cada tiempo de fermentacién sefialadas en el muestreo y
por caja de fermentacion. Para la determinacion de’compuestos bioactivos se tomaron 20 g de los
granos de las cajas en cada tiempo de muestreo yrse realizo el secado por el método de liofilizacion
en una liofilizadora (Freezemobile virTis sentry:2.0 25ES¢-Estados Unidos); posteriormente, se
molieron en un molino (Hamilton Beach, model6.80350R) y se'tamizaron en malla # 40 (425 um).
Seguidamente, se llevo a cabo un desgrasado por el método de’Soxhlet utilizando como solvente
éter de petrdleo (para obtener la cocoa) de acuerdo con la NMX-F-615-NORMEX-2004 (Diario
Oficial de la Federacion [DOF], 2004) (Dominguez-Pérez et al., 2019).

Una vez terminado el proceso de fermentacion, se procedid al proceSo«de secado de todas las
muestras fermentadas de las cajas. El proceso de secado se llevo a cabo de manera artificial en un
horno en capa fina a 60°C (Felisa, FE-292ADU, Mexico). Durante el proceso de-secado se llevo
a cabo un muestreo de 20 g de muestras de manera intermitente a los 0, 30, 60, 90,420, 180, 240,
300, 360, 480, 600, 1200 y 1440 min, y se les realiz6 un secado total por el método dertiofilizacion
(Freezemobile virTis sentry 2.0 25ES, Estados Unidos). Posteriormente, se molieron en‘un molino
(Hamilton Beach, modelo 80350R) (para obtener el polvo de cacao) y se tamizaron en mala#40
(420 pum). para realizar la caracterizacion por Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de
Fourier (FT-IR).
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7.3 Determinacion de pH durante el proceso de fermentacion.

Se tomé-5 g de polvo de cacao molido durante el proceso de fermentacion en los tiempos de
muestreo (0-168 h del proceso de fermentacion), el cual fue disuelto en 50 mL con agua destilada
en ebullicion ‘y"se. agitd durante 15 min. Posteriormente, se midié a través del electrodo del
potenciometro (Hanma Instruments, P211, Rumania) mediante la técnica descrita por Senanayake
et al. (1997). Las ‘mediciones se expresaron directamente de la lectura del potenciémetro

previamente calibrado con las soluciones buffer de 4.0y 7.0.
7.4 Determinacion-de acidez total durante el proceso de fermentacion.

La acidez total se determind, desacuerdo con la metodologia descrita por Pontillon, (1998);
donde se tomaron 2.5 g de polvo de cacao y llevado a aforacion en 25 mL con agua destilada y se
agitaron durante una hora, en un agitadoer orbital (Thermo Scientific 2346, China). Seguidamente,
una titulacion potenciométrica fue llevada@acabo con NaOH al 0.1 N hasta alcanzar un valor de
pH de 8.3. Los resultados se expresaron enmi=*de hidroxido de sodio gastados para neutralizar la
acidez libre contenida en un gramo de/Cacao (ml-@ezNaOH 0.1 N/ g de cotileddn “0” mL de NaOH

0.1 N/ g de grano de cacao).

7.5 Determinacion del contenido fendlico total (TPC).en extracto acuoso e hidroetandlico

durante el proceso de fermentacion.

El contenido fendlico total fue determinado’de acuerd@ con el método realizado por Othman
et al. (2007) para extracto acuoso e hidroetanolico. Para la preparaeidn de los extractos, se tomaron
200 mg de cocoa, disolviéndose en 2 mL de agua destilada y una‘selt¢ion hidroetanolica (70:30)
respectivamente, agitdndose posteriormente en un agitador orbital (Therma scientific 2346, China)
durante 2 h a 200 rpm. Los extractos fueron llevados a 10,000 rpm durante”l5-min en una centrifuga
(HERMLE, Labor technik Gm bH, 2326 K, Alemania). Posteriormente, se tomaron 200 uL del
sobrenadante, el cual fue mezclado con 1.5 mL de Folin-Ciocalteu y cinco minutos después, se
adiciond 1.5 mL de NaHCOs3 a 0.55 M. Se mantuvo en oscuridad durante 90 min. Akfinalizar, la
absorbancia fue leida a 725 nm, en un espectrofotometro (Thermo Scientific, UV-Vis Genesys 10S,
China). Se prepar6 una curva de calibracion con acido gélico, a partir de una solucion(de trabajo
de 1 mg/mL, con concentraciones de 0, 0.04, 0.08, 0.12, 0.16 y 0.2 mg/mL. El contenido de‘fepeles
totales fue expresado como mg equivalentes a &cido galico/100 g de muesta liofilizada(mg
EAG/100 g de muesta liofilizada).
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7.6 Determinacion del contenido de flavonoides totales (TFC) en extractos acuosos durante

el proceso de fermentacion.

El contenido de flavonoides fue evaluado por el método utilizado por Zhishen et al. (1999) con
ligeras modificacienes. Los extractos fueron preparados a partir de 0.1 g de cocoa, y se extrajeron
con 10 mL de aguadesionizada a temperatura ambiente, durante 1 h en agitacion orbital (Thermo
scientific 2346, China) a.200 rpm. En un tubo conico de centrifuga, se tomo 0.20 mL del extracto
y se mezclo con 0.80 mL desagua desionizada y 0.15 mL de solucion de NaNO: al 5%. Despues
de 5 min, se adicioné 0.15‘mls de solucion de AICLs al 10 %. A los 6 min, 2.0 mL de NaOH al 4%
se adicion6 a la mezcla. Seguidamente, la solucion fue completada hasta 5 mL con agua
desionizada. La absorbancia detla_solucién final se ley6 a 410 nm, en un espectrofotometro
(Thermo Scientific, UV-Vis Genesys=10S, China). Se prepar6 una curva de calibracion con
quercetina, a partir de una solucion madre-de 100 pg/mL. Seguidamente, se tomo una alicuota de
(2, 4, 6, 8 y 10 mL), para aforar a 10'mL,, para la preparacion de las soluciones de trabajo
(concentraciones de 20 a 100 mg/mLrespectivamente), utilizadas para la realizacién de la curva.
El contenido de flavonoides de los extractos fue expresado como mg equivalentes a quercetina /100

g de muesta liofilizada (mg EQ/100 g de_muesta liafilizada).
7.7 Ensayo de actividad antioxidante por€l radical 1,1- difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH).

La capacidad de captacion de radicales libres de los#extractos se determind mediante la
metodologia propuesta por Shimada et al. (1992), la cual consiste.en emplear el radical 1,1- difenil-
2-picril-hidrazilo (DPPH). Se agregaron en tubos de ensayo, alicuotas de 150 pL de los extractos
evaluados y se adiciond 1,350 uL. de DPPH (0.1 mM en etanol). La.nezcla se agitd en un vortex
por 20 s y se mantuvieron en oscuridad durante 30 min a temperatura ambiente. Concluida la
reaccion, se determind la absorbancia en un espectrofotometro UV-Vis (Genesys 10 UV, Thermo
Electron Corporation, EUA) a una longitud de onda de 517 nm, siendo utilizada-agua desionizada
como control negativo en lugar de la muestra; y como blanco, etanol al 95%. Todos)los anélisis de
los extractos se realizaron por triplicado. La capacidad antioxidante fue expresada como
equivalente de Trolox/100 g de muestra liofilizada (mM ET/g de muesta liofilizada).
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78 Ensayo de la actividad antioxidante por el radical cation 2,2-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolin)-6-sulfénico (ABTYS).

El ensayo/ABTS Se determind de acuerdo con el método descrito por Pukalskas et al. (2002).
Una soluciéon madre de radical cation 2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonico (ABTS), fue
preparada disolviend6,54.8 mg de ABTS (2 mM) en 50 mL de buffer salino de fosfatos (PBS 0.01
M, pH 7.4). El radical cation ABTS-+ se origind mediante la reaccion de 10 mL de la solucion
stock de ABTS, con 40 1L de K2S40g a 70 mM (preparado previamente entre 16 -17 h antes de su

uso).

Para estudiar los compuestos antioxidantes, se diluyeron 7 mL del radical ABTS-+ en 52 mL
de buffer PBS hasta alcanzar una absorbancia de 0.8 + 0.030 medida a una longitud de onda de 734
nm. Fueron agregados en tubos de emsayo 10 uL de los extractos evaluados y 990 uL de radical
ABTS diluido, la mezcla se agité en unwortex por 20 s y mantuvieron en oscuridad durante 6 min

a temperatura ambiente.

Finalizada la reaccidn, se determino la absorbancia en un espectrofotdémetro UV-Vis (Genesys
10 UV, Thermo Electron Corporation; EUA) a unadongitud de onda de 734 nm, siendo utilizado
como blanco, PBS. Todos los analisis de-les extractos se llevaron a cabo por triplicado. . La
capacidad antioxidante fue expresada como~€apacidad antioxidante Equivalente de Trélox
(TEAC) (mM ET/100 g de muesta liofilizada).

7.9 Caracterizacion por Espectroscopia de Infrarrojo por<Transformada de Fourier (FT-
IR).

Los espectros se obtuvieron de la lectura de aproximadamente 1 g-de polvo de cacao seco
liofilizado, siguiendo la metodologia de Dominguez-Pérez et al. (2019), con-leves modificaciones.
En la caracterizacion por FT-IR se utilizd un espectrofotémetro (Perkin Elmer, Spectrum One,
Reino Unido), empleando un accesorio universal de Reflectancia Total Atenuada, (ATR por sus
siglas en ingles) de diamante (Perkin Elmer, L1050231, EUA) controlado por_software para
Windows®©. Se analizaron las muestras en la region de 4000 cm™2-400 cm™, con 32 scans por
espectro y resolucion de 8 cm™. Los datos de los espectros fueron exportados en formato ASCII y

se analizaron utilizando Originpro 8.0.
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7.10 Anélisis de datos y estadistico.

Para evaluar la cinética de las variables de respuesta: pH, acidez total, TPC, TFC y actividad
antioxidante por, DPPH y ABTS se utilizé estadistica descriptiva.

Los datos deA0s espectros obtenidos de las muestras de polvo de cacao seco liofilizado fueron
interpretados en ef"software Spectrum de espectrofotometro FT- IR Perkin-Elmer aplicando un
tratamiento de los datoss«€omo correccion de linea base, suavizacion y normalizacién. Estos datos
fueron exportados como-archivo .csv a Originpro 8.0 y se realizaron los graficos con la insercién
de los numeros de onda a las_sefiales representativas. Los datos de sefiales de espectroscopia de
infrarrojo por transformada de*Fourier permitieron establecer una matriz de datos m x n, formado
por los tiempos en las filas (m) ypor las sefiales en las columnas (n), a la cual se le aplico un
Analisis de Componentes PrincipalesACP) con desviaciones normalizadas de los datos utilizando

para ello Metaboanalyst 5.0.
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VIIl. RESULTADOS Yy DISCUSION

8.1 Determinacion pH y acidez durante el proceso de fermentacion.

La Figura 24, muestra el comportamiento del pH durante el proceso de fermentacion, que inicid
con un pH de 5@ aproximadamente y en las primeras 48 h de fermentacion mostraron poca
evidencia de cambi®s en el valor del pH. Entre el tiempo inicial y las 48 h corresponde a una fase
bioldgica no estricta de_anaerobiosis donde acttan las levaduras para formar alcoholes. Posterior a
las 48 h el pH fue disminuyendo con el tiempo de fermentacion a casusa de la etapa siguiente que
es la aerobia por accion prineipal de las bacterias acéticas cuyo principal metabolito formado es el
acido acético que provoca que€l cotiledon se acidifique; por lo cual, se alcanzaron valores de pH
de 4.6 aproximadamente a las 168.1. EI comportamiento de la disminucion de los valores de pH

entre las cajas de fermentacion del estudio fue similar, lo que indicé que el proceso fue homogéneo.
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Figura 24. Comportamiento del pH durante la fermentacion de cacao tipo criollo.

En la Figura 25, se observé que, al iniciar el proceso de fermentacion del cacao criollo, la
acidez comenzo con valores cercanos a 0.18 mL de NaOH/g, aumentando conforme transcurrio el
tiempo de fermentacion teniendo cambios significativos después de las 72 h de fermentacion; este
fendbmeno se debe a lo previamente comentado sobre la produccién de é&cido aceético

principalmente. La acidez total a las 72 h presentd la mayor diferencia entre los valores obtenidos
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de las cajas evaluadas; sin embargo a las 168 h se observa un descenso similar en los valores de
acidez total entre las tres cajas de fermentacion concluyendo con valores aproximados a 0.66 mL

de NaOH/gglo.gue nos indico que el proceso fue homogeéneo a nivel de la medicion de esta variable.
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Figura 25. Comportamiento de Ta-acidez durante la fermentacion de cacao tipo criollo.

Es importante mencionar que el comportamientoen el descenso del pH (Figura 24) es
inversamente proporcional al aumento de la aCidez total (Figura 25), estos cambios fisicoquimicos
desencadenan una serie de reacciones enzimaticas gue juegan un rol clave en la formacion de los
precursores de aroma. La caracteristica global de cacao fermentado es la acidificacion del cotiledon
como ha mencionado Senanayake et al. (1997) provocado por la disminucion del pH y aumento de
la acidez.

8.2 Evaluacion del contenido fendlico total (TPC) en extracto acuose€ hidroetandlico de

cocoa durante el proceso de fermentacion.

Uno de los aspectos actualmente mas estudiados es el comportamiento“de los compuestos
fenolicos y flavonoides totales debido a la funcién biologica que tienen como<compuestos
antioxidantes. Es por ello, que durante el presente estudio se evalué el TPC en medioyacuoso e
hidroetanolico por la solubilidad que presentan estos compuestos durante el proceso de
fermentacion (0, 48, 72, 96, 120, 144 y 168 h).

Los polifenoles son compuestos bioactivos con un gran potencial antioxidante,. se

encuentran en el grano de cacao crudo con una concentracion de 12 -18 %, aproximadamente
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(Mihai et al., 2022). De esa concentracion se pueden distinguir tres grupos polifendlicos
principales: catequinas, antocianinas y procianidinas, cuya caracteristica comin es una estructura
de tipo flavenoide. Estos flavonoides han mostrado funciones biologicas, incluyendo el aumento
de la sintesis de.oxido nitrico, la inhibicion de enzimas metabolicas y deteniendo la produccion de
citocinas proinflamatorias; asi como la disminucion del riesgo de enfermedades cronicas,

cardiovasculares y cancer (Carrillo et al., 2014; Delgado et al., 2018).

En la Figura 26, se observa el comportamiento en el contenido de los polifenoles totales en
la cocoa durante el procesa.de fermentacion. A la hora cero (sin fermentar), se obtuvieron valores
en promedio de las tres cajas cercanos a 60 mg EAG/100 g de muesta liofilizada, observandose un
decremento importante en la concentracion de las cajas a partir de las 72 h. Sin embargo, finalmente
se mantuvo el valor promedio aproximade de 20 mg EAG/100 g de muesta liofilizada en las 168 h
(finalizacion de la fermentacion). Los resultados mostrados, indicaron cambios importantes en s en

el contenido fendlico total en medio hidroetanglico durante el proceso de fermentacion.
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Figura 26. Contenido Fendlico Total en extractos hidroetandlicos de cocoa durante el praceso de
fermentacion.
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La evaluacion del TPC en extractos acuosos de las muestras de cocoa, durante el proceso

de fermentacion se puede observar en la Figura 27. Los valores iniciales (tiempo cero) fueron en

promedio de“las‘tres cajas aproximadamente de 7 mg EAG/100 g de muesta liofilizada, los cuales

se mantuvieron.durante todo el proceso de fermentacion hasta las 168 h.

Lo anteriorsndica que los compuestos fendlicos extraidos en el presente estudio son

solubles en medio acuoso,demostrandose su permanencia en concentracion desde el inicio al final

del proceso fermentativa, lo.gue indicaria que en el presente experimento la fermentacion no afecto

el contenido de compuestos’ fenolicos disponibles. A diferencia de la evaluacién en medio

hidroetanolico, que se observaun decremento en la disminucion conforme pasaron las horas de

fermentacion. Diversos estudios han.reportado que existe una disminucion en el contenido fendlico

en otras variedades durante el proceso.de-fermentacidn (Delgado et al., 2018; Goya et al., 2022).
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Figura 27. Contenido Fendlico Total en extractos acuosos de cocoa durante elproceso de

fermentacién.

En un estudio realizado en Colombia (Valle del Cauca y Cauca), por Delgado-Ospina‘et al.

(2020), los cuéles analizaron extractos de cocoa de la variedad criollo, utilizando una mezcla de

disolventes: acetona/agua/acido acético (70:29.5:0.5). Los granos de cacao fueron fermentados por
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96 y 144.h; y secados durante 5 y 3 dias, respectivamente; encontraron contenidos de fenoles totales
de 85.75"y,40.66 mg EAG/g de peso seco, de ambos procesos de fermentacion y secado
respectivamente: Como se puede observar las unidades utilizadas en el estudio previo son
diferentes, pordo.que solamente se puede inferir de forma cualitativa, por lo anterior; las diferencias
entre los contenidos reportados de fenoles en el presente estudio y el publicado por Delgado-Ospina
puede deberse a que mientras mas tiempo de fermentado lleve la semilla de cacao, puede perder

poco a poco el contenitdosde estos compuestos fenolicos evaluados (Goya et al., 2022).

En otro estudio tealizado en Nigeria por Ebuehi et al. (2019); sobre extractos
hidroalcohdlicos de cocoa de grano seco sin fermentar y molido, encontraron un contenido de 29.16
mg EAG/100 g de muestra secaflo.cual es similar a lo encontrado en el presente estudio en los
extractos hidroetanolicos al final de4a fermentacion. Sin embargo, es bien sabido que el contenido
de la composicion quimica de estos analites depende de los factores ambientales (temperatura, luz,
agua del suelo y salinidad), a diversas_eondiciones agronémicas, asi como el proceso de
fermentacion (Delgado et al., 2018; Mihai et al., 2022). Por otro lado, otro factor es el tipo de
técnica utilizada para hacer los extractos'y la forma de reportar las concentraciones, debido a que
cada autor presenta diferencias en la forma«de expresar-el contenido de fenoles totales, por ejemplo,
en la presente investigacion cada muestra de cada tiempo.se liofilizé cuidando los fendmenos de
oxidacion propios de un secado conveccional.! Delgade™ et al. (2018), evaluaron chocolates
adicionados con nibs fermentados y no fermentados de lag”variedades (cacao criollo comin y
blanco de piura) y encontraron que para los chocolates con nibs fermentados y no fermentados de
cacao criollo un contenido de fenoles totales de 2.151 y 2.654 g EAG/100 g de muestra seca,
respectivamente y para cacao blanco de piura un contenido de 2.208 y 2.738 g EAG/100 g de
muestra seca, respectivamente; en este Gltimo estudio consultado se observa de nueva cuenta que

el contenido de polifenoles es menor en los chocolates con nibs fermentados.

8.3 Evaluacion del contenido de flavonoides totales (TFC) en extractos acuosos de cocoa

durante el proceso de fermentacion.

Los flavonoides presentan alta actividad antioxidante, debido a la captura de lgs radicales
libres, la quelacion de iones metélicos, y la inhibicion de enzimas generadores de los radicales
superoxidos (Mihai et al., 2022). Estan presentes en los granos de cacao y se dividen en 4 grupos

principales: 1.- Isoflavonas, neoflavonoides y chalconas, 2.- flavonas, flavonoles (quercetina y'sus
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glucosides), flavanonas, 3.- flavanoles (catequinas y epicatequinas), 4.- proantocianidinas,
antocianinas (Delgado et al., 2018).

En laFigura 28, se evalud el comportamiento en el contenido de flavonoides totales de la
cocoa durante“el proceso de fermentacion. Se encontré que este proceso poscosecha no afecto el
contenido en concentracion de estos compuestos, observandose que al inicio de la fermentacion
presentd un contenido.de. favonoides totales de 15.6 mg EQ/100 g de muesta liofilizada; y a las 72
h, present6 un ligero aumento en la concentracion de estos compuestos en las muestras obtenidas
(24 mg EQ/100 g de muesta‘liofilizada) manteniéndose un contenido similar durante las horas
subsecuentes del proceso realizado. Una particularidad en el presente estudio fue la conservacion
de la muestra por liofilizacion{como se comentd previamente y que puede tener un rol de

importancia que no ha sido comentado en-las publicaciones analizadas.

Los resultados encontrados en elpresente trabajo son similares a lo reportado en un estudio
realizado en Nigeria por Ebuehi et al. (2019); los cuéles evaluaron el contenido de flavonoides
totales sobre extractos hidroalcohélicos de cocoa de grano no fermentado, seco y molido,

encontrando un contenido de 22.16 mgrEQ/100 g de masa seca.
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Figura 28. Contenido de Flavonoides Totales en extractos acuosos de cocoa durante el proceso
de fermentacion.
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Adicionalmente, Shodehinde et al. (2021); sometieron cacao tipo amelonado (forastero)
procedent€ de Nigeria a diferentes horas de fermentacion (24, 72 y 120 h); con lo cual, encontraron
que el cacaefermentado a las 24 h (73 mg EQ /100 g de muesta seca) presentd una mayor cantidad
de flavonoides’en-comparacion al no fermentado (46 mg EQ/100 g de muesta seca). Sin embargo,
no existid diferencias significativas (P<0.05) entre el fermentado durante 72 y 120 h (25 y 30 mg
EQ/100 g de muestayseca), respectivamente. Con lo que se revela que la fermentacion a las 24 h es

la responsable de provocar-un aumento del contenido de flavonoides en el cacao tipo amelonado.

Se ha encontrado qué_‘les flavonoides y flavanoles como el flavan-3-ols previenen las
enfermedades cardiovascularesydisminucion de la presion arterial, regulacion del azucar en la
sangre y la dependencia a la insalina, asi como la reduccién de los niveles de glucosa en sangre
(Mihai et al., 2022).

8.4 Determinacion de la capacidad antioxidante por medio de las técnicas DPPH y ABTS,

de extractos acuosos de cocoa durante el proceso de fermentacion.

La capacidad antioxidante se enCuéntra relacionada con el contenido de compuestos fendlicos,
los cuales actlan a traves del rompimientoyde la reaccion en cadena de los radicales libres, por la
donacion de un atomo de hidrogeno (Delgado et al.;,#2018). Sin embargo, durante las primeras
etapas de la fermentacién de cacao se liberan~ademas.péptidos bioactivos que pueden mostrar
también una gran capacidad antioxidante (Dominguez-Pérezet.al., 2024).

En la Figura 29, se puede observar la capacidad antioxidanteobtenida durante las 168 h del
proceso de fermentacion de cocoa de variedad cacao criollo. Durante el tiempo transcurrido del
presente estudio, incrementd la capacidad antioxidante promedio de’las tres cajas desde las cero
horas (446 mM/g muestra liofilizada), hasta las 168 h (465 mM/g muestraJiofilizada); aumentando

el proceso a esta actividad biologica.
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Figura 29. Actividad antioxidantezen extractos acuosos de cocoa durante el proceso de
fermentacion.
En un estudio realizado por Gliltekin-Ozgiivén et.al. (2015), por medio de la técnica de
DPPH sobre extractos hidroalcoh6licos de cocoaobtenida.de.semillas de cacao fermentado y seco
variedad forastero, reportaron una capacidad antioxidante ‘de”173 mM/g muestra seca para cacao

tostado y 298 mM/g muestra seca para cacao sin el proceso de tostado.

De igual Ramos-Escudero et al. (2021), realizaron evaluaciones de actividad antioxidante
sobre un extracto etandlico de cocoa (muestras comerciales de cacao, fermentado, seco y
desgrasado) por medio de la técnica DPPH. Ellos encontraron distintos resuttados que dependieron
de las variedades y los hibridos evaluados, reportando valores de capacidad antioxidante de 156.01
y 103.38 mM ET/g de muestra seca para variedad blanco y chuncho, respectivamente; y de 244.24
y 368.40 mM ET/g de muestra seca para los hibridos ( Hyl y Hy?2), respectivamentesPor otro lado,
en un estudio realizado sobre extractos hidroalcoholicos (acetona/agua/acido acético (70/29.5/0.5))
de cocoa (polvo de cacao desgrasado) de muestras comerciales de cacao, se reportaron capacidades
antioxidantes (DPPH) de 50, 80, 97, 52 y 60 mM ET/g de muestra seca, para las muestras
provenientes de Venezuela, Costa de Marfil, Pert, Repuablica Dominicana y Africa Occidental,

respectivamente (Razola-Dias et al., 2023).
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La capacidad antioxidante reportada en el presente estudio son mayores a lo publicado por
los autores mencionados en los parrafos anteriores. Esta variabilidad entre los estudios depende de
varios factoeres, como el tiempo de fermentado, secado y variedad y condiciones agronémicas

durante el crecimiento y cuidado de las plantaciones de cacao (Delgado-Ospina et al, 2020).

Con respecto‘a la capacidad antioxidante por medio de la técnica de ABTS, se observa en
la Figura 30, que durante el inicio de la fermentacion se obtuvo una Capacidad Antioxidante
Equivalente de Trolox (TEAC) del promedio de las tres cajas de 64 mM ET/g muestra liofilizada;
sin embargo, a partir de las.72'h se aprecia un aumento en la capacidad antioxidante de hasta en un

95 mM ET/g muestra liofilizada
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Figura 30. Capacidad Antioxidante Equivalente de Trélox (TEAC) enextractos acuosos de
cocoa durante el proceso de fermentacion.

En un estudio realizado por Onomo et al. (2015), en extracto acuoso de coeoa de distintos
hibridos de cacao fermentado utilizdndo la técnica del ABTS, reportaron®una, capacidad
antioxidante de 62, 60, 63.5, 46, 38,114 y 86 mM ET/g muestra seca, para los hibridos k40, F-12,
F-45, F-50, F-20, F-25 y F-79, respectivamente. Observandose que algunos hibridos ‘mostraron

valores similares a lo reportado en la Figura 30.
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Par otro lado, en un estudio realizado con el ensayo ABTS sobre extractos hidroalcohdlicos
(acetonafagua/acido acético (70/29.5/0.5)) de cocoa (polvo de cacao desgrasado) de muestras
comerciales“de, tacao, reportaron capacidades antioxidantes mayores: 180, 175, 267 130y 170
mM ET/g de muestra seca, para las muestras provenientes de Venezuela, Costa de Marfil, Perd,
Republica Dominicana y Africa Occidental, respectivamente (Razola-Dias et al., 2023). Se puede
observar que los resultados dependen del tipo y origen del material que se evalla; es por ello, que
algunos presentan mejor.eapacidad antioxidante que otros; de igual manera se exhibe una mayor

capacidad antioxidante en gacoa, que en polvo de cacao (Oboh et al., 2014).

Nara-Batista et al. (2016), analizaron la capacidad antioxidante utilizando la técnica de
ABTS, en diferentes extractos delcocoa de hibridos de cacao fermentado de manera espontanea en
cajas de madera por 168 h, tomando €omo muestra inicial granos a tiempo cero. Los valores
iniciales obtenidos fueron de 2.61, 1.98; 1.29 mM ET/g de muestra seca y al final de la
fermentacion se alcanzaron 3.73, 4.83, 2.54'mM ET/g de muestra seca. Los valores reportados por
Nara-Batista no concuerdan con losreportado en este trabajo; sin embargo, es similar el
comportamiento en el incremento de~1a“capacidad antioxidante con las horas de fermentacion,
atribuido a la reaccién de Maillard y ala‘captura de radicales libres por las sustancias bioactivas

presentes en el cacao.

8.5 Determinacion del espectro de infrarrojo.medio por transformada de Fourier (FT- IR)

de polvo de cacao durante el proceso de fermentacion.

El cacao es una muestra compleja y heterogénea constituida/a nivel proximal por grasa,
proteinas, carbohidratos, fibra, minerales y humedad, mientras que-anivel de perfil quimico hay
diferentes clases de compuestos, como &cidos, alcoholes, aldehidos, cetonasyésteres, acidos grasos
y pirazinas entre compuestos volatiles, mientras que para no volatiles/ podemos encontrar
alcaloides, aminodcidos, flavonoides, acidos fendlicos, azlcares (Afoakwa, et al42008; Hue et al.,
2016; Nienemak et al., 2006). Los espectros del polvo de cotiledon durante lafermentacion se
presentan las Figura 31 y 32, que cubren los intervalos 4000-2400 cm™ y 1800-400 cm™. En
general, en todo el espectro vibracional de infrarrojo se mostraron distintas sefiales relacionadas a
grupos hidroxilo —OH, compuestos fendlicos, alcoholes, entre otros; asignandose solo aquelas que
fueron de mediana a alta intensidad de frecuencia. Las sefiales de alta intensidad se utilizaron para

definir la matriz de datos a la que se le aplico el Analisis de Componentes Principales (ACP) y
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Anélisis#Discriminante por Minimos Cuadrados Parciales (PLSDA). La Tabla 2 muestra la
asignacion .y atribucién de las sefiales de forma general, destacando diferentes fuentes
bibliograficas donde reportan las sefiales que se encuentran en los espectros. La sefial tipo aleta que
se muestra a 3286-cm™* (Figura 31) fue asignada a—OH y esta asociada a los compuestos fendlicos,
alcoholes y amidas, para el caso particular del cacao en funcion de los antecedentes de
composicion. Esta sefial a través del tiempo de fermentacién mostré cambios y es atribuible a la
degradacion o formacion~de los compuestos de origen del cacao, por citar el hecho de la

disminucion de los compuestos fenolicos o la hidrdlisis de proteinas (Afoakwa et al., 2008).

Por otro lado, las sefiales’a 2954 cm™, 2915 cm™, 2849 cm™ se asigna a grupos -CHs y —
CH_ correlacionadas con la sefial 1732 cm™ de ésteres que en conjunto definen a cadena de lipidos
presente en el cacao (manteca de cacao)-y se muestra picos de alta intensidad bien definidos. La
sefial a 1176 cm™ también se encuentra-asociada a grasa y se ha confirmado que a 1732 cm™ y
1177 cm aparecen juntas definiendo la‘vpresencia del grupo funcional éster. Como puede
observarse estas sefiales comentadas no reportan cambios aparentes debido a que el contenido de
grasa se mantiene practicamente constante durante el tratamiento poscosecha, si bien se han
reportado cambios en 4cidos grasos (Alvarez-Villagomez et al., 2022) no se pueden determinar

bajo esta técnica.
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Figura 31. Espectros de FT-IR con ATR de polvo de cotileddn deshidratado por liofilizacion por
cada tiempo de fermentacion en la region 4000-2600 cm™.
En la region de huella dactilar (Figura 32) se observaron cambios a 1641 cm™, entre{1471

cm?ty 1385 cm™, y entre 1109 cm™ y 1018 cm™. Estas regiones involucran cambios en grupos
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asociados’a compuestos proteicos como las Amida I, grupos carboxilos libres y esterificados. La
sefial a*4641 cm™ corresponde a vibraciones de extension C=0 de grupos Amida I, ademas de
posiblementé de*cetonas y flavonoides. La sefial a 717 cm™ ha sido asociada a la sobreposicion de
vibraciones de/balanceo de grupos de —CH que indican una cadena lineal con cuatro o mas grupos
(Lozada-Garcia ‘etval., 2013). Las sefiales entre 1232 cm™ y 1162 cm fueron asignadas a
vibraciones de extension de C-O y flexion de grupos —CHz y de acuerdo con Guillén & Cabo,

(1999) estas frecuencias estan relacionadas con grupos acilo saturados.
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Figura 32. Espectros de FT-IR con ATR de polvo de cotiledén deshidratado por liofilizacién por
cada tiempo de fermentacion en la region 1800¢400 cm™.
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Tabla 2. Asignacion de modo vibracCienal y atribucion a la frecuencia, de acuerdo con distintos autores.

simétrico

ID (cm) Modo vibracional | Tipo de vibracion Atribucién principal Autor
o ] Vargas-Mufoz & Kurozawa,
3700-2800 Estiramiento Carbohidratos
2020
Estiramiento y Vargas-Mufioz & Kurozawa,
3413y 1400 _, Alcoholes y fenoles
flexion 2020
Estiramiento,
3360-3200 [P Castafieda-Pérez et al., 2013
simetrico
3384 Estiramiento Celulosa _
i i Bolio-Lopez et al., 2011
1 1631 —-OH Flexion Agua adsorbida
Polisacéridos (celulosa,
3327.7y 3320.9 Deformacion axial hemicelulosa y Hernandez-Vidal et al., 2018
lignina)
3300 Estiramiento Carbohidratos, acidos Macias-Rodriguez et al., 2004
erganicos
3143-3140 Tension PeCtinas Chasquibol-Silva et al., 2008
2945 Estiramiento Sanchez Aldana et al., 2015
2922 Extension, asimétrico
2852 Extension, simétrico Castorena-Garcia et al., 2011
2 1456 —CH2 Deformacion flexion
Estiramiento,
2900

Castafneda-Pérez et al., 2013
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Estiramiento

2700 o Lipidos Soler Barrera et al., 2013
asimétrico
2930 Tension Chasquibol-Silva et al., 2008
) . Vargas-Munoz & Kurozawa,
1417 Flexion Maltodextrina
2020
B Vargas-Mufoz & Kurozawa,
931y 857 Deformacion
2020
2957 Extension; asimétrico Lipidos
Extension; _
2873 o Lipidos
simétrico Castorena-Garcia et al., 2011
1416 Flexion; simétrico
1377 —CH3 Flexion;-simétrico
Estiramiento,
2900 o Castafieda-Pérez et al., 2013
simétrico
o Manrique-Cortés & Gutiérrez-
2882y 2829 Estiramiento de C-H Cafeina
Guzmén, 2018
1744 » . Castorena-Garcia et al., 2011
Extension Esteri _ ) .
Manrique-Cortes & Gutiérrez-
1755-1740 C=0 Ester alifaticos Guzman, 2018
o Peptinas (grupo
1750 Estiramiento Sanchez-Aldana et al., 2015

carboxilico esterificado)
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1731

1725

Cetona no conjugada,

hemicelulosa

Bolio-Lopez et al., 2011

1700

Estiramiento

Cetona alifatica

Vargas-Muiioz & Kurozawa,
2020

1690

Estiramiento,

simétrico

Dobles enlaces

Castaneda-Pérez et al., 2013

1655y 1537

Estiramiento

Soler-Barrera et al., 2013

1630 y 1750

Estiramiento

Compuestos proteicos
(Amida l)

Vargas-Mufioz & Kurozawa,
2020

Grupos carboxilos
libresy
esterificados

Chasquibol-Silva et al., 2008
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8.6 Andlisis de Componentes Principales (ACP) aplicado a los espectros de infrarrojo

durante el proceso de fermentacion.

En éLintervalo de 4000 a 400 cm™ se identificaron sefiales principales dentro de la region
X-H y la regi6n..de huella dactilar. Un analisis de segunda derivada filtré los picos mas
sobresalientes y se utilizaron para realizar el ACP y PLSDA. El primer componente principal (PC1)
describio un 64.6%"de la+varianza total explicada, mientras que el segundo componente (PC2)
describid un 24.3% (Figura 33) a partir del ACP. Las Figuras 34 y 35 muestran el ACP y el PLSDA
respectivamente. El grafica_de puntaje mostrd una discriminacion entre los tiempos iniciales (T1y
T2) con respecto a los otros tiempos. Los principales cambios en nimero de onda fueron a 1646-
1638 cm™, 1385-1250 cm™ y 2849,2915, 1732, 1471, 1175, 1176 y 717 cm™*. Esta metodologia ha
sido aplicada de forma similar para verificar autenticidad y calidad de aceites comerciales (Socaciu
et al., 2020).
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Figura 33. Varianza acumulada con respecto a los cinco primeros componentes a partir-del ACP.
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Las Figuras 34 y 35 mostraron agrupamientos de las sefiales de infrarrojo seleccionadas,
observandose marcadamente la separacion entre los tiempos de 24 y 48 h con respecto a los otros
tiempos durante‘el proceso de fermentacion. Lo anterior indica que existen cambios significativos
que no se pueden apreciar por las técnicas convencionales de analisis que se utilizaron en el
presente estudio,\pero el ACP mostré que la primera fase bioldgica tiene un papel fundamental en

los cambios a nivel de.composicion en el cacao.

La Figura 36 muestrasun mapa de calor en un intervalo de 28 sefiales de infarrojo que fueron
significativas a través del_tiempo de fermentacion y que muestran los principales cambios
asociados a los agrupamientos formados entre 48 h, 96 h y 120-168 h. El mapa de calor es una
correlacion entre las variables y las‘muestras que se grafican estableciendo correlaciones. Socaciu
et al. (2020) menciona que el mapa‘de-~calor evidencia las correlaciones positivas (rojo intenso)
entre las muestras (para nuestro caso los.tiempos) y los nimeros de onda especificos, mientras que
las relaciones negativas se muestran hacia'una tonalidad en azul. Por lo anterior, se puede establecer
sin lugar a dudas que durante la fermentacion\de cacao en cada tiempo evaluado existieron cambios
en las sefiales de los grupos vibracionales y con ello las concentraciones de los diferentes
compuestos donde estan involucrados lasvsefiales ‘de.estudio. Ademas, la mayoria de las sefiales
que se muestran en el mapa de calor estan asogiada a‘lasregion de huella dactilar (1800-400 cm™)
y solo dos sefiales (2915 y 2849 cm™) que han sido asignadas a estiramiento simétrico de -CHs y
—CH> respectivamente. Ademas, el cambio en“la intensidad de color confirma los resultados
presentados previamente como consecuencia de las etapas biolégicas en los primeros dos tiempos,
asi como la intensidad de cambios entre el tiempo inicial y final de_la fermentacién. EI mapa de
agrupamiento de calor permite confirmar los resultados del ACP y PLSDA.
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8.7 Determinacion del espectro de infrarrojo medio por transformada de Fourier (FT-IR)
de polvo de cacao durante el proceso de secado.

Las'muestras derivadas del proceso de fermentacion se secaron en capa fina durante 1440
minutos y se realizd un submuestreo que se llevd a liofilizacion y se realizé la caracterizacion por
espectroscopia de"infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR). Las Figuras 37 y 38 muestran el
comportamiento por'efecto del secado. En la region de estudio X-H se observo que la sefial a 3288
cm* se modificé a través deltiempo, lo que indico que el grupo —OH se ve afectado por el secado,
mientras que las sefiales grupe —CHz y —CH> no present6é cambios aparentes. La sefial -OH estaria
asociada al cambio de los compuestos fenolicos principalmente e involucraria una disminucion en
la sefial de absorbancia por el proceso de secado en la concentracién de los compuestos que

contengan a este grupo funcional (Alean.et al., 2016; Castafieda-Pérez et al., 2013).

. Las sefiales asociadas al contenido de lipidos o grasa del cacao aparentemente no se
observd cambios (2915, 2849, 1732 y 1175 cml).

Absorbancia normalizada
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4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 24Q0
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Figura 37. Espectro de FT-IR con ATR de polvo de cotiledén secado por conveccién forzada a
60°C por cada tiempo en la region 4000-2600 cm™.

La Figura 38 muestra los cambios en la region de huella dactilar, presentandose cambios

mas intensos con respecto a la fermentacion (Figura 32).
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La variacion fue observada en cuatro regiones espectrales en el intervalo de 1650-1623 cm”
! 1471-1385 cm™, 1109-1058 cm™* lo que permite clasificar cuatro regiones (incluyendo la sefial a

3288 cm™)(Figura 37), donde se presentan por efecto del secado.
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Figura 38. Espectros de FT-IR con ATR\de polva'de cotileddn secado por conveccion forzada a
60°C por cada tiempo.en la regiéh 1800-400 cm™™.

8.8 Andlisis de componentes principales aplicado a los eSpeetros de infrarrojo a los tiempos

de secado.

El andlisis de componentes principales mostro el primer €omponente (PC1) describid el
94.4 % de la varianza total, mientras que el segundo componente (PC2) el 3.3 % (Figura 39). Los
principales cambios asociados durante el tiempo de secado fueron agrupados.entre 0 y 120 min., y
entre 180 y 1440 min en la cinética de secado, por lo que la separacién esta en funcion de sefiales
que se mantienen, aparecen o desaparecen. El resultado del ACP sugiere la presencia de nuevos
componentes o transformacion de los existentes. Cabe mencionar que en el presenté estudio de
ACP no se analizaron las principales sefiales en funcion de la intensidad o area bajo-laycurva, lo

cual aportaria nueva evidencia y que representa una continuacion el estudio presente.
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Figura 39. Gréfico de puntaje del ACP aplicado a matriz de datos de FT-IR durante el secado de
cacao por.conveceign forzada a 60°C.

La Figura 40 muestra el mapa de calor para 50 sefiales de infrarrojo durante los diferentes
tiempos de secado, mostrando evidencia de la variacionenfla intensidad en los primeros tiempos
de muestreo (0-120 h), para posteriormente disminudir gradualmente (color rojo intenso indica alta
correlaciones, mientras que azul indica baja correlaciones). L0s cambios durante la cinética de

secado en cuanto a las sefiales esta correlacionado con el ACP aportando una vision mas detallada.
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IX. L EONCLUSIONES

Los compuestos fendlicos y flavonoides totales se ven afectados por el proceso de fermentacion,
sin embarg0, da actividad antioxidante se mantiene a las condiciones evaluadas en el presente

estudio.

La espectroscopia“de_infrarrojo por transformada de Fourier aplicada durante los tiempos de
fermentacion y secado_permitieron establecer cambios en el grupo funcional —OH atribuidos a
compuestos fendlicos, mastrando a través del analisis de componentes principales la influencia de

estos procesos.

X. RECOMENDACIONES

El estudio forma parte de un proyecto de investigacion y los andlisis requieren un nivel de
interpretacion y correlacion estadisticagserrecomienda para la continuacion del presente estudio
involucrar metodologias estadisticas que permitan conocer la relacién entre el contenido fenélico
por tiempo de fermentado y secado-@lel grano de cacao tipo criollo. La quimiometria es una
herramienta poderosa que puede combinar matrices'complejas y generar modelos predictivos, y los

resultados presentados pueden ser utilizados)para tal fin.
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O ANEXO

Figura 41. Quebrado de maz . Figura 42. Cacao en cajas de fermentacion.
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Figura 43. Toma de muestra del inicio de la

fermentacion.
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Figura 45. Titulacion en
fresco.

Figura 46. Muestras de medicion de acidez.

Figura 47. Desgrasado de cacao fresco
liofilizado, por método Soxhlet.

Figura 49. Muestras de la medicion de Figura 50. Muestras de la medici
fenoles. flavonoides. O
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Abreviaturas
ABTS: Radical catién 2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico
ACP: Analisis de Componentes Principales
ATR: Reflectanc¢ia/Total Atenuada
DPPH: Radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo
FRAP: Poder Antioxidante/Reductor del Hierro.
FT IR: Espectroscopia de Infrarrojo medio por Transformada de Fourier
ICCO: International Cocoa Organization
PC1: Primer componente principal
PC2: Segundo componente
PLSDA: Analisis Discriminante por Minimes-Cuadrados Parciales
SIAP: Servicio de Informacion Agroalimentaria y, Pesquera SIAP
TAC: Capacidad antioxidante total
TFC: Contenido de Flavonoides Totales
TNFa: Factor de Necrosis Tumoral alfa
TPC: Contenido Fendlico Total
ET: Equivalente de Trolox
EQ: Equivalente de Quercetina
EAG: Equivalente de Acido Galico
DOF: Diario Oficial de la Federacion
NAOH: Hidrdxido de Sodio

mM: Mili Molar
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Resumen | Un estddio particular sobre fermentacion tradicional y secado de cacao tipo

de latesis | criollo se'llev6 a cabo para caracterizar el comportamiento fisicoquimico (pH

y acidez total);_contenido fendlico y de flavonoides totales, asi como la
capacidad antioxidante por los ensayos DPPH y ABTS. El estudio presenta
énfasis en el andlisis, vibracional por espectroscopia de infrarrojo por
transformada de Fouriern(FT-IR) aplicado a polvos de cotiledon de cacao fino
de aroma. Los resultados mostrados sobre pH y acidez fueron inversamente
proporcional duranteda fermentacion con valores finales aproximados de 4.6 y
0.66 mL de NaOHIgwEl contenido fendlico total (TPC) encontrado en el
extracto acuoso se mantuvo con. valores promedios de 7 mg EAG/100 ¢
muestra liofilizada duranté todo el proeeso de fermentacién. Sin embargo, el
extracto hidroetandlico mostrdvalores de"TPC de 60 mg EAG/100 g muestra
liofilizada, durante el inicio de la fermentacion, observandose un decremento
a partir de las 48 h. El contenido de flavonoides-totales (TFC) mostraron un
incremento durante el proceso de fermentacion a‘partir de las 72 h con valores
en este punto 24 mg EQ/100 g de muesta liofilizada. & capacidad antioxidante
evaluada por DPPH mostr6 un ligero incremento durante la fermentacién con
valores de 465 mM ET/g de muestra liofilizada, de igual"manera el ensayo
ABTS presentd un aumento en la capacidad antioxidante a las-72 hy'exhibiendo
valores de 64 mM ET/g de muestra liofilizada. EI Analisis de*Componentes
Principales (ACP) aplicado a la matriz de datos de sefiales de vibracion del FT-
IR de fermentacion mostré que los dos componentes principales describen el
88.9% de la variancia total. Tres grupos fueron definidos que consideran las48

h, 72 h y 96-168 h por el ACP, mientras que el Analisis Discriminante por
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Minimos Cuadrados Parciales (PLSDA) mostré mejor discriminacion. El mapa
de calor y el andlisis de agrupamiento definieron los cambios y la formacion
de grupos. Los nimeros de onda que pueden explicar la agrupacién son 1646-
1638 cm-1, 1385-1250 cm-1, y 2849, 2915, 1732, 1471, 1175, 1176 y 717 cm-
1, Por otro lado, el ACP aplicado a la matriz de datos de sefiales de vibracién
por FT_IR del secado mostré cambios en sefiales en dos grupos a 3285 cm-1y
1800-400, cm-1 que confirman las variaciones asociadas a los compuestos

fenolices como punto de inflexion a los 300 min.

Palabras

claves

Cacao, Analisis de componentes principales, espectroscopia de infrarrojo por

transformada.de-Fourier, contenido fendlico, fermentacion, secado.
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