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RESUMEN

En el presente estudio se evalué el efecto de tres tiempos de fermentacion (3, 5y 6 dias) y tres tipos
de secado con aire caliente a 40 °C (circulacidn continua, flujo transversal a 1 m/s y flujo transversal
a 2 m/s) sobre el perfil de acidos organicos, compuestos volatiles y péptidos precursores de aromas
clave, de cinco subvariedades de cacao orgdnico cultivadas en Upala, Costa Rica. Tres de ellas son
originarias del territorio upalefio (Umm, Ucs, Uea), una trasladada desde Talamanca (TU) y una
corresponde a una mezcla de clones de alta productividad (CL). La fermentacién a nivel piloto se
realizé en cajones de madera con 25 kg de cacao en baba cada uno, en un equipo con condiciones
de temperatura (40 — 55 °C) y humedad relativa (80 - 85 %) controladas a lo largo del proceso.
Posteriormente se secaron hasta alcanzar una humedad de 7,0 - 7,5 %.

Los resultados obtenidos evidenciaron que los acidos citrico, succinico, lactico, tartarico, glucénico
y malico tienen diferencias significativas (p<0,05) entre subvariedades, y que la talamanquefia
producida en Upala tiene una mayor diversidad de acidos organicos. Con respecto al tiempo de
fermentacién, coincidiendo con las distintas etapas de la fermentacidn, se observaron diferencias
significativas en la concentracion (mg/100 g) de los &acidos citrico, lactico y acético del dia 3 con
respecto al dia 5 y 6; por otra parte, para un mismo dia de fermentacion, no existe diferencia
significativa en el contenido de acidos organicos de las muestras de los tres tipos de secador.

Se identificaron 96 compuestos volatiles diferentes, por medio de HS-SPME-GC-MS, siendo la
subvariedad upalefia Ucs la que tuvo mayor cantidad de compuestos previamente asociados con
aromas (n=37) y la subvariedad Uea la que tuvo menos (n=28). Los compuestos se clasificaron en
diez familias quimicas, la mayoria pertenecientes a alcoholes, acidos carboxilicos y ésteres. En todas
las muestras para los tres tiempos de fermentacion se identificaron compuestos asociados con notas
caracteristicas de chocolate, entre ellos la trimetil y la tetrametil pirazina. Se encontraron 31
compuestos que no muestran diferencia significativa (p>0,05) para la interaccidon entre la
subvariedad y el dia de fermentacion. Compuestos volatiles de las subvariedades fermentadas Ucs
y TU, producidas en la misma finca, se separaron del resto, y parecen no mostrar diferencia entre el
dia 5 y el dia 6 de fermentacién. Por otra parte, el tipo de secado no afecta significativamente el
perfil de compuestos volatiles.

La separacion electroforética por SDS-PAGE de los péptidos presentes mostrd que no hay diferencia
significativa en la cantidad de estos péptidos en funcion del tiempo de fermentacién ni del tipo de
secado. Con respecto a la subvariedad, la Unica que presenta una diferencia significativa es la
subvariedad upalefia Umm, que tiene péptidos de mayor peso molecular.

El analisis multifactorial confirmé que las subvariedades se agrupan en funcidon del dia de
fermentacién, a la vez, evidencio relacién entre la cantidad de péptidos precursores de aromas, la
presencia de acidos orgdnicos, principalmente acido citrico, y los compuestos volatiles, con las
distintas fases de la fermentaciéon. Para una misma subvariedad y un mismo dia de fermentacion, el
tipo de secado no tuvo efecto en ninguna de las variables respuesta estudiadas; sin embargo, si se
identificaron diferencias entre el cacao del dia 3 y el cacao con 5y 6 dias de fermentacion.

Los resultados obtenidos aportan una base cientifica importante para continuar estudiando los
compuestos clave que definen el perfil aromatico del cacao upalefio, de manera que se pueda
establecer la viabilidad de disminuir los tiempos asociados a los procesos de fermentacién y secado
sin afectar las caracteristicas distintivas que le otorgan a este cacao la denominacion de fino y de
aroma.



ABSTRACT

In the present study, the effect of three fermentation times (3, 5, and 6 days) and three types of air
drying at 40 °C (continuous circulation, cross flow at 1 m/s, and cross flow at 2 m/s) on the profile
of organic acids, volatile compounds and key aroma precursor peptides of five organic cocoa
subvarieties grown in Upala, Costa Rica, was evaluated. Three of them are native to Upala
(upalefias: Umm, Ucs, Uea), one transferred from Talamanca (TU-talamanquefa), and one
corresponds to a mixture of high-productivity clones (CL). The fermentation process was carried out
with average batches of 25 kg cocoa pulp-beans in a wooden box, in equipment with controlled
temperature and relative humidity conditions similar to those of the producing area. They were
then dried in the three different dryers to a moisture content of 7,0-7,5%.

The results obtained showed that the concentration (mg/ 100 g) of citric, succinic, lactic, tartaric,
gluconic, and malic acids have significant differences (p < 0,05) concerning the subvariety and that
the talamanquena produced in Upala has a greater diversity of organic acids. For fermentation time,
coinciding with the different phases of fermentation, significant differences were observed in the
concentration of citric, lactic, and acetic acid on day 3 for days 5 and 6; on the other hand, for the
same fermentation day, there is no significant difference in the organic acid content of the samples
from the three types of dryers.

Ninety-six different volatile compounds were identified by HS-SPME-GC-MS; the upalefia subvariety
Ucs had the highest number of compounds previously associated with aromas (n=37) and the Uea
the lowest (n=28). The compounds were classified into 10 chemical families, most of them
belonging to alcohols, carboxylic acids, and esters. Compounds associated with characteristic
chocolate notes, were identified and were present in all samples for all three fermentation times,
including trimethyl and tetramethyl pyrazine that play a predominant role in the cocoa aroma.
Thirty-one compounds there is no significant difference (p > 0,05) for the interaction between
subvariety and fermentation day. Principal component analysis (PCA) evidenced that the fermented
cocoa subvarieties Ucs and TU, produced on the same farm for about 50 years, cluster separately
from the rest and appear to show no difference between days 5 and 6. As for the type of dryer, it
was found that it does not affect the profile of volatile compounds.

Electrophoretic separation by SDS-PAGE of the peptides showed that there is no significant
difference in the number of peptides present as a function of fermentation time or type of drying;
for the subvariety, the only one that presents a significant difference is the upalefio Umm, which
has peptides of higher molecular weight.

The multifactorial analysis confirmed that the subvarieties are grouped according to the day of
fermentation and, at the same time, showed a relationship between the amount of aroma precursor
peptides, the presence of organic acids, mainly citric acid, and volatile compounds, with the
different phases of fermentation. For the same subvariety and the same fermentation day, the type
of dryer did not affect the profile of organic acids, volatile compounds and key aroma precursor
peptides; however, differences were identified between partially fermented cocoa (day 3) and
fermented cocoa (days 5 and 6).

The results obtained provide an important scientific basis for further study on the aromatic profile
of Upala cocoa subvarieties to establish the feasibility of adjusting the parameters associated with
the fermentation and drying processes without harming the perception of the quality characteristics
associated with the denomination of fine-flavor cocoa.

X
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1. INTRODUCCION

El cacao (Theobroma cacao L.) que se produce en Costa Rica se ha reconocido en el mercado, desde
hace varios afios, por poseer caracteristicas de calidad Unicas y se ha catalogado como fino y de
aroma (Arvelo et al., 2017; CAOBISCO/ECA/FCC, 2015; Carmiol, 2017). Recientemente, en junio de
2023, el panel Ad hoc sobre cacao fino y de aroma de la Organizacion Internacional del Cacao (ICCO)
reconocié nuevamente al pais como productor y exportador de cacao 100 % fino y de aroma
(ED(MEM) 1206-ICCO 2023-Anexo A; El Pais.cr. 2023; Jiménez, 2023). No obstante, en la actualidad
existe poca informacidn cientifica que respalde dicho reconocimiento, y el cultivo y procesamiento

del fruto se encuentra poco desarrollado en el pais.

De acuerdo con datos de la Comision Interinstitucional de Cacao de Costa Rica (2018), entre un 98
% y un 100 % del cacao exportado desde el pais se considera fino y de aroma. Esto, a diferencia de
grandes paises productores de cacao como Costa de Marfil, cuyo fuerte es la producciéon de cacao

ordinario, conocido también como a granel, basico, ordinario o bulk.

El grano de cacao se conoce como un “commodity” o materia prima que representa la base de la
economia de millones de pequefios productores en el mundo. En este contexto, Africa es la principal
region productora, con mas del 75 % de la produccién global, encabezada por Costa de Marfil, con
una produccién estimada a febrero del 2023 de 2,1 millones de toneladas de cacao ordinario
(Promotora de Comercio Exterior de Costa Rica [PROCOMER], 2023), mientras que la participacion
del cacao fino y de aroma a nivel mundial es relativamente pequeiia, de alrededor de un 5 %

(PROCOMER, 2018).

La clasificacion de cacao fino y de aroma no viene dada solamente por su origen genético, sino por
una combinacién de criterios, algunos de los cuales pueden ser subjetivos y no establecen de
manera cientifica que el cacao en cuestidon tenga las caracteristicas de este tipo de producto (Rios,
2017). Entre los criterios utilizados para esta clasificacion estan las caracteristicas morfoldgicas y
guimicas de la planta, el sabor y olor de los granos, su grado de fermentacién, humedad y acidez,
caracteristicas fisicas, quimicas y sanitarias, asi como cualidades percibidas por los sentidos (Aguilar,

2016; Carmiol, 2017).



Se han realizado diversos estudios para evaluar las caracteristicas fisicoquimicas y los compuestos
precursores que dan al cacao fino y de aroma su cardcter distintivo, y se ha demostrado que, ademas
de los antecedentes genéticos, el desarrollo del sabor y aroma depende también de practicas

adecuadas de fermentacion y secado (CAOBISCO/ECA/FCC, 2015).

Las caracteristicas aromaticas del cacao se deben a la presencia de una compleja mezcla de
compuestos que se forman, en su mayoria, durante su procesamiento posterior a la cosecha. Las
sustancias responsables de los aromas provienen de compuestos volatiles que se detectan en los
receptores olfativos (Belitz et al., 2009), los cuales se generan a partir de sustancias precursoras que
provienen principalmente de los azlcares reductores, péptidos y acidos organicos que se generan o
transforman durante el procesamiento del cacao, y cuyo tipo y cantidad estd directamente

relacionado con el perfil aromatico final (Meneses, 2023).

Para contribuir a potenciar la competitividad del sector cacaotero en la regidén latinoamericana,
responsable del 80 % de la produccidn de cacao fino y de aroma a nivel mundial (Banco de Desarrollo
de América Latina y el Caribe, 2017b), nace en el afio 2016 la Iniciativa Latinoamericana del Cacao
(ILAC), de la cual Costa Rica forma parte. Esta iniciativa promueve que el cacao fino y de aroma sea
el mas selecto que ofrezcan los mercados internacionales y pretende convertirlo en un elemento
integrador y potenciador de oportunidades para mejorar las condiciones de vida de mas de tres
millones de personas involucradas en su cultivo. Considerando que una tonelada de cacao “bulk”
tiene un valor promedio proyectado para el tercer trimestre del 2023 de entre 2.933 - 3.460 USD
(ICCO, 2023), mientras que el cacao fino y de aroma nativo de América Latina puede oscilar entre
3.500 - 10.000 USD por tonelada (Banco de Desarrollo de América Latina, 2017a), una manera de
contribuir con esta iniciativa es poder identificar las caracteristicas quimicas que confieren al cacao

dicha denominacion.

Considerando que la produccidn de cacao fino y de aroma que se produce en Costa Rica presenta
un alto potencial para fomentar nuevamente su desarrollo, y que el 90 % de su produccion se
concentra en manos de pequefios productores en territorios rurales, en el afio 2019 se aprobd,
mediante acuerdo del Consejo Agropecuario Nacional N° 03-03-19, el Plan Nacional de Cacao, con
un horizonte a 10 afios. Este plan tiene la vision de incrementar la competitividad y sostenibilidad
de la cadena nacional de cacao atendiendo las tres principales regiones cacaoteras de Costa Rica:

Huetar Caribe, Huetar Norte y Brunca (Comision Interinstitucional de Cacao de Costa Rica, 2018), y



visualiza, dentro del eslabén de comercializacién, que el cacao costarricense y sus derivados
incrementen su participacidn en el mercado nacional e internacional bajo el reconocimiento de “100
% fino y de aroma”, y que se reconozca su valor diferenciado por origen y calidad. Por otro lado,
dentro del proceso de transformacidn, el plan ha definido como parte de sus acciones estratégicas,
el crear protocolos de fermentacién y secado basados en investigaciones formales, para el
aseguramiento de la calidad del cacao en su utilizacidon posterior (Comisidn Interinstitucional de

Cacao Costa Rica, 2018).

El mercado del cacao y del chocolate se diversifica cada vez mds en términos de calidades
diferenciadas vinculadas entre otras cosas con la sostenibilidad y sabores y aromas especiales, lo
que sin duda alguna puede permitir a los paises productores de cacao fino y de aroma buscar

mejores precios para sus cosechas (Arvelo et al., 2017).

El cacao que se cultiva en Costa Rica, especialmente en la zona de Upala (Regién Huetar Norte), esta
ubicado en la lista de los 50 mejores del mundo (Presidencia de la Republica, 2017); por esto, de la
mano con las iniciativas nacionales (Plan Nacional de Cacao) y regionales (ILAC), y, con el fin de
contribuir a la justa retribuciéon econémica de los productores upaleiios, es importante contar con
estudios cientificos que permitan establecer las caracteristicas aromaticas distintivas de
subvariedades de cacao sembrado ancestralmente en Upala, asi como su comportamiento durante
las etapas clave del proceso de transformacién posterior a la cosecha, como lo son la fermentacidn

y el secado.

Pese a que se han realizado diversas investigaciones para identificar los compuestos que otorgan al
cacao sus caracteristicas de fino y de aroma, no se cuenta con estudios de las subvariedades
upalefias, y, conociendo la complejidad que envuelve la formacién de las notas aromaticas del
cacao, se considera indispensable establecer el perfil de acidos organicos, compuestos volatiles y
péptidos precursores de aromas claves para definir su calidad final y poder valorizar adecuadamente

el cacao nacional.



2. MARCO TEORICO
2.1 Breve historia del cacao

El cacao (Theobroma cacao L), es el fruto del arbol conocido como cacaotero, que pertenece a la
familia Malvaceae. Se conocen de 20 a 22 especies del género Theobroma, las cuales se distinguen
por el tamafio de la planta, la forma de sus hojas, el tamano, forma y color del fruto y la semilla, y

las cualidades nutritivas del grano (Avendafio et al. 2011).

Aungue hay diversas teorias sobre el lugar exacto en donde se origind la primera planta, no cabe
duda de que es un cultivo autéctono del continente americano. Se ha documentado que su punto
de origen se encontraba en Mesoamérica (entre México, Guatemala y Honduras), desde alrededor
de 2000 afios antes de Cristo, sin embargo, estudios posteriores demuestran que por lo menos una
de sus variedades tiene su punto de origen en la Alta Amazonia (Colombia, Ecuador, Pera y Brasil) y
que esta ha sido utilizada en la regién por mas de 5000 afios (Arvelo et al., 2017; Enriquez, 1985;
Laviana, 2007). En Costa Rica se tienen registros de que su siembra y produccion se remonta a la
época colonial (Comisidn Interinstitucional de Cacao, 2018), y, segiin menciona Rojas (2017), fueron
los pueblos originarios Maleku, que dominaban las regiones de Upala, Guatuso y Los Chiles, ubicadas
en la zona norte del pais, quienes dominaban el cultivo del cacao, principalmente para consumo

propio y uso en ceremonias.

El cacao es uno de los alimentos mas significativos y simbdlicos, considerado por muchos como un
simbolo del mestizaje, pues refleja la historia del encuentro entre el Viejo y el Nuevo Mundo.
Theobroma es un vocablo griego que significa “alimento de los dioses” y la palabra cacao deriva del
maya cacau: cac que significa rojo y cau que significa fuerza y fuego. Los mayas ocupaban bosques
himedos al margen del imperio de los aztecas y fueron los verdaderos productores de cacao en el
tiempo de la conquista. Luego, el pueblo azteca adoptd y popularizd su cultivo, al punto de que el
cacao empez0 a utilizarse para intercambio (trueque) de bienes (Avendario et al., 2011, Enriquez,
1985). La palabra nahuatl cacahuat! pasé al espafiol como cacao y casi sin modificaciones del
espanol a los demds idiomas del mundo (Ramirez, 2013). En la zona norte de Costa Rica, los Maleku

lo conocen como caaju, fruto sagrado brindado por el dios Toku (Rojas, 2017).

Desde finales del siglo XVI hasta la actualidad, el cultivo y exportacion de cacao ha sido una

constante en la economia de varios paises latinoamericanos (Laviana, 2007). En Costa Rica, su



cultivo se desarrolld en la segunda mitad del siglo XVII (1660), en el Valle de Matina y una parte de
la produccién se enviaba a mercados como Portobelo (Panama) y Cartagena de Indias (Colombia)
(Picado et al., 2017). Ante la escasez de moneda metdlica, en 1709 se oficializé el uso del cacao
como moneda, introduciéndolo como medio de cambio, especialmente en el comercio de viveres

(Chacon, 2008).

2.2 Mercado del cacao

2.2.1 Situaciéon mundial y regional

A nivel mundial, los paises productores del continente africano (Costa de Marfil, Ghana, Nigeria y
Camerun) cubren cerca del 66 % de la oferta mundial, seguido de Asia (17,5 %) y América Latina (15

%) (Picado et al., 2017; Sanchez et al., 2019).

En las ultimas cinco décadas el cacao ordinario ha ocupado la mayoria de la actividad cacaotera
mundial, mientras que la participacién del cacao fino y de aroma es de alrededor de un 5 %, siendo
Ecuador y Trinidad y Tobago los principales productores (ICCO, 2021). Paises como Bolivia, Costa
Rica, México y Colombia son reconocidos por tener una participacién de variedades de cacao finoy
de aroma de entre 95 % - 100 % del total de sus exportaciones, mientras en paises como Peru,
Ecuador y Panama, el cacao fino y de aroma representa entre el 50 % y el 75 % del total exportado

(Arvelo et al., 2017; Carmiol, 2017).

El cultivo de cacao tiene gran importancia socioeconémica en América Latina y el Caribe ya que es
uno de los principales productos de exportacién, sea como materia prima o como productos
procesados. Es cultivado desde México hasta Brasil y cerca del 90% es producido por pequefios
agricultores en zonas rurales marginales, a baja escala, en parcelas o terrenos de menos de cinco
hectdreas, en lo que se conoce como agricultura familiar (Banco de Desarrollo de América Latina,

2017b; Sanchez et al., 2019).

2.2.2 Situacidn nacional

Alo largo de la historia del cacao en Costa Rica se han identificado tres momentos clave. El tercery
ultimo auge del cacao ocurrid entre las décadas de 1950 y 1960, teniéndose documentada la mayor
exportacion de la historia del pais en el afio 1962 (11 millones de kilogramos). Como mencionan

Picado et al. (2017), a partir de ese momento, las exportaciones empezaron a descender, con breves



momentos de recuperacion en los afios de 1969 y 1972, hasta que, en 1978, con la llegada de la
enfermedad de la monilia, producida por el hongo Moniliophthora roreri, se cerraria finalmente ese
ciclo de expansidn. Miembros de la Asociacién de Productores de Cacao Agroambientalista de
Guatuso (ASOPAC), cuentan que el impacto de la monilia fue muy grande y provocé un deterioro
econdmico en la zona, tanto en fincas pequefias como grandes. Sin embargo, comentan ademas
gue a partir del 2011 el cultivo ha empezado a desarrollarse nuevamente y que, en la actualidad, se
manejan plantaciones con arboles criollos, hibridos y mejorados o injertados (Rojas, 2017). En la

figura 1 se ilustra el comportamiento del cultivo de cacao en Costa Rica entre los afios 1957 - 2014.
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Figura 1. Produccién y exportacion de cacao en Costa Rica entre 1957 — 2014, en miles de kg.
Fuente: Adaptado de Porras y Picado (2017)

La calidad del cacao que se cultiva en Costa Rica es reconocida por la ICCO como 100 % fino y de
aroma, lo cual es un elemento diferenciador para acceder a los mercados internacionales. Este
mercado de cacaos especiales y diferenciados ha crecido en los ultimos afios, principalmente debido
a la produccidn de chocolates de alta calidad que requieren materia prima con origenes especificos

en sus formulaciones para conferir el aroma, sabor o color distintivo de sus productos (ICCO, 2021).

Segln PROCOMER, las exportaciones costarricenses de cacao alcanzaron 1,3 millones de délares en

el afio 2021, con un crecimiento anual promedio de 3 % en el periodo 2019-2021. Dentro de los



principales mercados destino se encontraron: Bélgica (33 %), Panama (25 %), Alemania (13 %) y

Suiza (11 %) (PROCOMER, 2022).

2.3 Aspectos generales de la planta de Theobroma cacao L.
2.3.1 Arbol de cacao

Theobroma cacao es un arbol o arbusto semicaducifolio de tamafio mediano, que puede alcanzar
alturas de 4 o 5 metros cuando se origina de una semilla; pero, si se ha originado de un injerto

crecera de forma lateral, no llegando nunca a alcanzar esas alturas (Echeverri, 2013).

2.3.2 Clasificacion

El fruto es una baya grande conocida como mazorca, la cual puede tener diferentes formas que
varian de esférica a ovalada, de color purpura, rojiza o amarilla en la madurez. Dentro de cada
mazorca por lo general se encuentran entre 20 - 50 semillas, adheridas a un eje embrionario central,
al que se le da el nombre de placenta o tripa. Internamente, las semillas son de color café-rojizo,
ovadas, ligeramente comprimidas, las cuales estan cubiertas por una baba o mucilago blanco, que
tiene un contenido de azlcares importante y que le da al cacao un sabor afrutado agradable (Dostert

et al., 2017; Echeverri, 2013).

Tradicionalmente se hace referencia a tres grupos genéticos o cultivares principales conocidos como
Criollo, Trinitario y Forastero (figura 2). Sin embargo, de acuerdo con Motamayor et al. (2008)

existen al menos 10 cultivares genéticamente identificados.

La variedad Forastero es originaria de la cuenca amazdnica y se caracteriza por tener frutos de color
verde-amarillo, generalmente ovalados, amelonados y cortos, de superficie lisa, con surcos poco
profundos (alrededor de 0,27 cm) y corteza gruesa, con granos pequefios, aplanados, de cotileddn

oscuro o purpura (Arvelo et al., 2017; Graziani de Farifias et al., 2002; July, 2017;).
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Figura 2. Cultivares de Theobroma cacao L. Fuente: Tomado de Arvelo et al. (2017).

La variedad Criollo (también conocida como nativa) fue domesticada por los pueblos precolombinos
de Mesoamérica (Arvelo, 2017). Es una variedad con una gran diversidad de compuestos
precursores de aromas y sabores, considerada de alta calidad, cuyo fruto se caracteriza por tener
surcos profundos y corteza delgada, granos ligeramente pigmentados que, dependiendo de la
subvariedad, requieren poca fermentacién; su sabor es suave, delicado, dulce y aromatico con notas

de caramelo, miel y avellana (Arvelo et al., 2016; CAOBISCO/ECA/FCC, 2015).

Por otra parte, el cacao de la variedad Trinitario se generé por procesos de hibridacién espontdnea
entre las variedades Criollo y Forastero. Debido a esto, es muy heterogénea genética y
morfolégicamente (Arvelo et al., 2018). Aunque se origind en Trinidad y Tobago, en la actualidad su
cultivo se ha extendido en varios paises de Africa, Asia y América y se emplea para describir varios
tipos hibridos conocidos en el sector por su sabor floral y afrutado (Arvelo et al., 2016;

CAOBISCO/ECA/FCC, 2015).

La clasificacion del cacao en Criollo y Forastero no tiene base genética; se han llevado a cabo
estudios de recoleccién de germoplasma, aunque gran parte de este no ha sido significativo en la
mejora genética del cacao, debido a la poca caracterizacion y al desconocimiento de las relaciones
entre diferentes especimenes (Arvelo et al., 2017; Durdn & Dubdn, 2016). La figura 3 muestra

algunos de los grupos genéticos identificados en América Latina.
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Figura 3. Grupos genéticos de cacao de América Latina. Fuente: Motomayor et al. (2008).

Desde el punto de vista comercial, el mercado mundial de cacao distingue dos categorias: el cacao
en grano “fino y de aroma”, asociado con sabores y aromas especificos y utilizado para la produccién
de chocolates diferenciados, y el cacao en grano basico, ordinario o bulk, utilizado en la fabricacién
de manteca de cacao y de productos comerciales de chocolateria (Arvelo et al., 2017). El cacao
ordinario proviene de la variedad Forastero, mientras que el cacao fino y de aroma proviene de las

variedades Criollo y Trinitario (Arvelo et al., 2017; Wattnem et al., 2022).

2.3.3 Condiciones para el cultivo

Los europeos vieron el cacao por primera vez en el afio 1502 y después de que fue aceptado en el
Viejo Continente como un alimento indispensable, se comenzaron a trasladar semillas desde su area
nativa hacia otros paises. Actualmente, el cacao se cultiva en regiones calidas y hUmedas en mas de
cincuenta paises ubicados en cuatro continentes (Africa, América, Asia y Oceania) (Enriquez, 1985;

Arvelo et al., 2017).

El crecimiento del arbol (brotacidn, floracidn y fructificacion) esta intimamente relacionado con el
lugar donde crece, los factores climaticos, el suelo y la genética (Echeverri, 2013). Para que el arbol

desarrolle su maximo potencial se debe sembrar en regiones con precipitacién promedio de 1150
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mm y temperaturas entre los 18 y 32 °C, con temporadas secas inferiores a 3 meses, en suelos
profundos, fértiles y bien drenados, ricos en materia organica, con altitudes por debajo de los 1300
msnm (Arvelo et al.,, 2017). En los primeros afos el cacao requiere de mayor cantidad de sombra
(60 %), pero, a medida que crece y comienza su produccién, la cantidad de sombra debe disminuirse

a aproximadamente un 30 % (Echeverri, 2013).

2.3.4 Mejoramiento genético

En términos generales, el mejoramiento genético busca aumentar la productividad de los arboles
de cacao (Phillips-Mora et al., 2012). En la mayoria de los paises se han realizado investigaciones
gue permiten seleccionar semillas de individuos con desempefio superior en cuanto a
productividad, calidad y resistencia a enfermedades. Esto se realiza mediante la produccién de
semillas o por medio de clones, que consiste en la obtencidn de arboles idénticos (genéticamente)

al padre original a partir del desarrollo de uno de sus tejidos (Arvelo et al., 2017).

Como describe la Oficina Nacional de Semillas de Costa Rica (s.f.), un clon, también conocido como
variedad clonal de cacao, es un conjunto de plantas genéticamente idénticas, reproducidas en forma
asexual por medio de injertos, acodos o enraizamiento a partir de estacas. La clonacion permite
estandarizar, preservar y reproducir las caracteristicas deseables de una planta en particular, pero,
pueden existir diferencias entre las plantas de un mismo clon debido a factores ambientales y de

manejo.

En Costa Rica, el Programa de Mejoramiento Genético de Cacao del Centro Agrondmico Tropical de
Investigacion y Ensefianza (CATIE), ha generado variedades mejoradas usando como base la amplia
diversidad genética contenida en su Coleccidn Internacional de Germoplasma. Los clones han
adquirido relevancia mundial por su aporte para combatir los efectos de la moniliasis (Phillips-Mora

et al., 2012).

2.3.5 Composicién del fruto

Las semillas de cacao estdn constituidas por una pulpa mucilaginosa que rodea los cotiledones. La
pulpa contiene entre 82- 87 % de agua, 10-15% de azlcares, 1-2% de pectina y otros polisacaridos

similares, 0,5-2 % de acido citrico y pequefias cantidades de proteinas, aminodacidos, minerales y
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vitaminas (Cocom, 2021; Rodriguez-Veldzquez et al., 2022). La composicién quimica promedio de

los cotiledones difiere de la composicidn de la pulpa, y se ilustra en el cuadro 1.

Cuadro 1. Composicidon porcentual promedio (g/100 g de cacao base seca) de los cotiledones de la
semilla de cacao. Elaboracién propia con base en Cocom (2021)

Componente Composicion (g/100 g
de cacao)

Agua 32-39

Grasa 30-32

Proteina 8-12

Carbohidratos 7-9

Polifenoles 4-6

Otros 3-4

En la composicidn del grano de cacao influyen factores como la variedad genética, el ambiente y las
técnicas de cultivo, asi como el proceso de fermentacidn con el que inicia la transformacion de la
semilla (Hernandez, 2018). De manera generalizada, se puede decir que el cacao es fuente

importante de proteina, carbohidratos y grasas (Perea et al., 2011).

La grasa es, después de la humedad, el principal componente de las semillas frescas de cacao. Esta
es rica en acido estearico, un acido graso neutro no aterogénico, y en acido linoleico, un acido graso
esencial; contiene ademas sustancias bioactivas, entre las que destacan polifenoles, principalmente
flavanoles monoméricos [(-)-epicatequinas, (-)-catequinas)] y los oligdmeros de procianidinas Estos
compuestos se encuentran en mayor proporcion en el cacao crudo y durante el procesamiento se
van transformando para reducir el sabor amargo y astringente, a la vez que contribuyen a la
formacién de precursores de aroma, asociados con notas a cacao, verdes y afrutadas (Alvarez et al.,

2022; Perea et al., 2011; Vazquez-Ovando et al., 2016).

Los granos de cacao contienen entre 8-12 % de proteinas (Cocom, 2021) y estan formadas por cuatro
tipos principales: albiuminas (solubles en agua), globulinas (solubles en sal), prolaminas (solubles en
alcohol) y gluteninas (solubles en acidos y bases diluidas) (Bertazzo, 2010). La mayor fraccién la
representan las albuminas y globulinas, ambas proteinas de reserva. La vicilina (globulina) estd
compuesta por dos subunidades de 47 y 31 kDa mas otros tres péptidos de alrededor de 15 kDa

(Rawel et al., 2019). Estas proteinas sufren transformaciones durante la fermentacion, secado y
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tostado de los granos de cacao, dando lugar a la formacién de precursores, como péptidos y
aminodcidos libres, que participaran posteriormente en la formacién de compuestos aromaticos

(Bertazzo, 2010; Voight et al., 2016)

En cuanto a carbohidratos, se ha reportado un total de 12 - 18 % en la semilla fresca, de los cuales
la sacarosa puede llegar a representar de un 2 a 3 %, y el almidén alrededor del 4 al 6 % (Cocom,
2020). La participacién de los azucares en reacciones de Maillard durante el tostado contribuye a la

formacién de compuestos aromaticos (Kongor et al., 2016).

2.4 Procesamiento del cacao

La naturaleza del fruto de cacao no permite su comercializacion directa a gran escala,
principalmente debido a la presencia de compuestos que provocan sabores amargos y astringentes
y a su rdpida descomposicion (De Vuyst & Weckx, 2016). Por lo tanto, para poder ser comercializado
se somete a procesos post-cosecha que dan lugar a la transformacién de dichos compuestos. Estos
tratamientos son cruciales para la calidad de los productos terminados elaborados a partir del cacao,

tales como licor de cacao, manteca de cacao, cacao en polvo y chocolates (Ackah & Dompey, 2021).

La figura 4 ilustra de manera general las etapas del procesamiento del cacao hasta convertirse en
los productos finales que llegan a las personas consumidoras. A las primeras etapas de la cadena de

transformacion se le conoce como post cosecha, beneficio o procesamiento primario.
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Figura 4. Etapas de la cadena de valor del cacao, desde su cultivo hasta su consumo. Fuente:
Tomado de Cocom (2021).

A continuacidn, se presenta el detalle de estas etapas, las cuales son consideradas las mas
influyentes en la obtencidon de los compuestos precursores de aromas y sabor, asi como otras
caracteristicas de calidad del cacao (Ackah y Dompey, 2021; Arvelo et al., 2017; Castro-Alayo et al.,
2019; Marseglia et al., 2014).

2.4.1 Procesamiento primario
2.4.1.1 Cosecha

La cosecha inicia cuando la mazorca esta madura, lo que ocurre en un periodo de 5 a 6 meses de
edad desde la floracién. Se recomienda cosechar solamente frutos en su estado de madurez éptima
y separar las mazorcas sanas de las que se encuentren enfermas. Generalmente se presentan dos
periodos de cosecha al aiio, los cuales corresponden, en Costa Rica, a los meses de julio a febrero,

para la cosecha menor, y los meses de marzo a junio para la cosecha mayor (Arvelo et al., 2017).
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2.4.1.2 Obtencion del cacao en baba

Se debe primero proceder a quebrar o abrir la mazorca para poder extraer el cacao en baba, que
corresponde a las semillas individuales de cacao, cubiertas por el mucilago. En esta etapa se separan
las semillas de la placenta (Arvelo et al., 2017). El quebrado suele realizarse con un mazo, dando un
golpe fuerte a la cdscara, aunque también se puede realizar con un cuchillo o machete invertido

(Angel, 2018).

Es importante, durante la obtencidn del cacao en baba, procurar que se retenga la mayor cantidad
del mucilago y sus lixiviados, ya que estos contienen sustratos necesarios para la fermentacion
(Cocom, 2021; Voight & Lieberei, 2014). Se deben separar, ademas, granos cortados o vacios

(semilla sin cotileddn) (Arvelo et al., 2017).

2.4.1.3 Fermentacion

La fermentacion es una etapa critica en el proceso del cacao, ya que define la formacién de
compuestos precursores de aromas clave. Esta etapa se lleva a cabo mediante fermentacién nativa
o espontanea, es decir, con la participacién de la microbiota que se encuentra naturalmente en el
cacao y su entorno. La fermentacion ocurre en dos etapas, una primera fase anaerobia seguida de
una fermentacién aerobia, y, es uno de los procesos mas importantes del procesamiento, ya que
tiene por objetivo inducir transformaciones bioquimicas en el cotiledén que inciden en la calidad
final del grano (Apriyanto, 2016; Calvo et al., 2021; De Vuyst & Weckx, 2016; Garcia et al., 2018;
Herrera-Rocha, 2021).

El pH inicial, los cambios en el contenido de azucar y las condiciones anaerdbicas favorecen la
actividad de las levaduras (Arvelo et al., 2017). Mediante secuenciamiento de ADN y espectrometria
de masas de tiempo de vuelo de desorcidn/ionizacidn laser asistida por matriz iones (Matrix-
Assisted Laser Desorption/lonization- Time-Of-Fligh - MALDI-TOF, por sus siglas en inglés), Machuca-
Guevara et al. (2018) identificaron 4 cepas de levaduras en cacao fermentado, entre ellas Pichia
kudriavzevii. Otros autores han reportado distintas especies de Saccharomyces entre ellas S.
cerivisiae y S. ludwigii, ademads de Hanseniaspora opuntiae, Kazachstania humilis y varias especies
de Candida (Cocom, 2021; Fernandez-Nifio et al., 2021). Esta primera fase anaerobia, que tarda
entre 48 y 72 horas, es esencial para la degradacién del mucilago y permitir que se difundan y

desarrollen en su interior compuestos precursores de aroma, tales como azlcares reductores,
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péptidos y aminodcidos libres, que dan lugar, durante el tostado, a compuestos volatiles como las
pirazinas, cetonas, alcoholes, ésteres, y otros, los cuales definen la calidad del cacao fino y de aroma
(Arvelo et al., 2017; Delgado-Ospina et al., 2020; Deus et al., 2021; Marseglia et al., 2014; Mori-
Mestanza et al., 2021). Desde el inicio se encuentran presentes también bacterias acido lacticas, las
cuales pasan a ser preponderantes transcurridas aproximadamente las primeras 48 horas (Cocom,
2021). Algunas de las especies identificadas en cacaos fermentados son Lactobacillus plantarum, L.
brevis, L. fermentum, Leuconostoc pseudomesenteorides y Pediococcus acidilactici (Cocom, 2021;
Machuca-Guevara et al., 2019;). Estas realizan principalmente tres actividades: 1) fermentan la
glucosa y fructosa de la pulpa, produciendo 4cido lactico y cantidades menores de etanol y acido
acético; 2) utilizan acido citrico, y, 3) algunas especies pueden reducir la fructosa de la pulpa a

manitol (Rodriguez-Velazquez et al., 2022).

La fase aerobia inicia a partir del tercer dia, cuando se permite, por medio de volteo de los granos,
el ingreso de aire a la masa fermentativa. En este punto, las bacterias 4cido acéticas son
responsables de la oxidacion de etanol a acido acético y la posterior oxidacién de este ultimo a
didxido de carbono y agua. A partir del tercer dia, el pH del mucilago aumenta por dos razones: la
degradacion del acido citrico (Apriyanto, 2016, Rodriguez-Veldzquez et al., 2022), y la
transformacidn de los azucares en etanol y dcidos orgdnicos, como el acético, los cuales difunden
hacia el interior de los cotiledones, razén por la cual, al mismo tiempo, el pH interno de los granos
desciende desde 6,5 hasta aproximadamente 4,5 en las primeras 24 - 48 horas desde el inicio de la
fermentacidon (Apriyanto, 2016). En forma paralela, la temperatura de la masa fermentativa

aumenta a valores de 45 - 55 °C (Belitz et al., 2009; Rodriguez-Velazquez et al., 2022).

En la figura 5 se muestra la interaccidon que ocurre en el proceso de fermentacién del cacao entre
las distintas comunidades microbianas, su relacién con los compuestos precursores formados vy el
comportamiento del pH del mucilago (pulpa). El control de pH es importante porque influye en la
actividad enzimatica que contribuye a la formacidn de los péptidos precursores de aroma obtenidos
a partir de la proteina globular vicilina a pH cercano a 5 (Calvo et al., 2021). Como se observa, el
desarrollo de los compuestos aromaticos del cacao es muy complejo e implica la accidn de varios
microorganismos en la pulpa y cotiledones, ademas de la accidon enzimatica sobre los carbohidratos,

proteinas y polifenoles (Rodriguez-Velazquez et al., 2022).
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de dos tipos de cacao durante la fermentacion. Fuente: Tomado de De Vuyst y Weck (2016) y
Rojas-Rojas et al. (2020).

La figura 6 ilustra las transformaciones que ocurren durante la fermentacién, tanto en el mucilago
como en los cotiledones. El aumento de la temperatura generado por la conversidon exotérmica
anaerdbica de azucares en etanol y didxido de carbono y posteriormente a acido acético por
bacterias acido acéticas, junto con la liberacion de alcohol y acidos organicos, provoca la muerte del

embrién, convirtiendo la semilla en grano; a su vez, se liberan enzimas y sustratos que permiten

continuar con el desarrollo de precursores aromaticos (Calvo et al. 2021).
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Figura 6. Eventos bioquimicos que ocurren en la semilla durante el proceso de fermentacidn.
Fuente: Tomado de Cocom (2021)
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En forma paralela, durante este proceso fermentativo, una parte de los polifenoles es eliminada

directamente o degradada mediante procesos oxidativos (Calvo et al., 2021; Cocom, 2021).

Por otra parte, las proteinas y aminoacidos juegan también un rol importante en la formacién de
precursores de sustancias aromaticas y los péptidos formados a partir de las proteinas; por ejemplo,
la presencia de fracciones de vicilina (21 kDa) se puede proponer como un indicador del adecuado

grado de fermentacidn para procesos que involucran a las mismas variedades (Caligiari et al., 2016).

El procedimiento de fermentacién varia de acuerdo con la regién, inclusive con el pais. En Costa
Rica, la forma mds usual de fermentar el cacao es utilizando cajones de madera, los cuales pueden
albergar entre 350 - 750 kg de cacao en baba. Estos cajones estan expuestos a temperatura
ambiente y durante los primeros 3 dias los granos de cacao se mantienen sin movimiento,
ocasionalmente tapados con hojas de banano. Al dejarlos estaticos, se garantizan las condiciones
anaerobias para la accidn de las levaduras. A partir del tercer dia, la masa fermentativa se empieza
a remover o voltear para permitir el ingreso de aire y propiciar la accidn de las bacterias acido
acéticas. Este volteo permite, ademas, uniformar la temperatura de la masa fermentativa y liberar

el CO; que se ha ido formando (Teneda, 2016).

El avance de la fermentacidn se controla monitoreando el comportamiento de la temperatura y el
pH, asi como realizando una prueba de corte para ver la transformacion fisica de los cotiledones
durante la fermentacion. La prueba de corte consiste en partir, mediante un corte longitudinal, un
numero determinado de granos, de manera que se pueda observar la maxima superficie del interior
del cotileddn abierto. En el grano fermentado, el corte se puede realizar con un cuchillo bien afilado
0 navaja con mango; en el grano seco el corte también se puede realizar con una guillotina comercial

fabricada para cortar 50 granos a la vez.

La prueba de corte al grano en las distintas etapas de la fermentacion es particularmente importante
a nivel de la finca productora, ya que el grado de fermentacion es indicativo de la calidad del lote.
Posteriormente, se debe realizar la prueba de corte a los granos fermentados y secos. Para esto, se
deben cortar 300 granos por tonelada y posteriormente clasificar y contar los granos observados a
plenaluz del dia o con una ldmpara con luz equivalente. A mayor porcentaje de granos fermentados
y, menor porcentaje de granos violetas, pizarrosos y/o sobre-fermentados, el sabor y aroma del

cacao seran de mayor calidad (menos acido, menos astringente y amargo o libre de sabor
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indeseable) (Aguilar et al., 2016). En el cuadro 2 se muestra la clasificacion que se hace al cacao

fermentado y seco segln la apariencia de los granos cortados. Terminada la fermentacién, los

granos deben estar hinchados y la cascara con una coloracién mas oscura (Arvelo et al., 2017)

Cuadro 2. Clasificacion y caracteristicas de granos fermentados y secos mediante observacion de

los cotiledones tras la prueba de corte. Fuente: Adaptado de Aguilar (2016)

Clasificacién

Caracteristicas

Bien fermentado

Coloracién marrén o marrén oscuro.
Apariencia hinchada, no compacto.
Estrias profundas, grietas o cavidades.
Testa o cascarilla suelta.

Fermentacion parcial

Coloracién marrén violeta

No fermentado

Totalmente violeta.
No hinchados, compactos.
Ausencia de aroma.

Coloracién marrén oscuro.

Sobrefermentado .
Defecto serio.
Moho visible a simple vista (diversos

Mohoso P (
colores).
Ningun efecto de fermentacion.
Color pizarra (gris).

Pizarroso P ) (g ) .
Compacto, sin agrietamiento.
Defecto serio.

2.4.1.4 Secado

Al finalizar la fermentacion, los granos de cacao, que tienen una humedad de entre 55 - 60 %, pasan

a la operacién de secado, la cual detiene la actividad fermentativa y permite que continde el

desarrollo del aroma a partir de los precursores. Ademas, se completan los cambios bioquimicos

que suceden a la fermentacién, reduciéndose la acidez y la humedad hasta valores dptimos de 7,0
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- 7,5 %, y se obtiene el caracteristico sabor y aroma a chocolate (Arvelo et al., 2017; Castro-Alayo

et al., 2019).

Desde el punto de vista de estabilidad e inocuidad, la reduccién del contenido de humedad controla
el riesgo de alteracidon de los granos por microorganismos como mohos y bacterias indeseables

durante el almacenamiento previo al procesamiento secundario (Cocom, 2021).

El proceso de secado inicia las reacciones de oxidacidn de los polifenoles, catalizadas por la enzima
polifenol oxidasa, dando lugar a la reduccién de la astringencia, a la formacién de nuevos
compuestos precursores de aromas y sabor, y a la pérdida de algunos compuestos, como el acido
acético, a la vez que induce a la formacién del color café caracteristico del cacao, mediante la
formacién de compuestos de Amadori, precursores necesarios para las reacciones de Maillard que

se llevan a cabo en una etapa posterior (D’Souza et al., 2018; Kongor et al., 2016).

El secado debe hacerse de forma homogénea, lenta y gradual para no interrumpir la hidrdlisis
enzimatica, ni provocar endurecimiento de la cascarilla, lo cual impediria la salida o difusiéon de

acidos volatiles, dando como resultado cacaos acidos (Parra, 2014).

El cacao se ha secado ancestralmente de manera natural, por exposicién al sol, dando resultados
satisfactorios en términos de calidad aromatica, sin embargo, este método tiene algunas
desventajas, tales como el tiempo requerido, la falta de estandarizacién y la dependencia de

factores climaticos (Cocom, 2021).

Por esta razéon se han realizado estudios para evaluar alternativas tecnolégicas al secado solar,
usualmente utilizando temperaturas que van de 40 - 60 °C, sin embargo, hay estudios que han
reportado buenos resultados con temperaturas mas altas (Rodriguez-Campos et al., 2012). Por
ejemplo, se han utilizado secadores rotatorios (Naranjo-Vargas et al.,, 2021), secadores
estacionarios, generalmente de lefia o gas, con bandejas perforadas y flujo forzado de aire al ingreso
del secador (Parra, 2014), secado de una capa fina de granos de cacao tanto de forma natural como
por medio de aire forzado (Hii et al., 2008a), y, mas recientemente, secado convectivo estacionario
y transitorio, con aire caliente a 60 °C, los cuales, segun Chica (2022), influyen positivamente no solo
en la disminucién del tiempo de secado, sino en la retenciéon de compuestos fendlicos, la capacidad
antioxidante potencial, el contenido de azlcares y metilxantinas, y la disminucién de los acidos

organicos.
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Si bien se han analizado distintos modelos y se ha demostrado que la cinética de secado permite
reducir la humedad a valores entre 6 - 8 %, no se ha documentado suficientemente su impacto en

la calidad aromatica final de los granos de cacao.
2.4.2 Proceso secundario

Luego del secado, ultima etapa del beneficio o proceso primario, el cacao estd listo para ser
almacenado y distribuido como materia prima para la industria de transformacién en productos de

chocolateria.

2.4.2.1 Tostado

La primera operacién de transformacién es el tostado o torrefaccién, proceso que, ademas de
facilitar la remocién de la cascarilla de los granos, permite que en las semillas fermentadas y secas
se formen productos de las reacciones de Maillard y Strecker, donde participan aminoacidos libres,
péptidos y azlcares reductores, las cuales son cruciales para el desarrollo de la calidad sensorial de
los granos de cacao y sus productos asociados. Ademds, permite seguir reduciendo las
concentraciones de los acidos volatiles (Vazquez-Ovando et al., 2016, Zapata et al., 2015); que se
reduzca el contenido de compuestos indeseables y, que muchos de los precursores formados en las
etapas previas de fermentacidon y secado se transformen en distintos compuestos aromaticos
(Barisic et al., 2019; Frauendorfer & Schieberle, 2008). Se considera que esta etapa es fundamental
para la liberacion de la mayoria de los compuestos volatiles asociados con el perfil de aroma del
cacao (Meneses et al., 2023), ya que la degradacion de aminoacidos especificos por medio de

Strecker, produce aldehidos con aromas Unicos (Vazquez-Ovando, 2016).

Durante el tostado, los granos secos se someten a temperaturas de entre 110 - 140 °C, por tiempos
que suelen ir de los 20 a los 50 minutos, segun la variedad y el origen del cacao. Con respecto al
tiempo, se ha demostrado que tiempos de tostado cortos (15 minutos) no son suficientes para la

formacidn efectiva de estos compuestos, aun a temperaturas elevadas (130°C) (Vega et al., 2016).

Los compuestos mas importantes formados durante el tostado del cacao son las alquilpirazinas. Esta
operacion permite, ademas, que los granos adquieran finalmente el color caracteristico del
chocolate. Al respecto, Oracz y Nebesny (2018) reportaron que a temperaturas de tostado de entre
135y 150 °C. las reacciones de Maillard producen melanoidinas, compuestos de alto peso molecular

gue son responsables del color café, asi como de la textura tipica de los granos.
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2.4.2.2 Otras operaciones del proceso de transformacion del cacao en productos de chocolateria

Después del tostado se llevan a cabo distintas operaciones, seguin el producto final que se desee
obtener. Como se mostrd en la figura 4, estas pueden ser molienda y prensado, las cuales generan

materias primas para diferentes productos finales.

2.5 Compuestos relacionados con el aroma

El aroma es una percepcién sensorial que se detecta con los sentidos del olfato y el gusto
simultdneamente, mediante lo que se conoce como percepcidon retronasal (Januszewska, 2018).
Desde el punto de vista quimico, el aroma esta constituido por compuestos organicos que poseen
bajos pesos moleculares (< 300 Da) y altas presiones de vapor, lo que facilita su liberacién de la

matriz en la que se encuentran (Mufoz, 2014).

El aroma y sabor estan entre los atributos de calidad mas importantes de los alimentos,
directamente ligados a la percepcién y aceptacion de estos por parte de las personas consumidoras.
La concentracidon minima de un compuesto aromatico que puede provocar una impresidn de olor
especifica se conoce como umbral de olor (Hartmann, 2015), y permite capturar esa primera
impresidn que hace atractivos los alimentos. Estos atributos son el resultado de un amplio grupo de

compuestos organicos con diferentes funcionalidades, polaridades y reactividades (Pino, 2017).

Los perfiles aromaticos de los granos de cacao estdn ligados a diferentes compuestos que se forman
durante las etapas de fermentacidn, secado y tostado a partir de sustancias presentes en el grano o
generadas por el procesamiento, llamadas precursoras. Cuanto mayor sea el numero de dichos
compuestos precursores, mas complejo sera el aroma general de una subvariedad especifica
(Meneses, 2023). Algunas de las principales sustancias precursoras de aromas del cacao son los
azucares reductores, los péptidos, aminoacidos libres y los acidos organicos (Mori-Mestanza et al.,

2021; Rottiers et al., 2019).

2.5.1 Compuestos volatiles

Dentro de los grupos de compuestos que dan aroma a los alimentos, los compuestos volatiles son
los mas importantes. Ademas de su bajo peso molecular y alta presién de vapor, otras caracteristicas
de este tipo de compuestos son su gran heterogeneidad en cuanto a estructura quimica (ésteres,

aldehidos, cetonas, lactonas, terpenos, dcidos, compuestos azufrados), su volatilidad y polaridad, y,
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el amplio rango de concentraciones en las que aparecen en los alimentos (Mufioz, 2014). Estas
sustancias, junto con los compuestos que provocan los sabores, permiten despertar diversas
sensaciones al consumir alimentos a pesar de estar presentes en cantidades muy pequenas

(alrededor de 10-15 mg/kg) (Belitz et al., 2009).

Se han identificado mas de 600 compuestos volatiles en el cacao, sin embargo, no todos son
importantes para su perfil aromatico (Kongor et al., 2016). Por ejemplo, Meneses et al. (2023),
mencionan que en cacao de variedades Criollo y Trinitario de México se han identificado 46 - 47
compuestos relacionados con el aroma; también que en cacao de Ecuador se han encontrado 69
compuestos relacionados. Se ha concluido a partir de diversos estudios que el tiempo de
fermentaciény el tipo de secado influye de manera positiva en el desarrollo de aquellos compuestos
volatiles que son favorables para la calidad de un cacao fino y de aroma (Portillo et al., 2009; Xiao
et al., 2017), y que la cantidad y tipo de compuestos volatiles se considera un indicador de la calidad

del cacao (Kongor et al., 2016).

La mayoria de los compuestos volatiles relacionados con el aroma son ésteres, seguidos de acidos,
alcoholes, aldehidos y cetonas, ademds de pirazinas, aminas, pirroles, furanos y otros
(Fraundendorfer & Schieberle, 2008; Meneses et al., 2023). En el cuadro 3 se muestran algunos

compuestos volatiles identificados por distintos autores en muestras de cacao fermentado y seco.

Cuadro 3. Compuestos volatiles identificados en diferentes muestras de cacao.

Compuesto Referencias Compuesto Referencias
Alcoholes Aldehidos
3-metil-1-butanol [4], [9], [5] 5-metil-2-fenil-2- hexenal [8]
2-furanmetanol [8] Bencenoacetaldehido [7], [10]
2,3-butanodiol [8], [2] Furfural [1]. [5]
Etanol [12], [2] Nonanal [10]
Acidos carboxilicos Cetonas
Acido 3-butanoico [5] 2,3-butanediona [11], [12]
Acido acético [5], [8] Trans-isomentona [8]
Acido 2-metilbutanoico [2] 2-heptanona [6], [5], [12]
Acido L-lactico [6] Cafeina [5]
Esteres Pirazinas
Acetato de 3-metil-1-butanol  [5], [2] 2,5-dimetilpirazina [1], [8], [10]
Acetato de 2-pentanol [6] 3-etil-2,5- dimetil-pirazina [8]
Acetato de etilo [9], [5], [8] Tetrametilpirazina [8]
Caprilato de etilo [8] Trimetilpirazina [8], [2]

Notas: (*) [1] Cocom (2021), [2] Deusher et al. (2020), [4] Frauendorfer y Schieberle (2008), [5] Januszewska (2018), [6]
Kadow et al. (2013), [7] Mori-Mestanza et al. (2021), [8] Otero et al. (2022), [9] Rodriguez-Campos et al. (2012), [10] Suzuki
et al. (2019), [11] Hartmann (2015), [12] Rottiers et al. (2019).
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2.5.2 Acidos organicos

La fraccion no volatil del sabor de los granos fermentados y secos esta formada por compuestos
fendlicos, metilxantinas y acidos orgdnicos como malico, lactico, succinico y citrico (Chica, 2022; Lin
et al., 2022). Entre los acidos orgdnicos se incluye, ademas, el acido acético, el cual es volatil y esta

relacionado con caracteristicas aromaticas especificas.

La composicidn de los acidos orgdanicos tiene un impacto en la calidad del grano. Como se menciond
anteriormente, el 4cido citrico disminuye en las primeras 24 - 48 horas de fermentacidn, por otra
parte, las bacterias acido lacticas actian sobre los demas acidos equilibrando ligeramente el pH de
la pulpa, adema3s, los procesos metabdlicos de las bacterias acido acéticas, provocan la generacién
de 4cido acético permitiendo que se lleve a cabo la actividad proteolitica que contribuye a la muerte
del embridén y a la formacion de precursores de aroma y sabor (Barisic et al., 2019; Viesser et al.,

2020).

Los acidos organicos responsables del sabor dcido en el cacao se eliminan en su mayoria durante las
etapas de secado y tostado. Respecto a esto ultimo, se ha documentado que el intenso sabor agrio
causado por acidez excesiva debido a la presencia de acidos orgdnicos en los granos secos es dificil

de eliminar aun en etapas posteriores al secado (Hii et al., 2008b).

2.5.3 Péptidos

Las proteinas presentes en la semilla del cacao sufren transformaciones durante la fermentacion,
debido a las reacciones enzimaticas que provocan su hidrélisis y la consiguiente obtencidon de
fracciones menores (péptidos) y aminoacidos libres, ambos reconocidos precursores de aroma y
sabor (Kumari et al. 2016). Los péptidos pueden aportar un amplio dmbito de sabores, tales como

dulces, amargos y umami (Fu et al., 2019; Temussi, 2011);

En la formacidn de aromas clave participan también aminodcidos libres y péptidos hidrofébicos, los
cuales reaccionan con compuestos q-dicarbonilicos, como la 2,3-butanodiona, y, mediante la
degradacion de Strecker, generan, cuando se someten a altas temperaturas, como en el tostado,
pirazinas, compuestos volatiles asociados con aromas clave en cacao (Gallardo, 2008; Granvogl et

al., 2012; Rodriguez-Campos et al., 2012; Toker et al., 2020).
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Cuando metabolitos formados en la fermentacién, tales como etanol, acido lactico y acido acético,
difunden hacia el interior del grano, la accién de enzimas proteoliticas facilita la degradacién de las
proteinas mas abundantes, las cuales son albumina vy vicilina (D’Souza et al., 2018). Estudios
realizados demuestran que los péptidos derivados de la protedlisis de la proteina trimérica vicilina
(conocida como 7S), son precursores esenciales de compuestos volatiles especificos que
proporcionan notas aromaticas de nuez, tostado y chocolate, y, que su formacién depende del pH,

ya que se generan a pH entre 4,4 - 5,2 (Kratzer et al., 2009; Voigt et al., 2018).

Desde finales del siglo XX, autores como Mohr et al. y Ziegleder y Biehl (citados en Voigt & Lieberei,
2014) mencionaban que el tipico sabor a cacao se obtenia por la formacién de fracciones peptidicas
en cacao fermentado y tostado en presencia de aminoacidos libres, azlcares reductores y otros

compuestos precursores formados durante la fermentacion.

A medida que avanza la fermentacidn, los péptidos se van transformando hacia fracciones mas
pequefias, lo cual se evidencia por el cambio en los perfiles de abundancia de diferentes fracciones

proteicas (Buyukpamukcu, 2001).

Se han aislado e identificado alrededor de 40 péptidos de diferentes muestras de cacao bien
fermentado (Marseglia et al., 2014); ademas, se han caracterizado algunos péptidos individuales
relacionados con notas aromaticas especificas de algunas subvariedades mediante hidrolisis acida

inducida y posterior identificacion por MALDI-TOF (Voigth et al., 2016).

2.6 Métodos de analisis
2.6.1 Compuestos volatiles

2.6.1.1 Cromatografia de gases

La cromatografia de gases (Gas Chromatography, GC por sus siglas en inglés) permite la separacion
de mezclas complejas de sustancias que cumplan los siguientes requisitos: alta termoestabilidad,
volatilidad mediana o alta y peso molecular no superior a 400-450 kDa (Stashenko & Martinez,

2010).

La elucidn se produce por el flujo controlado de una fase mévil de gas inerte y los compuestos se
separan con base en el tiempo que necesita cada componente para aparecer al final de una columna

empacada (fase estacionaria) que puede ser un sélido o un liquido que recubre un sélido. A
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diferencia de otros tipos de cromatografia, en la GC la fase mévil no interacciona con las moléculas

del analito (Zumbado, 2021).

La separacién de los compuestos volatiles presentes en la muestra se basa en la diferente
interaccion de estos con la fase mévil y estacionaria, la cual puede ser de dos tipos: adsorcidon
(cromatografia gas-sélido) o particién (cromatografia gas-liquido) (Corzo, 2019). Para compuestos
volatiles, la GC mas utilizada es la de adsorcion (Zumbado, 2021). En esta, la muestra es introducida
en un puerto de inyeccidn, desde el cual sera volatilizada y luego eluida por el gas inerte a través de
la fase estacionaria. Dependiendo de su volatilidad y polaridad, los compuestos seran retenidos
durante tiempos diferentes en el interior de la columna. A la salida, se cuenta con un detector que

permite realizar la identificacidn o cuantificacién de los distintos compuestos (Corzo, 2019).

Una de las técnicas mas utilizadas para la extraccién de la muestra en el analisis de compuestos
volatiles de alimentos es la microextraccion en fase sdlida (Solid Phase Micro Extraction, SPME, por
sus siglas en inglés), que fue desarrollada para cromatografia de gases (GC) en 1990; tiene entre sus
ventajas que se emplea muy poca cantidad de muestra y no se utilizan disolventes. Aqui la fase
estacionaria esta contenida en un finisimo capilar similar a una jeringa (de diametro interno en el
orden de los micrometros) que contiene una fibra que permite separar los compuestos volatiles
contenidos en la muestra molida finamente y que son directamente extraidos y concentrados en el
recubrimiento de la fibra para su posterior desorcion térmica e inyeccion en el cromatdgrafo
(Nielsen 2010; Zumbado, 2021). En el caso de analitos volatiles en muestras liquidas y sdlidas, la
extraccién se puede realizar tanto por espacio de cabeza (Head Space — HS por sus siglas en inglés)
como por inmersion directa (Salamero, 2017). En la figura 7 se muestra de manera esquematica los

pasos para realizar la cromatografia gaseosa por HS-SPME.
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Extraccion para HS-SPME Desorcion térmica en el CG
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(1) Se atraviesa el septum con la aguja de SPME.

(2) Se despliega la fibra y se expone a la muestra (4) La fibra del SPME se introduce en el puerto de
{15 °C/60 min). inyeccion del GC (splitless, 200 °C/ 5 min).

(3) Seretrae lafibra

Figura 7. Esquema de inyeccién de muestra por HS-SPME-GC. Fuente: adaptado de Rios (2017)

Al ser SPME una técnica de equilibrio, la calidad de la separacién dependerd, en gran medida, de la
composicion de la muestra y del control cuidadoso de todos los parametros, siendo uno de estos el

tipo de fibra utilizada y el control de su vida util (Nielsen, 2010).

2.6.1.2 Espectrometria de masas

La espectrometria de masas (Mass Spectrometry — MS, por sus siglas en inglés) es una técnica
analitica que permite determinar, de forma cualitativa y cuantitativa, la masa molecular de una

muestra, en relaciéon con su masa (m) y carga (z) (Ruiz, 2020).

Todo espectrémetro de masas esta constituido por tres elementos o partes esenciales: la fuente de
ionizacion, el analizador de masas y el detector. Inicialmente la muestra es volatilizada mediante
aplicacion de calor en una cdmara de alto vacio y luego es bombardeada con electrones para cargar
las moléculas mediante la pérdida de un electrén, fragmentandose y dando como resultado iones
con diferente carga y masa. Posteriormente estos pasan por un acelerador de iones y entran a un
campo magnético que determina su trayectoria; los iones con carga son desviados y separados en
funcién de su relacién masa/carga (m/z) mediante la aplicacion de campos eléctricos o magnéticos.
Los haces de iones de igual relacion masa/carga (m/z) impactan en el detector, el cual determina su
intensidad. Los iones mas pequefios llegaran mas rapido al detector que enviara una seial eléctrica
gue es convertida en un grafico (cromatograma), permitiendo asi analizar el compuesto mediante

los patrones de fragmentaciéon y sus relaciones m/z apropiadas, detectado la presencia,
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cuantificacidn y estructura quimica del analito (Ruiz, 2020; Zumbado, 2021). En la figura 8 se

muestra el esquema de un espectrometro de masas.

Fuente de ionizacion externa

- lones con diferente
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e
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™

Figura 8. Esquema conceptual de un espectrometro de masas. Fuente: Tomado de Zumbado
(2021).

2.6.1.3 Cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS)

La espectrometria de masas (MS) se ha convertido en un método rutinario en muchos laboratorios
analiticos y probablemente su aplicacion mds comun sea la interfaz o acoplamiento con la
cromatografia de gases (GC) la cual permite la identificacion y cuantificacion de moléculas organicas
volatiles (Nielsen, 2010). En este caso, los espectros de los compuestos se recolectan a medida que
salen de la columna cromatografica y se almacenan en una computadora para el siguiente proceso

(Skoog et al., 2008).

El equipo de GC-MS puede proporcionar informacidn de cientos de espectros en un corto tiempo,
cada uno de ellos formado por decenas o cientos de picos, los cuales pueden ser visualizados en
tiempo real. La identificacidon de un compuesto a partir de su espectro de masa requiere buscar en
bases de datos (o librerias) de espectros de los compuestos puros hasta que el analito de interés,
en este caso los distintos compuestos volatiles, coincida con alguno de los picos (Skoog et al., 2008).
Algunas de las librerias mas utilizadas son Apps Lab Library de Thermo Scientific (la que se utilizara
en este estudio, instalada en el Centro de Investigaciones en Productos Naturales (CIPRONA), NIST
Chemistry WebBook y SDBS Spectral Data Base System for Organic Compounds (Universidad de

Sevilla, sf).
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La figura 9 muestra un ejemplo de cromatograma de compuestos volatiles en cacao y el espectro de

masas respectivo para el pico (compuesto) con un tiempo de retencion (TR) de 16,13 minutos,

obtenido por GC-MS y busqueda en la base de datos Apps Library.
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Figura 9. (a) Cromatograma de compuestos volatiles presentes en granos de cacao tostado y (b) el
espectro de masas correspondiente a un tiempo de retencién de 16,13 minutos. Fuente:

2.6.2 Acidos

organicos

Elaboracién propia

Para el andlisis de acidos organicos se emplean distintos métodos cromatograficos, entre ellos

cromatografia liquida de alta resolucidn (High Performance Liquid Chromatography —HPLC, por sus

siglas en inglés), acoplada a distintos sistemas de deteccion.

2.6.2.1 Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

En cuanto a la HPLC, esta utiliza una pequefia cantidad de muestra (del orden de los pL), la cual es

eluida por la fase mévil a través de pequenas columnas, rellenas con materiales especialmente

preparados, por el efecto de altas presiones (Corzo, 2019). Por lo general, este tipo de cromatografia
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se utiliza para separar mezclas complejas de sustancias de procedencia diversa, compuestos con
presion de vapor baja o alto peso molecular, que no pueden separar por GC (Zumbado, 2021). En el
caso de acidos organicos, la columna que se utiliza es de intercambio i6nico (Centro Nacional de

Ciencia y Tecnologia de Alimentos [CITA], 2019).

Uno de los sistemas de deteccién mas utilizados en el detector de diodo Array (DAD por sus siglas
en inglés), conocido también como detector de arreglo de diodos, cuyo sistema electrénico permite
de forma continua y simultanea captar varios espectros de absorcion en la regién UV-Vis en una

fraccion de segundo (Zumbado, 2021).

En la figura 10 se muestra un esquema general del funcionamiento de un cromatégrafo de HPLC.

DETECTOR

Figura 10. Esquema general basico de un equipo para HPLC. Fuente: Tomado de Corzo (2019).

2.6.3 Péptidos

El andlisis de péptidos y proteinas se puede realizar utilizando varias técnicas, dependiendo de los

objetivos del estudio y su alcance (cualitativo, cuantitativo).

2.6.3.1 Electroforesis

La electroforesis es una técnica que permite separar biomoléculas (generalmente acidos nucleicos
o proteinas) segin su movilidad relativa en un campo eléctrico sobre una matriz porosa, cuya
composicion depende de la molécula a analizar (Montalbo & Lugo, 2019). La separacién
electroforética de proteinas se hace empleando un gel de poliacrilamida (polyacrylamide gel
electrophoresis — PAGE por sus siglas en inglés), ya sea en dos dimensiones (2D-PAGE) o en presencia

de dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE). Ambas técnicas permiten determinar de manera



30

aproximada la cantidad de proteina presente, o bien, conocer sus pesos moleculares, teniendo sin
embargo la limitacién de que no revela la identidad de las proteinas o péptidos separados (Cid,

2016; Lomonte, 2020).

Cuando el interés es conocer la transformacidn que sufren las proteinas durante la fermentacién
para dar lugar a la formacidn de péptidos precursores de aroma, las técnicas de PAGE resultan
convenientes, ya que permiten determinar el peso molecular de las fracciones proteicas presentes
en las distintas etapas del proceso de una manera rdpida y efectiva. Segin menciona Lomonte
(2020), la mas utilizada es la SDS-PAGE, ya sea para analizar mezclas de proteinas o para ser

combinada con técnicas de inmunoelectrotransferencia.

Diversos autores han utilizado esta técnica para estudiar preliminarmente la evolucion de las
proteinas del cacao durante el proceso primario; por ejemplo, Voigt et al. (2018) la utilizaron para
estudiar la proteina globular vicilina (7S) purificada y parcialmente purificada por enzimas que
participan en la fermentacién del cacao, y Kumari et al. (2016) la aplicaron para visualizar los
péptidos precursores de aroma formados a lo largo de 6 dias de fermentacién de una variedad

especifica de cacao.

En la técnica de SDS-PAGE, las proteinas extraidas de la muestra se mezclan con el detergente SDS,
que desnaturaliza estructuras secundarias y terciarias, formando complejos desnaturalizados con
carga negativa, los cuales se separan de acuerdo con su peso molecular: a mayor tamafio, menor
movilidad de la proteina y viceversa. De manera simultdnea, se corre un patrén marcador con
proteinas de peso molecular conocido, lo cual permite posteriormente interpolar para obtener el

peso de las bandas incégnitas (Lomonte, 2020; Montalbo & Lugo, 2019).

Para llevar a cabo la corrida electroforética se utilizan cominmente un sistema de mini-geles, que
consiste de una cadmara como la mostrada en la figura 11 en la que se colocan los geles de
poliacrilamida con una cierta cantidad de carriles para colocar las muestras; en uno de ellos se debe
colocar un patrén marcador con fracciones proteicas de peso molecular conocido que permitira, por
interpolaciéon, obtener el peso molecular de las proteinas presentes en la muestra. Los geles se
colocan dentro de una camara a la que se le afiade un buffer y una vez que se conecta a una fuente

de poder se inicia la separacion.



31

Figura 11. Equipo para correr mini geles de PAGE: (1) Cdmara de electroforesis para corrida
vertical, (2) Accesorios para chorrear los mini geles, (3) Peines para definir el nimero de carriles
(cantidad de muestras), (4) Conexidn a la fuente de poder. Imagen tomada de https://www.bio-
rad.com/webroot/web/pdf/Isr/literature/Bulletin 5535.pdf

Tal y como se muestra en la figura 12, el resultado de la separacion electroforética por SDS-PAGE se
visualiza luego de la decoloracién del gel que fue previamente tefiido con un colorante, donde cada
columna o carril corresponde a una muestra diferente y cada banda coloreada corresponde a una
proteina o péptido; la cuarta columna de izquierda a derecha es la del patrén marcador con
proteinas de peso molecular conocido, que permite luego, por interpolacién, obtener el peso

molecular de las proteinas presentes en la muestra.

Figura 12. Péptidos visualizados por SDS-PAGE en una muestra de cacao: (a) Imagen bidimensional
convencional. (b) Imagen tridimensional. Fuente: elaboracion propia.


https://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/lsr/literature/Bulletin_5535.pdf
https://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/lsr/literature/Bulletin_5535.pdf
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2.6.3.2 Otras técnicas de identificacion y cuantificacion

Por otro lado, las proteinas o sus fracciones se pueden cuantificar mediante técnicas de
inmunoensayo, como la técnica ELISA, basada en la deteccién de conjugados de un antigeno o
anticuerpo con una enzima inmovilizados en una fase sélida. También se pueden utilizar
metodologias desarrolladas utilizando HPLC acoplada a espectrometria de masas, espectrometria

de masas molecular por ionizacién por electrospray (ESI-MS) o por MALDI-TOF (Cid, 2016).
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3. OBIJETIVOS

Objetivo general:

Evaluar el efecto de diferentes tiempos de fermentacién y tipos de secado de tres subvariedades de
cacao (Theobroma cacao L.) de cultivo ancestral, una subvariedad introducida desde Talamanca y
una mezcla de clones de alta productividad, todas cultivadas en Upala, Costa Rica, sobre el
contenido de 4acidos organicos, el perfil de compuestos volatiles y la formacion de péptidos

precursores de aroma para la determinacidn de la sinergia de estos factores en la calidad final.
Objetivos especificos:

1. Analizar el efecto de tres tiempos de fermentacién sobre los acidos organicos, el perfil de
compuestos volatiles y péptidos de tres subvariedades de cacao (Theobroma cacao L.) de cultivo
ancestral, una subvariedad introducida desde Talamanca y una mezcla de clones de alta

productividad, todas cultivadas en Upala, Costa Rica.

2. Analizar el efecto de dos velocidades de secado con aire de flujo transversal y del secado por
circulacién continua de aire caliente sobre el contenido de acidos organicos, el perfil de compuestos
volatiles y de péptidos de tres subvariedades de cacao (Theobroma cacao L.) de cultivo ancestral,
una subvariedad introducida desde Talamanca y una mezcla de clones de alta productividad, todas

cultivadas en Upala, Costa Rica.
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4. MATERIALES Y METODOS

En este capitulo se presenta la metodologia empleada para el desarrollo de la investigacidn.

4.1 Localizacidn y contexto del estudio

Este estudio es parte del proyecto inscrito en la Vicerrectoria de Investigacion de la Universidad de
Costa Rica (UCR) denominado “Estudio del efecto de tiempos de fermentacion y velocidad del aire
de secado de subvariedades de cacao de cultivo tradicional en Upala, Costa Rica, y de un clon de
cacao de alta productividad sobre sus caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales, para aumentar las
ventajas competitivas en el mercado cacaotero”, con el cédigo 735-C2-513. El proyecto se financio
con fondos del Programa Hélice UCR, bajo la modalidad colaboracién Universidad-Sector Externo,

por medio de la cooperacién binacional entre la Republica de Costa Rica y la Republica de Corea.

El cacao se trasladdé en mazorca desde la zona productora de Upala hasta las instalaciones de la
planta piloto del CITA, donde se realiz el proceso de fermentacién y la operacion de tostado. El
secado se llevd a cabo en los laboratorios de procesamiento de alimentos de la Escuela de
Tecnologia de Alimentos (ETA) y del Centro de Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS), ambos
de la Universidad de Costa Rica. La reduccién de tamafio del grano, asi como su descascarillado se

realizaron en el laboratorio de procesamiento de cacao del CITA.

Los analisis de acidos orgdnicos, compuestos volatiles y péptidos se realizaron, respectivamente, en
el laboratorio de quimica del CITA, Centro de Investigaciones en Productos Naturales (CIPRONA) e

Instituto Clodomiro Picado (ICP) de la Universidad de Costa Rica.
4.2 Materias primas

El cacao fue proporcionado por una empresa procesadora de Upala, Alajuela, que adquiere el fruto
de productores organicos de la zona. Para cada corrida se recibié una muestra de aproximadamente
200 kg de mazorcas de cacao, recién cosechadas en su grado de madurez dptimo, las cuales se

almacenaron a temperatura ambiente por un tiempo maximo de 48 horas hasta su procesamiento.

Las subvariedades provienen de las fincas de productores que venden cacao orgdnico a dicha
empresa y se procesaron por separado. Tres de estas subvariedades son de los arboles que se han
reproducido por casi un siglo en Upala (subvariedades hibridas criollo-trinitario de cultivo ancestral);

la cuarta subvariedad es reproducida en la zona, pero fue trasladada hace varias décadas desde
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Talamanca, Limén, de donde es originaria. La quinta subvariedad corresponde a una mezcla de
clones de alta productividad desarrollados por el Centro Agronédmico Tropical de Investigacidon y
Ensefianza (CATIE), altamente distribuida en las zonas productoras del pais. Esta mezcla estd
compuesta por los siguientes clones: R1, R4, R6, CSC195, PNCT158, CCI37, injertados sobre patrdn
criollo. En el cuadro 4 se detalla la identificaciéon y descripcién de cada una de las cuatro

subvariedades y de los clones.

Cuadro 4. Descripcion e identificacidn de las cinco subvariedades estudiadas

Identificacion de Descripcidn
la subvariedad

Umm Hibrida criollo-trinitario sembrada ancestralmente en Upala. Proveedor 1
Ucs Hibrida criollo-trinitario sembrada ancestralmente en Upala. Proveedor 2
Uea Hibrida criollo-trinitario sembrada ancestralmente en Upala. Proveedor 3
TU De origen Forastero cultivado en Upala, pero trasladada desde Talamanca, de

donde es originaria. Proveedor 2

CL Mezcla de clones de alta productividad del CATIE. Proveedor 4

Se realizaron tres repeticiones del proceso para cada subvariedad de cacao, por lo que en total se

recibieron 15 lotes de 200 kg de mazorcas cada uno.
4.3 Procesamiento del cacao

A continuacion, se describen las etapas llevadas a cabo para el procesamiento del cacao y obtencion
de las muestras a analizar. El proceso a nivel piloto inicié con la extraccién manual de las semillas
para obtener el cacao en baba, luego se procedié con el flujo de proceso que se muestra en la figura

13.
4.3.1 Apertura de mazorcas y extracciéon de las semillas.

Las mazorcas de cacao se abrieron golpedndolas con un mazo, luego se desgranaron de forma
manual, asegurando que las semillas se separaran de la placenta y que se descartaran aquellas en

las que se observé germinacion del embridn, olor o coloracidon anormal, o semillas vacias.



Cacao en mazorca

l

Aperturade mazorcas y extraccion manual de Mazorcas quebradasy
! —
semillas desgranadas

Protocolo aumento temperratura:

Fermentacién espontanea Dia 0(d0): 40 °C
(equipo prototipo) Dia 3 (d3): 45 °C
80-85 % HR Dia 4 (d4): 50 °C
40-55°C Dia 5(d5): 55 °C

l

Secado con airea 40 °C
Humedadfinal del grano:7,0- 7,5 %

l

Tostado por conveccion forzada
(Horno Dicte)
125 °C/30 min

l

Reduccién de tamafio
(Quebrador Cocoatown)

S1: secador Excalibur COMM?2, circulacion continual m/s
S2: secador prototipo flujo transversal 2m/s
S3: secador prototipo flujo transversal 1m/s

Descascarillado
(Descascarilladora Cocoatown)

l

Empaque
(bolsaslaminadas alta barrera, 20 g)

'

Almacenamiento
-60 °C

—— > Cascarilla

Figura 13. Diagrama de elaboracion de nibs de cacao a nivel piloto. Elaboracién propia.
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4.3.2 Fermentacién

Se utilizé una camara de fermentacidn rectangular con espacio para dos cajones de fermentacion,
con una compuerta de cierre hermético que se adaptd para poder controlar la humedad relativa y
la temperatura interna de lotes pequefios (aproximadamente 50 kg) de fermentacién de cacao. La
camara de fermentacion se programd a una humedad relativa de 80 - 85 %, condicién ambiental

promedio de la zona productora de Upala.

El cacao en baba se colocd en cajas fermentativas de madera de laurel, con un disefio a escala,
similar al que se utiliza tradicionalmente en las fincas productoras. La dimensién de las cajas es de
40 cm x 30 cm x 30 cm, con aberturas laterales, asi como orificios en el fondo para la salida de los
liquidos lixiviados; las cajas se apoyaron sobre una base de aproximadamente 6 cm de alto dentro
de una bandeja donde se recolectan los lixiviados evitando su contacto directo con el fondo de la
caja. Previo a introducir el cacao en baba, en cada caja se colocé una manta prelavada con gramaje

de 140 g/m?, con la cual se envolvid el cacao.

La fermentacion fue espontanea o natural, sin la incorporacion de cultivos iniciadores. Las cajas se
introdujeron a la cdmara fermentadora, que se programé inicialmente a 40 °C. Se monitored la
temperatura interna de la masa fermentativa a lo largo de los distintos dias del proceso de
fermentacién mediante 4 termopares acoplados a un termo registrador, para obtener el perfil de

temperaturas durante el proceso en diferentes secciones de las cajas.

Las cajas se mantuvieron en la cdmara fermentadora durante 6 dias. En los primeros 3 dias el cacao
permanecié en reposo mientras transcurrié la fase de fermentacién anaerobia; al tercer dia, se
aumento la temperatura de la cdmara a 45 °C y se empezd con el volteo, dos veces al dia, de los
granos para propiciar el inicio de la fase de fermentacién aerobia. El volteo se realizé dos veces al
dia hasta el dia 5. Al sexto dia se detuvo el proceso de fermentacidn. Segun se indica en el diagrama

de la figura 13, la temperatura se subié el dia4 a 50 °Cy el dia 5 a 55 °C.

Las temperaturas para programar la cdmara durante los 6 dias de fermentacidon se definieron
mediante pruebas preliminares para poder mantener la temperatura de la masa fermentativa a lo
largo del tiempo, ya que, cuando se trata de cantidades pequefas de granos, es posible que el calor
se disipe dando lugar a una fermentacidn poco satisfactoria (CAOBISCO/ECA/FCC, 2015; Nielsen et

al., 2013). Cuando se fermentan grandes cantidades (500 kg), los granos alcanzan temperaturas
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cercanas a los 50 °C, pero, en cantidades pequefias, como es el caso de este estudio, el volteo para
airear podria impedir que las temperaturas alcancen los 55 °C dptimos para una fermentacion

completa.

Para evaluar visualmente el avance de la fermentacién se tomaron muestras de 5 - 7 granos al dia
3,4, 5y 6. La evaluacién se hizo mediante una prueba de corte del grano comparando la formay
coloraciéon para observar la presencia de estrias internas bien definidas (Aguilar, 2016;
CAOBISCO/ECA/FCC, 2015). También se hizo un monitoreo del pH, midiéndolo directamente en la

masa fermentativa.

Para el estudio del tiempo de fermentacion se definid analizar los granos el dia 3, 5y 6. Estos tiempos

se establecieron con base en las fases de la fermentacidn del cacao y sus efectos sobre el aroma.

Para determinar el dia final de fermentacion, se considerd que en la zona productora de Upala, el
cacao se fermenta por un tiempo total de 6 dias; este tiempo maximo de fermentacion es el mismo
que utilizan en otros paises y ha sido documentado en diversos estudios como el tiempo éptimo
para obtener un perfil de aroma y sabor de calidad (Fernandez-Nifo et al.,, 2021; Santander et al.,
2020). El dia 5 se selecciond porque se considerd que, en un proceso de fermentacién controlado,
algunas subvariedades podrian requerir menos tiempo, y es importante tratar de captar,
observando el comportamiento de los compuestos relacionados con el aroma, si este es el caso de

las subvariedades de cacao estudiadas.
4.3.3 Secado

Para evaluar el impacto de diferentes tipos y tiempos de secado sobre la formacién de compuestos
volatiles, el contenido de dcidos orgdnicos y péptidos precursores de aroma, los granos fermentados
fueron sometidos a tres diferentes procesos de secado: circulacidon continua de aire caliente en un
secador de bandejas comercial dos zonas, marca Excalibur modelo COMM2 como el que se muestra
en la figura 14a (identificado como S1), aire forzado de flujo transversal con velocidad de 2 m/s en
un secador prototipo cuyo esquema se muestra en la figura 14b (identificado como S2), vy aire
forzado de flujo transversal con velocidad de 1 m/s en un secador prototipo con el mismo principio

del S2, pero incorporado dentro de un silo (identificado como S3 ).
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W

(a) (b)

Figura 14. (a) Imagen del secador de circulacién continua de aire caliente (S1) marca Excalibur. (b)
Representacion esquematica del secador prototipo de flujo transversal a 2 m/s. (S2) y sus partes:
(1) Ventilador centrifugo. (2) Resistencia eléctrica. (3) Ducto de aire. (4) Homogenizador. (5) Tamiz.
(6) Salida de aire. Fuente: (a) Tomado de https://excaliburdehydrator.com/products/comm2-
excalibur-2-zone-commercial-dehydrator#specs (b) Tomado de Vargas (2019).

El secado con circulacién continua de aire caliente se aplicd a muestras fermentadas los dias 3,5y
6. Las bandejas conteniendo los granos se rotaron de posicién cada 24 horas, con el fin de permitir
una adecuada y homogénea distribucion del calor y garantizar una muestra representativa. Para el
secado con flujo transversal, como los dos secadores prototipo son de baja capacidad, no fue posible
realizar el secado a muestras de tres tiempos de fermentacién, por lo que se definié secar muestras

con 3y 6 dias de fermentacion.

Se considerd que el tercer dia es clave ya que marca el final de la fermentacidon anaerobia y el
principio de la fermentacién aerobia; en cuanto al sexto dia, de acuerdo con los procedimientos de

los productores de Upala, este es el tiempo final de la fermentacién artesanal.

En los tres casos se utilizd una temperatura de la cdmara de secado de 40 °Cy el proceso se llevo a

cabo por el tiempo necesario para obtener una humedad final de entre 7,0 - 7,5 %.

Las muestras secas se empacaron temporalmente en bolsas laminadas de alta barrera a la humedad
conformadas por un coextruido de polietileno de alta densidad, polietileno de baja densidad y EVOH
(etilen-vinil alcohol). Las muestras se mantuvieron en congelacidn (temperatura minima de -60 °C)

hasta la siguiente etapa.


https://excaliburdehydrator.com/products/comm2-excalibur-2-zone-commercial-dehydrator#specs
https://excaliburdehydrator.com/products/comm2-excalibur-2-zone-commercial-dehydrator#specs
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4.3.4 Tostado

Esta operacion se realizd en un horno de conveccién de aire caliente, marca Dicte, a una
temperatura de 125 °C por un tiempo de 30 min, constante para todas las muestras. Estas

condiciones se consideran un tostado leve a medio.

Para realizar el tostado, los granos de cacao secos se colocaron en bandejas de acero inoxidable,

perforadas para facilitar el flujo del aire caliente.
4.3.5 Reduccién de tamafio y descascarillado de los granos

Una vez tostados, a los granos de cacao se les eliminé la cascarilla con una descascarilladora marca

Cocoatown, manteniendo totalmente abierta la boquilla de la entrada de aire del soplador.

Para la reduccién de tamano de los granos se utilizé un equipo quebrador de la misma marca. El

producto obtenido son los denominados nibs.
4.3.6 Empaque de muestras

Para cada repeticién, cada tiempo de fermentacion y cada tipo de secador se pesaron muestras de
20 g de nibs de cacao. Las muestras obtenidas se empacaron en las bolsas laminadas de alta barrera
antes mencionadas y se mantuvieron en congelacién, a temperatura de -60 °C, hasta su

correspondiente andlisis.
4.4 Metodologia objetivo 1: efecto del tiempo de fermentacion

Para evaluar el efecto del tiempo de fermentacién sobre cada una de las cuatro subvariedades de
cacao y de la mezcla de clones de alta productividad, se aplicé el proceso de fermentacién descrito
en el punto 4.3.2. El estudio se realizd6 en muestras con 3, 5 y 6 dias de fermentacion, secadas por

circulacion continua de aire caliente (secador S1).
4.4.1 Preparacion de las muestras

Para el cacao en baba, los analisis de proteina, humedad, acidez total y acidos orgdnicos se

realizaron a las semillas completas (mucilago mas cotiledones).

La preparacion de las muestras del cacao procesado se realizd de dos formas diferentes,

dependiendo de las variables respuesta a analizar.
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Para el analisis de péptidos, se requirid, segin se describe mas adelante, realizar pruebas
preliminares para la adaptacién del método SDS-PAGE a la matriz de cacao. Una vez definidos los
pardmetros para las pruebas definitivas se decidié realizar el andlisis a muestras de cacao sin tostar,
y, debido a la disponibilidad de muestras, el andlisis se realizd6 solamente a un lote de cada

subvariedad.

El efecto de los distintos tiempos de fermentacion (dias 3, 5y 6) en el contenido de dcidos organicos
y el perfil de compuestos volatiles se analizé en los nibs de cacao obtenidos para tres lotes de cada

subvariedad (tres repeticiones).
4.4.2 Disefio experimental

El diseiio experimental utilizado para el efecto de la fermentacién fue de bloques completos al azar,
con dos factores, donde uno es la subvariedad de cacao vy, el otro es el tiempo de fermentacién (3,
5y 6 dias secados en el secador S1). Los bloques corresponden a dias de cosecha que se tomaron al
azar de los productores que entregan el fruto en la empresa transformadora del cacao. Las variables
respuesta fueron el contenido de acidos organicos (g/100 g de cacao), perfil de compuestos volatiles
(presencia y abundancia relativa con base en el area de los picos obtenidos en el cromatograma) y

la cantidad y peso molecular de los péptidos presentes.

4.5 Metodologia objetivo 2: efecto del tipo de secado

Para evaluar el efecto del tipo y velocidad de secado sobre cada una de las cuatro subvariedades y
la mezcla de clones de alta productividad, el cacao fermentado del dia 3 y el dia 6 se sometid al
proceso de secado descrito en el punto 4.3.3. Para cada uno de los secadores (S1, S2 y S3) se
tomaron muestras de 2,5 kg. El proceso de secado se detuvo en el momento en que los granos

alcanzaron una humedad final entre 7,0 - 7,5 %.

4.5.1 Preparacion de las muestras

Las muestras se prepararon de la misma forma descrita en el punto 4.4.1.
4.5.2 Disefio experimental

El disefio experimental utilizado para el efecto del secado fue de bloques completos al azar, con tres
factores, los cuales son: las cinco subvariedades antes mencionadas, los tres tipos de secado

(secador de flujo transversal con 2 velocidades (1 y 2 m/s) y secador de bandejas de circulacién
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continua de aire caliente, a una temperatura de 40 °C) y los dos dias de fermentacion (3 y 6 dias).
Los bloques corresponden a dias de cosecha que se tomaron al azar de los productores que
entregaron cacao en la empresa. Las variables respuesta fueron el contenido de acidos organicos

(acidos citrico, malico, succinico, lactico, acético), el perfil de compuestos volatiles y péptidos.
4.6 Métodos de analisis

4.6.1 Proteina y humedad cacao en baba

El analisis de proteina para el cacao en baba se realizé en el Laboratorio de Quimica del CITA,

mediante prestacidn de servicios, utilizando el método acreditado P-SA-MQ-003 (CITA, 2021a).

El analisis se realizo por triplicado utilizando el método Kjeldahl. Se tomaron 0,7 — 2,2 g de muestra
molida, a la que se le agregaron 3 gotas de antiespumante. La digestion de la muestra se realizé a
420 °C durante 1,5 h. El porcentaje de nitrdgeno obtenido se convirtié a proteina cruda

multiplicando por un factor de 6,25 (CITA, 2021a).

El analisis de humedad se realizd en el Laboratorio de Quimica del CITA, mediante prestacidon de

servicios, utilizando el método acreditado P-SA-MQ-002 (CITA, 2021b).

El andlisis se realizé por triplicado; el método gravimétrico utilizado consiste en la medicién de la
pérdida de masa debida a la evaporacion de agua en una estufa de vacio o de conveccién natural

(CITA, 2021b).
4.6.2 Acidez total

El andlisis se realizd en el Laboratorio de Quimica del CITA mediante prestaciéon de servicios,
utilizando el método acreditado P-SA-MQ-011 (CITA 2020), por valoracién de los acidos presentes
en un extracto acuoso de la muestra, con NaOH 0,1 mol/L debidamente valorado; expresando el
resultado en g de acido por 100 g o 100 mL, con un factor apropiado al tipo de acido que se espera

sea preponderante (CITA, 2020).

El andlisis se realizé por triplicado a partir de 10,0 g de nibs de cacao. A la muestra se le agregaron
80 mL de agua grado 3 a 100 °C, y se mantuvo en agitacién durante 20 min. Luego se centrifugo,
enfrid y filtré utilizando algoddn, para llevarla a un baldn aforado de 200,0 mL. La valoracién se

realizd con una alicuota de 100,0 mL del filtrado (CITA, 2020).
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4.6.3 Acidos organicos

El analisis para obtener el perfil de acidos orgdnicos se realizd por triplicado en el Laboratorio de
Quimica del CITA, mediante prestacion de servicios, utilizando HPLC con columna de intercambio
iénico, método acreditado P-SA-MQ-051, acoplado a un detector de arreglo de diodos (DAD). La
identificacion y cuantificacion de los acidos organicos se realizd utilizando estandares de
concentracién conocida y los tiempos de retencidén o elucidon de cada uno (CITA, 2019). Se utilizé
una muestra de 1,00 g de cacao, finamente molida antes de realizar la extraccién acuosa de los
acidos organicos. El equipo se acondiciond previamente con los pardmetros que se muestran en el

cuadro 5:

Cuadro 5. Condiciones de analisis HPLC-DAD para acidos organicos. Fuente: CITA (2019).

Parametro Condiciones
Temperatura del horno 60 °C
Longitud de trabajo DAD 210 nm
Volumen de inyeccién 3uL

Flujo 0,50 mL/min
Tiempo de proceso 25 min

4.6.4 Compuestos volatiles HS-SPME-GC-MS

Este andlisis se realizé en el CIPRONA, siguiendo la metodologia propuesta por Ducki et al. (2008)
con modificaciones, con extraccion por espacio de cabeza (HS) y microextraccién en fase sélida

(SPME) combinada con cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS).

Se utilizé un cromatdgrafo de gases-masas, con triple cuadrupolo (GC-MS/MS), marca Thermo
Scientific TSQ 9000. Para la microextraccion (SPME) se utilizéd una fibra cubierta con 50/30 pm
DVB/CAR-PDMS (divinilbenceno/carboxeno en polidimetilsiloxano) y una columna Thermo TG-5MS
30 m x 0,25 mm de 0,25 um con un flujo de 1 mL/min.

La preparacion de las muestras consisti6 en moler finamente los nibs de cacao congelados,

utilizando un molino de cuchillas Grindomix GM 200, marca Retsch. La molienda se realizé durante
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155sa 10000 rpm. Una vez molidas, las muestras se colocaron en viales de vidrio para cromatografia

de gases y se mantuvieron congeladas a -60 °C hasta su analisis.

Con respecto a la metodologia de Ducki et al. (2008), se modificé la cantidad de muestraa 3,00 gy
se utilizd una temperatura de acondicionamiento de 60 °C por 15 min; la propuesta de esta
modificacién es resultado de un estudio previo de determinacidon de compuestos volatiles en cacao
que se realizé en el mismo equipo y con la misma fibra y columna antes mencionadas (L. Wexler,
comunicacién personal, 1 de junio 2022). Los parametros establecidos para la microextracciony la

cromatografia de gases de todas las corridas se muestran en el cuadro 6.

Cuadro 6. Condiciones de analisis para HS-SPME-GC, analisis de compuestos volatiles.

Parametro SPME Condiciones Parametro GC Condiciones

Tiempo de acondicionamiento 15 min Gas acarreador Helio

Temperatura de acondicionamiento 60 °C Flujo 2 mL/min, constante
Tiempo de exposicion al HS 15 min Tiempo desorcion 5 min

Temperatura exposicion al HS 60°C Temperatura desorcion 200 °C

Frecuencia de agitacion 1 min Temperatura inicial 30°C

Modo desorcion Splitless Rampa 6 °C/min hasta 200 °C
Temperatura desorcion 270°C 25 °C/min hasta 270 =C
Tiempo desorcion 5 min Condiciones 270°C por 5 min

Para el espectrometro de masas se utilizd una temperatura de la linea de transferencia de 260 °Cy
para la fuente idnica de 280 °C, en modo de ionizacidn El. El tiempo de inicio fue de 1,5 min con el
filtro del cromatégrafo encendido, con un tiempo de ancho del pico cromatografico de 1 s. La

polaridad de los iones fue positiva, con un tiempo de escaneo de 0,2 s.

La identificacion de los compuestos volatiles se realiz6 comparando los resultados del
espectrometro de masas contra la libreria Apps Lab Library de Thermo Scientific instalada en el
equipo, utilizando el programa Thermo Scientific Xcalibur. La abundancia relativa de los compuestos
se calculd con base en los picos de las dreas de los compuestos identificados. Los pardmetros para

la integracion de las areas de los picos cromatograficos se muestran en el cuadro 7.
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Cuadro 7. Condiciones para realizar la integracion de areas de los picos identificados

Pardmetros de integracién de areas Condiciones
Porcentaje de pico mas alto 0,3

Pico minimo 1,0

Umbral 1,0
Deteccion de valle activada 2,0
Tolerancia al ruido 10,2

Factor de rechazo del ruido de referencia 2,0

4.6.5 Péptidos

El analisis de péptidos se realizé en el Instituto Clodomiro Picado (ICP), mediante la técnica de
electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE),
utilizando el sistema de mini-geles de Bio-Rad (Mini-Protean |I® -Tetra Cell) para corridas de 10

carriles y el patrén marcador estandar #161-0375.

Esta metodologia se encuentra implementada en el ICP donde ha sido ampliamente utilizada en
estudios con toxinas de serpientes y otras matrices, sin embargo, no se habia utilizado previamente
para andlisis en cacao, por lo tanto, se realizaron varias pruebas preliminares con el fin de establecer

la metodologia para la extraccion de la muestra y otros parametros.

4.6.5.1 Pruebas preliminares

Se realizaron pruebas preliminares con el fin de adaptar el procedimiento descrito por Lomonte
(2020) a la determinaciéon de péptidos en las muestras de cacao. A continuacidén, una breve
descripcién de estas pruebas. En el anexo B se puede ver el detalle completo de las pruebas

realizadas.

Preparacion de la muestra:
Los granos de cacao se molieron finamente utilizando un molino de cuchillas Grindomix GM 200,

marca Retsch, con el mismo procedimiento descrito para el andlisis de compuestos volatiles. Se
realizaron pruebas preliminares para definir aspectos de extraccidon y preparacion de la muestra,

tales como si las muestras debian o no ser desgrasadas previamente, en caso de ser necesario,
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definir el método de desgrase iddneo, si se analizaria cacao fermentado, fermentado y seco, o nibs

de cacao, las diluciones de la muestra a correr en el gel de electroforesis, entre otros.

Concentracién del gel separador
Segun describe Lomonte (2020), el gel separador se puede preparar en distintas concentraciones

finales de acrilamida/bisacrilamida (20 %, 15 %, 12 %, 10 %, 7,5 %, 5 %). Se realizaron pruebas
preliminares para definir la concentracidon que produjera la mejor visualizacién de las bandas de

péptidos separados de la muestra.

Parametros de corrida de la electroforesis
Si bien el método implementado en el ICP indica que la separacién en la cdmara de electroforesis

se corre a un voltaje constante de 200 V, mediante pruebas preliminares se definié el voltaje de
inicio de la corrida mientras la muestra se encuentra en el gel superior compactador, asi como el

voltaje a programar durante la separacion en el gel inferior.

En la figura 15 se resumen las condiciones establecidas para el analisis definitivo con base en los

mejores resultados de las pruebas preliminares:

ex?:af::r" Muestra | Vortex entrifugar Sobrenadante Afiadir Calentar ] Gel
: D
, \ 10 ul d= muestrz
08mL+ 50mg =t 60 s—p 16000xg, 20 min Sl +5pLbufferde 1= 55-100°C, 5 min 125 acrilamida/bisacrilamida
muestra reductor 6X 20mina 130V, 40 mina 160V,

Figura 15. Esquema de las condiciones y parametros establecidos para el analisis de péptidos
presentes en cacao por SDS-PAGE. Elaboracién propia.

4.6.5.2 Visualizacion de las bandas de péptidos

Se utilizé disolucion fijadora con base en metanol, por 15 min con agitacion suave; la tincién del gel
se realizd con colorante azul Coomassie R-250. Posteriormente, para visualizar las bandas de
separacion de los distintos péptidos se utilizé un decolorador acuoso con base en metanol, etanol y

acido acético (Lomonte, 2020).

El andlisis se realizé con el software Image Lab, para lo cual, los resultados de la separacion se

registraron mediante una fotografia. Para obtener el peso molecular promedio de los péptidos
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separados en la electroforesis se realizd la interpolacidn de las bandas incdgnitas, con base en una
regresion lineal simple determinada con un patrén de proteinas de masas moleculares conocidas,
gue se corrié al mismo tiempo y en el mismo gel, al lado de las muestras. Para el andlisis de

abundancia relativa se utilizé la intensidad de las bandas identificadas.

4.6.6 Medicién de pH

Para medir el pH se utilizé un equipo marca Sartorius modelo PB11. Se colocaron 100 g de semillas
de cacao en un beaker y el electrodo de medicién se introdujo directamente en contacto con el

mucilago himedo. La lectura se tomd 3 min después.

4.6.7 Medicion de contenido de humedad

Segun describe Vargas-Elias et al. (2022), la medicion del contenido de humedad en los granos secos
se hizo de manera indirecta midiendo el aw de nibs de cacao molidos en un molino pequefo
comercial para granos de café de 110 Vy 125 W marca Hamilton Beach. La muestra molida se colocé
en recipiente de 7,5 mL dentro de un medidor de actividad de agua (aw) marca AQUALAB modelo

4TE. La medicidn se realizo por triplicado.

4.6.8 Medicién de temperatura de la masa fermentativa

El registro del comportamiento de la temperatura se realizé por medio de una medicién con
termopares, utilizando el registrador de temperatura Datalogger Extech Instruments SDL200. A los
granos de cacao colocados en la caja de madera se le colocaron 4 termopares, ubicados en distintas
posiciones segln se observa en la figura 16. Los termopares se introdujeron hasta la mitad de la
altura de la masa fermentativa, para asegurar el registro de la temperatura en su punto central.
Cada dia, antes de realizar los volteos, se documentd de forma manual la temperatura mostrada

por el termo registrador.



48

Figura 16. Vista superior de la caja fermentativa mostrando la ubicacién de los 4 termopares
utilizados. Elaboracién propia.

4.6.9 Analisis estadistico de resultados
El analisis estadistico se realizé con el programa XLSTAT.

Para los datos procedentes de los distintos tratamientos y andlisis de ambos objetivos, se realizd un
analisis de varianza, ANDEVA. Si se encontraron diferencias significativas en los efectos simples se
aplicé una comparacién de medias de Tukey y si alguna interaccidn resultd significativa se aplicé la
prueba de comparaciéon de medias de Bonferroni, como fue el caso de los compuestos volatiles;
para los acidos organicos, comparacion con medias de Tukey. Esto permitid identificar si existia o
no diferencias significativas entre las variables respuesta de las cinco subvariedades y entre los

factores contemplados en el disefio del estudio.

Para evaluar el efecto de los distintos factores sobre la composicidn de los compuestos volatiles de
las distintas subvariedades, se llevd a cabo un andlisis de clusterizacion aglomerativa jerarquica
(CAJ), asi como un analisis multivariado de componentes principales (ACP), los cuales permitieron
concluir sobre similitudes y diferencias entre las muestras analizadas para todas las variables

respuesta simultdneamente (compuestos volatiles).

Finalmente, para el efecto del tiempo de fermentacidn, se realizéd un andlisis multifactorial para

evaluar la interrelacién de las distintas variables respuesta y conocer posibles sinergias entre ellas.
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5. ANALISIS DE RESULTADOS

5.1 Proceso de fermentacion y secado

5.1.1 Monitoreo de temperatura

El avance del proceso de fermentacién del cacao se monitore6 mediante el comportamiento de la
temperatura de la masa fermentativa, la cual se midié6 permanentemente a lo largo del proceso
utilizando un termo registrador. En la figura 17 se observan los valores de temperatura promedio
para cada una de las cinco subvariedades, asi como la temperatura del fermentador, en el momento
en que se inicié la fermentacién (dia 0) y en el momento justo antes de iniciar el primer volteo de
cada dia, mostrando de manera general, su evolucién a lo largo de los 6 dias de fermentacién. En la
figura 42 del anexo C se observa el monitoreo continuo documentado directamente del termo

registrador.
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Figura 17. Comportamiento promedio de la temperatura durante el tiempo de fermentacion

Para las cinco subvariedades el comportamiento muestra un aumento continuo entre el dia O y el

dia final de la fermentacidn, lo cual se debe inicialmente a las reacciones exotérmicas producto de
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la accién de las levaduras, las cuales convierten los azlcares presentes en la pulpa y el cotiledén en

etanol y CO; (Calvo et al., 2021; Cocom, 2021; Herrera-Rocha et al., 2021; De Vuyst & Weck, 2016).

A partir del dia 3 el incremento se vio favorecido por los volteos realizados para permitir la aireacion
de la masa fermentativa y con ello, la ocurrencia de la segunda fase de la fermentacion, asi como el
comportamiento de la temperatura del fermentador (considerada como la temperatura ambiente
de la microfermentacion realizada) (Hernandez-Herndndez et al., 2016; De Vuyst & Weck, 2016). Tal
y como mencionan Nielsen et al. (2013), en esta segunda fase, la oxidacidn de los metabolitos hasta
acido acético se lleva a cabo mediante reacciones exotérmicas que provocan el aumento de la

temperatura de la masa fermentativa hasta 45 - 50 °C.

Lo anterior demuestra que el protocolo seguido para aumentar la temperatura de la cdmara de

fermentacién permitié conservar el calor generado, propiciando asi una fermentacién adecuada.

5.1.2 Prueba de corte

La prueba de corte fue realizada a partir el dia 3 en el momento de realizar cada uno de los volteos.
Para todas las corridas se pudo apreciar el avance mediante los cambios de coloracién blanquecino-
morado a café-marrdn, asi como la formacién de estrias o surcos bien definidos al dia 6, cumpliendo
con los criterios de una buena fermentacidon (Aguilar, 2016). Los resultados obtenidos se

documentaron por medio de fotografia; en la figura 18 se muestra un ejemplo de los resultados.

Subvariedad de cacao

Dia 3

Dia 6

Figura 18. Muestra de prueba de corte realizada a las distintas subvariedades de cacaoalos3y 6
dias de fermentacion.
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5.1.3 Monitoreo de pH

La figura 19 muestra la evolucion del pH del mucilago (exterior de los granos) a lo largo de la
fermentacién para cada subvariedad. Su comportamiento mostré resultados similares a los
reportados por Homem de Abreu et al. (2017), quienes obtuvieron valores entre 3,0 y 3,5 para el
cacao en baba, debido a la presencia de acido citrico en la pulpa. Luego, durante la primera fase de
la fermentacion, llevada a cabo principalmente por levaduras en los primeros tres dias, el pH

aumenta como consecuencia de su metabolizacién (Cocom, 2021).
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Figura 19. Comportamiento del pH a lo largo de la fermentacidn para las cinco subvariedades
estudiadas.

A partir del tercer dia, el pH externo de los granos continda aumentando debido a que, ademas de
la metabolizacidn del acido citrico, los acidos que se forman producto de la fermentacién aerobia
difunden a través de la cascarilla hacia el interior de los granos (Cocom, 2021; De Vuyst & Weck,
2016). Los resultados obtenidos son similares a los reportados previamente por Garcia et al. (2019)

quienes obtuvieron valores de pH de 4,24 a los cuatro dias de fermentacion.

En la figura 19 se observa, para las subvariedades Umm y CL, una leve disminucién de pH en los dias
3y 5 a diferencia del comportamiento de las otras subvariedades. Esto podria deberse a la forma

de medicién del pH, que se hizo determinandolo al mucilago de los granos y la muestra pudo haber
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estado compuesta por granos individuales en distintos momentos de la fermentacidn, lo cual se
evidencidé por la presencia de algunos con mayor cantidad de mucilago, y, por tanto, mayor
contenido de Aacidos sin metabolizarse. La medicidn realizada es un indicador general del
comportamiento del pH de la masa fermentativa, sin embargo, no ofrece una lectura representativa
de las transformaciones bioquimicas que estan sucediendo en el mucilago y el grano, por lo que se
puede recomendar para futuras investigaciones, medir el pH en un extracto acuoso, tal y como lo

reportan Homem de Abreu et al. (2017).

Es importante mencionar que el avance de la fermentacidn se mide combinando el comportamiento
del pH, de la temperatura y la prueba de corte, las cuales mostraron coincidencia con lo reportado
como normal para una fermentacion completa (Aguilar, 2016; Calvo et al., 2021; Cocom, 2021; De

Vuyst & Weck, 2016).

5.1.4 Monitoreo del contenido de humedad para finalizar el secado

En cuanto al proceso de secado, seguin un estudio realizado por Vargas-Elias et al. (2022) como parte
del alcance del proyecto 735-C2-513 del cual formd parte esta investigacion, para poder detener el
proceso en el momento en que los granos llegaran a una humedad de entre un 7,0 - 7,5 % se realizé
la medicién de aw. En el cuadro 8 se muestra el valor promedio de aw y del contenido de humedad
en base humeda (bh) al momento de detener el secado, los cuales validan el uso de un criterio
uniforme para detener el secado cuando los granos han alcanzado un contenido de humedad entre
7,0 - 8,0 %, garantizando asi que se detenga la fermentacion, continte el desarrollo de compuestos
aromaticos y se garantice la estabilidad microbioldgica de los granos (Arvelo et al., 2017; Castro-
Alayo et al., 2019; Cocom, 2021).

Cuadro 8. Valores promedio de aw y contenido de humedad de granos de cacao al momento de
detener el secado de las distintas subvariedades (n=3).

Subvariedad Contenido de Actividad de agua
humedad (g/100 g (aw)
cacao bh)

CL 7,4+0,7 0,58 + 0,03

TU 7,5+1,2 0,56 + 0,07

Umm 7,6+1,1 0,56 + 0,05

Ucs 7,2+0,6 0,57 + 0,06

Uea 74+14 0,54 + 0,04
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5.1.5 Contenido de proteina y de humedad de cacao en baba

Con respecto al contenido de proteina y humedad, en el cuadro 9 se muestran los valores obtenidos
para el cacao en baba de las distintas subvariedades, donde el andlisis de medias de Tukey reveld
qgue no existen diferencias significativas (p>0,05) en su contenido en las distintas subvariedades

estudiadas.

Cuadro 9. Contenido promedio de proteina y humedad del cacao en baba de las cinco

subvariedades.

Subvariedad Proteina (g/100 g de Humedad (g/100 g de
cacao), (n=3) cacao), (n=3)

Umm 31,134 59,900

Ucs 28,730 57,933

Uea 28,539 59,433

TU 28,785 55,533

CL 30,679 62,567

Estos resultados pueden indicar que el contenido inicial de humedad y proteina no serian factores
que afecten o definan la posible formacidn de diferentes concentraciones e identidades de

precursores de aroma entre las distintas subvariedades.

5.2 Efecto del tiempo de fermentacion sobre el contenido de acidos organicos, el
perfil de compuestos volatiles y péptidos precursores de aromas clave

Con el fin de presentar de manera ordenada el andlisis de la gran cantidad de datos obtenidos
durante este estudio, se han establecido dos secciones para evaluar el cumplimiento de los dos
objetivos especificos por separado. Al final de cada una de estas secciones se analizan las
interacciones entre las variables respuesta de cada objetivo (péptidos precursores de aroma,
compuestos volatiles y acidos organicos), con el fin de determinar alguna sinergia de estas variables

en la calidad final de las distintas subvariedades estudiadas.
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5.2.1 Andlisis de acidos organicos

5.2.1.1 Cacao en baba

Acidez total

La acidez caracteristica de los granos de cacao sin procesar se debe a que el mucilago o pulpa tiene
un alto contenido de acidos organicos que actuan, durante la fermentacién, como precursores de
compuestos asociados al aroma y sabor del cacao; entre estos acidos se encuentran el acido acético,

lactico, malico, succinico y citrico (Chica, 2022; Lin et al., 2022).

Los valores de acidez total obtenidos se encuentran entre 0,293 y 0,414 g/100 g de cacao en baba;
estos valores son inferiores a los reportados por Pelaez et al. (2016) en muestras de semillas (pulpa
y cotiledones) de cacao forastero peruano sin fermentar (0,58 - 0,96 g/100 g); el analisis de varianza
y el posterior analisis de medias de Tukey (cuadro 18, anexo E) indicaron que no hay diferencia
significativa (p>0,05) en el contenido de acidez total de las distintas subvariedades de cacao en

baba.

Contenido de acidos organicos
En el cacao en baba estuvieron presentes el acido citrico, quinico, lactico, oxalico, glucdnico,

succinico, tartdrico y acético. Tal y como se aprecia en la figura 20, el acido citrico, responsable del
aumento del pH al inicio de la fermentacidn, cuando por accién de las levaduras y bacterias acido
lacticas se degrada y difunde al interior de la semilla (Barisic et al., 2019; Viesser et al., 2020), se
encuentra presente en una mayor proporcion (contenidos de 1,207 — 0,704 g/110 g, dependiendo
de la subvariedad); el acido acético, cuyo contenido aumenta en la fase aerobia de la fermentacion
por accién de las bacterias acido acéticas sobre el etanol (Apriyanto, 2016), fue el que estuvo
presente en menor cantidad (menos de 0,0200 g/100 g de cacao); en cuanto al acido glucdnico

estuvo presente en todas las subvariedades, excepto en la TU.
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Figura 20. Contenido de acidos organicos presentes en cacao en baba para las distintas

subvariedades.

El andlisis estadistico del contenido de cada uno de estos acidos evidencié que no existe diferencia
significativa (p>0,05) entre las cinco subvariedades estudiadas (cuadro 18, anexo E), por lo que se
puede inferir que su contenido inicial no sera un factor determinante en el perfil de los granos

fermentados y secos.

5.2.2.1 Cacao fermentado y seco

Acidez total

El analisis realizado a lo largo del tiempo de fermentacion mostré que no existe diferencia
significativa (p>0,05) en la acidez total de las distintas subvariedades (cuadro 19A, anexo E), pero si
se identificaron diferencias influenciadas por el dia de fermentacién (cuadro 19B, anexo E). Los
resultados muestran que la acidez total de los granos de cacao aumenta con el tiempo de
fermentacidn, y que el contenido de acidez total del cacao con tres dias de fermentacion (1,097
g/100 g de cacao) es significativamente diferente (p<0,05) al contenido de las muestras con 5y 6
dias de fermentacion (1,393 — 1,430 g/100 g de cacao respectivamente). Este comportamiento
obedece a que, a partir del tercer dia, con el inicio de la fase aerobia, las bacterias acido acéticas

convierten el etanol producido por las levaduras en acido acético, provocando el aumento
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observado entre el dia 3 y dia 5 de fermentacidn (figura 21), comportamiento previamente descrito

por De Vuyst y Weck (2016) y Cocom (2021).
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Figura 21. Comportamiento del contenido total de acidez a lo largo del tiempo de fermentacion
para los nibs de cacao secados por circulacidon continua de aire caliente a 40 °C.

Contenido de acidos organicos
En cuanto al contenido de acidos organicos especificos, se identificd la presencia de oxalico, citrico,

succinico, lactico, acético, quinico, tartdrico, glucdnico, malico y adipico.

El analisis de varianza y la posterior comparacidon con medias de Tukey evidenciaron que el acido
oxalico, acético (mayor contenido en todas las subvariedades), quinico y adipico (que no estuvo
presente en el cacao en baba), no mostraron diferencias significativas (p>0,05) con respecto a la
subvariedad (cuadro 19A, anexo E). Por su parte, la figura 22 muestra el comportamiento de los
acidos que si reportaron diferencias significativas, entre los que se encuentra el acido malico que

tampoco estuvo presente en el cacao en baba.
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Figura 22. Contenido de acidos organicos significativos para los nibs de cacao de las cinco
subvariedades secados por circulacién continua de aire caliente a 40 °C (S1).

Como se observa en la figura 22, la subvariedad TU es la que tiene una mayor diversidad de acidos
organicos significativos e incluye entre estos el dcido tartdrico, glucdnico y malico, que no estuvieron
presentes en las demas subvariedades, por lo que serd interesante conocer si estas diferencias en

el perfil de 4cidos organicos aportan diferencias en el perfil aromatico y de sabor.

Con respecto al tiempo de fermentacion, se observaron diferencias significativas (p<0,05) (cuadro
19B) en el acido citrico, lactico y acético del dia 3 con respecto a los dias 5 y 6. Coincidiendo con la
degradacion del acido citrico por parte de levaduras y bacterias acido lacticas (Barisic et al., 2019;
Viesser et al., 2020), este acido pasé de 0,696 g/100 g de cacao en el dia 3 a 0,430 g/100 g de cacao
en el dia 6; contrario a lo que sucedid con el acido acético y el acido lactico, que aumentaron su
contenido en el tiempo producto de la accidn de las bacterias 4cido acéticas y acido lacticas a partir
del inicio de la fase aerobia de la fermentacion (De Vuyst & Weck, 2016; Nielsen et al., 2013). Se
esperaba que el acido acético, al ser volatil, disminuyera durante el secado y tostado (Vazquez-
Ovando et al., 2016, Zapata et al., 2015), comportamiento que no se observd en los resultados
obtenidos. Una posible razén es que el proceso de secado haya provocado el endurecimiento de la
cascarilla, lo cual, como refieren Parra (2014) y PROCOMER (2020), la convierte en una barrera para
la salida o difusidn del acido acético. En relacidon con esto, como menciona CAOBISCO/ECA/FCC

(2015) un secado demasiado rapido es también una causa de mayor acidificacion del grano.
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La figura 23 muestra el comportamiento de estos acidos que sufrieron cambios significativos a lo

largo del tiempo (p<0,05).
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Figura 23. Contenido de acidos organicos significativos para los nibs de cacao secados por
circulacién continua de aire caliente a 40 °C (S1) a lo largo del tiempo de fermentacién.

En vista de que el contenido de acidos organicos del dia 5 y el dia 6 no muestra diferencias
significativas (p>0,05) en ninguna de las subvariedades estudiadas, es importante evaluar
posteriormente si los perfiles aromaticos y de sabor asociados a cada tiempo son similares, para asi

valorar la factibilidad de reducir el tiempo de fermentacién en algunas de las subvariedades.

5.2.2 Analisis de compuestos volatiles

5.2.2.1 Compuestos voldtiles generales

De manera general, se identificaron un total de 96 compuestos voldtiles en las muestras
fermentadas y secas. La subvariedad con mayor cantidad de compuestos volatiles fue la CL, con 76
compuestos, seguida de las subvariedades upalefias (Ucs con n=71, Umm con n=64, Uea con n=63)

y TU, que presentd la menor cantidad de compuestos volatiles (n=53).

Los compuestos se clasificaron en 10 grupos quimicos diferentes, de los cuales la mayoria fueron
alcoholes (n=21), seguidos de acidos carboxilicos (n=16) y ésteres (n=12) (figura 24a). Los tipos de

compuestos encontrados muestran relacidn con lo reportado por diversos autores, para diferentes
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subvariedades de cacao procedentes de distintos paises (Meneses et al.,, 2023; Mori-Mestanza et

al., 2021; Otero et al., 2022; Rodriguez-Campos et al., 2012; Suzuki et al., 2019).

Tal y como se muestra en la figura 24b, los alcoholes fueron los compuestos volatiles encontrados

mayoritariamente en todas las subvariedades y los éteres los de menor proporcion.
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Figura 24. (a) Distribucién porcentual de compuestos volatiles identificados en todas las
subvariedades, y (b) cantidad observada para cada familia por cada subvariedad.
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En el cuadro 10 se detallan los compuestos individuales identificados. La identificacidn se realizé por
comparacion del tiempo de retencién de cada compuesto y su respectivo espectro de masas,
verificando la identidad con la base de datos de la libreria Apps Lab Library de Thermo Scientific
instalada en el equipo utilizado. En el cuadro se incluyen ademas los descriptores de aroma para 56
compuestos voldatiles que han sido previamente asociados con aromas especificos por distintos
autores (Frauendorfer y Schieberle, 2008; Rodriguez-Campos et al., 2012; Kadow et al., 2013;
Hartmann, 2015; Januszewska, 2018; Suzuki et al., 2019; Deusher et al., 2020; Cocom, 2021; Otero
et al., 2022); estos corresponden a un 61,4 % del total de compuestos identificados y no todos son

exclusivos de cacao.

Es importante mencionar que algunos de los restantes 40 compuestos que no han sido previamente
reportados por su asociacion con aromas del cacao u otros alimentos podrian aportar aromas
diferenciadores al cacao upaleno, sin embargo, seria necesario hacer un analisis con un sistema de

olfatometria para poder determinarlo.

Mas adelante, en el apartado 5.2.2, se explica con detalle el comportamiento de algunos de los

compuestos identificados.
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Cuadro 10. Compuestos volatiles totales identificados mediante HS-SPME-CG-MS en los nibs de
cacao tostados de todas las subvariedades, incluyendo los tres tiempos de fermentacién y los tres
tipos de secado, y la descripcidn del aroma asociado encontrado en la literatura.

(*)

Numero Compuesto Acrénimo Descripcidn de aroma asociado Referencias
Alcoholes

1 1-butanol, 3-metil- Al02 Malta, chocolate, amargo, extrafio [4], [9], [5]
2 1,3-propanodiol Al01

3 1-pentanol AlO3 Pungente, verde, levadura, frutal [13]

4 1-tetradecanol Al04

5 2,3-butanodiol Al05 Chocolate, frutal, floral [8], [2]
6 2,5,8,11,14-pentaoxahexadecan-16-ol  Al06

7 2-butanol Al07 Goma [2]

8 2-heptanol, 3-metil Al08 Frutal, citrico [12], [9]
9 2-naftalenol Al09

10 2-propanol, 1-(1-metiletoxi) Al10

11 2-propanol, 1-(2-butoxietoxi)- All1

12 3,6,9,12-tetraoxahexadecan-1-ol Al12

13 3-heptanol, 3-metil Al13 Floral [13]

14 3-pentanol, 3-metil All14

15 4-penten-2-ol All5

16 Bencenometanol, g-metil- All6 Floral, miel [13]

17 Etanol All7 Alcohol, chocolate oscuro [12], [2]
18 Alcohol isopropilico All18 Floral [13]

19 Fenol Al19 Floral, frutal [2]

20 Fenol, 2,3,5,6-tetrametil Al20

21 Alcohol feniletilico Al21 Miel, picante, floral, caramelo, rosa [3]

22 Propilenglicol Al22

Acidos carboxilicos

23 Acido 2,6-piridindicarboxilico Ac01

24 Acido 3-butanoico Ac02 Rancio [5]

25 Acido 4-metiloctanoico Ac03

26 Acido acético Ac04 Vinagre [5], [8]
27 Acido acético, dietil- Ac05

28 Acido benzoico, 4-formil Ac06

29 Acido 2-metilbutanoico Ac07 Queso derretido [2]

30 Acido 3-metilbutanoico Ac08 Queso derretido [2]

31 Acido 2-etilheptanoico Ac09

32 Acido hexanoico Ac10 Acre, pungente, rancio, no deseado [9], [10]
33 Acido L-lactico Acl1l Floral, lavanda, citrico, arandano [6]

34 Acido octanoico Ac12 Grasoso, jabonoso, no agradable [5], [2]
35 Acido 2-butiloctanoico Ac13

36 Acido pentanoico, 4-oxo Acl4

37 Acido propanoico Ac15 Pungente, rancio [9]

38 Acido 2-metilpropanoico Acl6

Notas: (*) [1] Cocom (2021); [2] Deusher et al. (2020); [3] Frauendorfer y Schieberle (2006); [4] Frauendorfer y Schieberle
(2008); [5] Januszewska (2018); [6] Kadow et al. (2013); [7] Mori-Mestanza et al. (2021); [8] Otero et al. (2022); [9]
Rodriguez-Campos et al. (2012); [10] Suzuki et al. (2019); [11] Hartmann (2015); [12] Rottiers et al. (2019); [13] FEMA
(2023); [14] Felipe y Bucas (2016); [15] Lubinska-Szczygiet (2018); [16] Chemical Book (2023). Los compuestos en negrita
estuvieron presentes en todas las subvariedades y en todos los tiempos de fermentacidn.
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)

Numero Compuesto Acrénimo Descripcion de aroma asociado Referencias
Esteres
39 1,3-propanediol, acetato EsO1
40 1,3-propanediol, diacetato Es02
41 Acetato de 2-metil-1-butanol EsO3 Manzana, banano, pera [13]
42 Acetato de 3-metil-1-butanol Es04 Banano, frutal [5], [2]
43 Acetato de 2-pentanol EsO5 Tropical, herbal [6]
44 4-metil-2-pentil acetato EsO6
45 Acido benzoico, éster etilico EsO7 Manzanilla, apio, floral [13]
46 Acetato de etilo EsO8 Pifia, levadura, frutal, verde [9], [5], [8]
47 Acetato de isobutilo Es09 Frutal [9]
48 Isobutil isovalerato Es10 Frutal [13]
49 Acetato de 2-butilo Es11l Banano [8]
50 Acido tiocianico, éster fenilmetilo Es12 Frutal [13]
Aldehidos
51 2,3,6-triclorobenzaldehido AdO1

3-ciclohexeno-1-acetaldehido, a,4-

. . Ad02

52 dimetil- Especias [13]
53 3-furaldehido Ad03
54 Benzaldehido Ad04 Chocolate, almendra rostizada, caramelo [5], [10]
55 Bencenoacetaldehido AdO5 Floral, miel, almendra, frutal [7], [10]
56 Furfural Ad06 Almendra, caramelo, semilla marafion [1].[5]
57 Nonanal AdO7 Citrico, floral, frutal, verde, lavanda, melén [10]
58 2-metilpropanal Ad08 Chocolate, tostado [1], [2]
59 Undecanal Ad09
Cetonas
60 2,3-butanediona Ce01 Mantequilla [11],[12]
61 2-butanona Ce02 Frutal [13]
62 2-heptanona Ce03 Frutal, floral, coco, madera, herbal, leche [6], [5], [12]
63 2-hexanona, 4-metil Ce04
64 2-nonanona Ce05 Coco, herbal, frutal, fresco, tierra, horneado [6], [8], [10]
65 2-octanona Ce06 Moho [13]
66 Acetoina Ce07 Grasoso, crema leche [5]
67 Acetofenona Ce08 Almendra, floral [8],[12]
68 Cafeina Ce09 Café [5]
Hidrocarburos
69 Benceno, 1-propenilo HcO1
70 Benceno, etoxi Hc02

C|cI.c>hetx.eno, 1-metil-4-(1- HeO3
71 metiletilideno)
72 Decano Hc04 Frutal [10]
73 Heptano, 2,2,4,6,6-pentametil Hc05
74 Nonano Hc06
75 Octano, 3,5-dimetil Hc07
76 Tridecano Hc08 Citrico, frutal [10]
77 Undecano Hc09 [10]

Notas: (*) [1] Cocom (2021); [2] Deusher et al. (2020); [3] Frauendorfer y Schieberle (2006); [4] Frauendorfer y Schieberle
(2008); [5] Januszewska (2018); [6] Kadow et al. (2013); [7] Mori-Mestanza et al. (2021); [8] Otero et al. (2022); [9]
Rodriguez-Campos et al. (2012); [10] Suzuki et al. (2019); [11] Hartmann (2015); [12] Rottiers et al. (2019); [13] FEMA
(2023); [14] Felipe y Bucas (2016); [15] Lubinska—Szczygiet (2018); [16] Chemical Book (2023). Los compuestos en negrita
estuvieron presentes en todas las subvariedades y en todos los tiempos de fermentacidn.
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Cuadro 10. Continuacion

Nimero Compuesto Acrénimo  Descripcién de aroma asociado Referencias )
Pirazinas

78 2,3-dietilpirazina Pz01 Cereal, avellana, nuez [13]

79 3-metilpiridazina Pz02

80 Pirazina, 2,3-dimetil Pz03 Caramelo, cocoa, nuez, mantequilla de mani, avellz [10], [13]
81 Pirazina, 2,5-dimetil Pz04 Chocolate, nuez, café, madera [1], [8], [10]
82 Pirazina, 2,5-dimetil-3-propil Pz05

83 Pirazina, 2,6-dimetil Pz06 Nuez rostizada, café, chocolate, herbal [1],[13]

84 Tetrametilpirazina Pz07 Tostado, chocolate, nuez, herbal [8], [13]

85 Trimetilpirazina Pz08 Cocoa, tostado, nuez, mani, vegetal [8], [2]
Terpenos

86 a-Terpineno TpO1 Bergamota [14]

87 c-Terpineno Tp02 Limén [14]

88 Linalol Tp03 Floral, lavanda, bergamota, limén [5],[10], [12]
89 Terpinen-4-ol Tp04 Citrico (15]

90 Timol TpO5 Frutal general [10]
Aminas

91 2-Propenamida AmO01

92 4,5-Dimetil-orto-fenilendiamina AmO02

93 Acetaldehido dimetilhidrazona Am03

94 2,6-Dimetilpiperidina Am04

Eteres

95 Acetaldehido, acetal dipropilico Et01 Herbal [16]

96 Eter alilico etilico Et02

Notas: (*) [1] Cocom (2021); [2] Deusher et al. (2020); [3] Frauendorfer y Schieberle (2006); [4] Frauendorfer y Schieberle
(2008); [5] Januszewska (2018); [6] Kadow et al. (2013); [7] Mori-Mestanza et al. (2021); [8] Otero et al. (2022); [9]
Rodriguez-Campos et al. (2012); [10] Suzuki et al. (2019); [11] Hartmann (2015); [12] Rottiers et al. (2019); [13] FEMA
(2023); [14] Felipe y Bucas (2016); [15] Lubinska—Szczygiet (2018); [16] Chemical Book (2023). Los compuestos en negrita
estuvieron presentes en todas las subvariedades y en todos los tiempos de fermentacion.

5.2.2 Efecto del tiempo de fermentacion

Al analizar el efecto del tiempo de fermentacidn se encontraron presentes 95 de los 96 compuestos
volatiles identificados; el compuesto no detectado fue el alcohol 1,3-propanodiol, que no se ha

asociado previamente con aromas del cacao.

A cada compuesto se le asigné un acrénimo, en el cual las primeras dos letras hacen referencia a la
familia quimica a la que pertenecen. Los acréonimos respectivos para cada compuesto identificado

se encuentran en el cuadro 25 del anexo |.

El grupo que presenta mayor cantidad de compuestos volatiles es el de los alcoholes. Se
identificaron el alcohol feniletilico (Al21) y el 2,3-butanodiol (AlO5), asociados con notas
caracteristicas de chocolate, acarameladas, frutales y florales (Deusher et al., 2020; Otero et al,,

2022), los cuales estuvieron presentes en todas las muestras y permanecieron durante toda la
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fermentacién. En el caso del 3-metil-1-butanol (Al02), reportado por Rodriguez-Campos et al.
(2012) como deseable por sus notas a chocolate y malta, es importante notar que también ha sido
reportado como generador de aromas amargos, extrafios y pungentes por Frauendorfer y

Schieberle (2008) y Januszewska (2018).

Se identificaron otros alcoholes con aromas no deseables (pungente y gomoso), como el 1-pentanol
(Al03) y el 2-butanol (ALO7) (Deusher et al., 2020; FEMA, 2023), que no desaparecieron durante la
fermentacién, sin embargo, las abundancias relativas de los mismos, medidas como porcentaje del
area de los picos del cromatograma, en general, son menores al 2 % (cuadro 21, anexo G). En
comparacion, el 2,3-butanodiol (Al05), generador de aromas deseables y precursor de pirazinas
(Grafack et al. como se cita en Utrilla-Vasquez et al., 2019), tiene abundancias relativas cercanas al

30 %, excepto para la subvariedad TU.

El segundo grupo en importancia en cuanto a cantidad de compuestos es el de los acidos
carboxilicos; entre ellos, el de mayor abundancia fue el acido acético (Ac04), compuesto no deseado
al final de la fermentacién por sus notas avinagradas (Januszewska, 2018; Otero et al., 2022), el cual
estuvo presente en todas las muestras en abundancias relativas cercanas al 30 %, excepto en la
subvariedad TU en la que se encontraron valores mas altos. El contenido de este acido, importante
en las primeras etapas porque actia como agente de control de flora microbiana alterante, debié
disminuir en las etapas de secado y tostado (Cocom, 2021; Copetti et al., 2014; Fraunderdorfer &
Schieberle (2008), sin embargo, los resultados obtenidos no lo evidencian, lo que puede significar

un proceso de secado no eficiente para el cacao.

El tercer grupo en abundancia fueron los ésteres, considerados los compuestos que generan mas
notas aromaticas florales y frutales en los alimentos (Rottiers et al., 2019). En todas las
subvariedades y tiempos de fermentacién estan presentes el acetato de 3-metil, 1-butanol (Es04) y
el acetato de 2-pentanol (EsO5), que otorgan aromas a frutas tropicales, y, especificamente aroma
a banano (Deusher et al., 2020; Januszewska, 2018; Kadow et al., 2013). Ademas, en todas las
muestras totalmente fermentadas (dia 6) se identifico acetato de etilo (Es08), caracteristico por su
aroma a pifia, frutal y verde (Januszewska, 2018; Otero et al., 2022; Rodriguez-Campos et al., 2011).
Este compuesto se produce generalmente al inicio de la fermentacién (18 - 24 h), por acciéon
enzimatica que cataliza reacciones de condensacidon entre acetil/acil-CoA y el etanol y otros

alcoholes superiores, pero, conforme avanza el proceso, va disminuyendo; adicionalmente, la
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esterificacién del 2-pentanol, que genera aromas a frutas tropicales y herbales, se ha reportado que
contribuye a una gran cantidad del total de volatiles reportados en la pulpa de cacao y también
disminuye en el tiempo, dando lugar a otros compuestos (Rottiers et al., 2019). Esta tendencia a
disminuir conforme avanza la fermentacidn se observé en los ésteres antes mencionados, excepto

para la subvariedad TU que en general, muestra un comportamiento contrario (figura 25).

En cuanto a aldehidos y cetonas, compuestos muy importantes generados a partir de la degradacion
de Strecker, en todas las muestras se encontré la presencia de acetoina (Ce07),
bencenoacetaldehido (Ad05) y 2-heptanona (Ce03). La primera se asocia con aromas lacteos y las
otras dos con aromas florales, frutales, a coco, almendras y miel (Januszewska, 2018; Kadow et al.,
2013; Mori-Mestanza et al,, 2021; Suzuki et al., 2019). Por otra parte, la 2-nonanona (Ce05)
(presente en las subvariedades upalefas completamente fermentadas) se asocia con aromas
frutales (Rottiers et al., 2019). En las muestras del dia 3 de todas las subvariedades se identifico el
2-metilpropanal (Ad08), cuya participacion en reacciones secundarias de condensacion con otros

aldehidos, genera compuestos que aportan notas aromaticas florales y dulces (Toker et al., 2020).
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Figura 25. Comportamiento de la abundancia relativa de distintos ésteres asociados con perfiles
aromaticos frutales y herbales para todas las subvariedades a lo largo del tiempo de fermentacion:
(a) acetato de 3-metil-1-butanol, (b) acetato de etilo, (c) acetato de 2-pentanol.
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En el proceso de tostado, debido a la aplicacién de calor, algunos aldehidos pueden dar origen a
compuestos volatiles heterociclicos, como las pirazinas, las cuales se han asociado con aromas
diferenciados que se forman debido a la participacion de precursores (péptidos de cadena corta,
aminodcidos libres y aztcares reductores) en reacciones de Maillard y en la degradacion de Strecker
(Solarte, 2021; Vazquez-Obando, 2016). Las mas abundantes y que estuvieron presentes en todas
las muestras analizadas, fueron la tetrametil y la trimetil pirazina, identificadas previamente por su
aporte de notas a caramelo, chocolate, nueces, mani, tostado, herbal, entre otros (Cocom, 2021;
Deusher et al., 2020; Otero et al., 2022; Suzuki et al., 2019). Algunos estudios sugieren que la trimetil
pirazina es la principal y mds abundante pirazina encontrada en los granos de cacao fermentados,
secos y tostados, atribuyéndole ademas la caracteristica de potenciar el aroma del cacao (Solarte,

2021).

La formacién de este tipo de compuestos se atribuye principalmente a las reacciones a partir de a-
aminocetonas (Rodriguez-Campos et al., 2012), en las que reaccionan la acetoina y el 2,3-butanodiol
con aminodcidos libres (Grafack et al., como se cita en Utrilla-Vasquez et al., 2019). Sin embargo,
también se ha reportado que pueden formarse por el metabolismo de Bacillus subtilis y B.
megatrium, que pueden intervenir alrededor del quinto dia de fermentacién, a temperaturas entre

30-50 °C (Jinap et al., 1994).

La figura 26 ilustra el comportamiento en el tiempo de la acetoina (figura 26b) y el 2,3-butanodiol
(figura 26a), antes mencionados como precursores de las pirazinas. Al no evidenciarse una
disminucién de estos precursores en el tiempo, pero si un aumento en la abundancia relativa de las
pirazinas (figura 26c), es probable que algunas de las pirazinas identificadas se hayan formado por

el metabolismo de bacterias del género Bacillus, tal y como mencionan Jinap et al. (1994).
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Figura 26. Abundancia relativa de pirazinas y algunos de sus compuestos precursores: (a) 2,3-
butanodiol, (b) acetoina, (c) tetrametil pirazina + trimetil pirazina.
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Siempre refiriéndose a las pirazinas, Serra-Bonhevi (como se cita en Rodriguez-Campos et al., 2012)
menciona que estos compuestos pueden representar hasta un 40 % del aroma total de cacao
tostado, aun cuando su abundancia relativa es baja, menor a un 5 %. Como se puede apreciar en la
figura 26¢, y coincidiendo con estos autores, la abundancia relativa de las dos pirazinas
mayoritariamente encontradas en las cinco subvariedades estudiadas al sexto dia de fermentacion,

presentan valores entre 3,3 - 7,9 %.

Otros compuestos identificados incluyen aminas y terpenos, entre ellos el c-terpineno y el timaol,
qgue aportan notas frutales, dulces y citricas (Januszewska, 2018; Suzuki et al.,, 2019), asi como
algunos hidrocarburos, entre ellos tridecano y decano, asociado con aromas citricos y frutales

(Suzuki et al., 2019).

Como ya se menciond, algunos compuestos identificados no se han relacionado previamente con
aromas especificos. Esto coincide con lo reportado por Kongor et al. (2016), quienes refieren que

no todos los compuestos volatiles presentes son importantes para el perfil aromatico del cacao.

En el cuadro 11 se muestran los compuestos asociados con aromas para las distintas subvariedades,
secas y tostadas, al final de la fermentacién (dia 6). La subvariedad Ucs resulté con la mayor cantidad
de compuestos volatiles (38 compuestos) previamente asociados con aromas. Importante
mencionar que en la mezcla de clones y en la subvariedad upalefia Umm se identificé un terpeno

especifico, el linalool, asociado con aromas florales a lavanda y jazmin, muy apreciados en el cacao.
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Cuadro 11. Compuestos volatiles asociados a aromas en las diferentes subvariedades de cacao,
secas y tostadas, al sexto dia de fermentacion.

N° Compuestos asociados con aromas Acrénimo CL Umm Uea Ucs TU
1 Acido 3-butanoico Ac02 X X X

2 Acido acético Ac04 X X X X X
3 Acido butanoico, 2-metil Ac07 X X X X
4 Acido butanoico, 3-metil Ac08 X X X X X
5  Acido L-lactico Acl1 X X X X
6 Acido propanoico Acl5 X X

7 1-butanol, 3-metil- Al02 X X X X X
8 2,3-butanodiol Al05 X X X X X
9 2-butanol AlO7 X X

10  2-heptanol, 3-metil AlO8 X X X X X
11 Bencenometanol, a-metil- Al16 X X X X
12 Etanol All7 X X X X X
13 Alcohol isopropilico Al18 X X X
14  Fenol Al19 X X

15 Alcohol feniletilico Al21 X X X X
16 3-ciclohexeno-1-acetaldehido, q,4- Ad02 X

17 Benzaldehido Ad04 X X X
18 Bencenoacetaldehido Ad05 X X X X X
19 Nonanal Ad07 X X

20 Propanal, 2-metil Ad08 X X X
21  2,3-butanediona Ce01 X X X

22 2-butanona Ce02 X X

23 2-heptanona Ce03 X X X X X
24 2-nonanona Ce05 X X X

25 2-octanona Ce06 X X
26 Acetoina Ce07 X X X X X
27  Acetofenona Ce08 X X X X
28 Cafeina Ce09 X X

Notas: Los compuestos en negrita se encontraron presentes en todas las subvariedades. El color indica la familia quimica

a la que pertenece cada compuesto:

Acidos carboxilicos

Alcoholes

Esteres

Hidrocarburos

Aldehidos

Cetonas

Pirazinas

Terpenos
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Cuadro 11. Continuacién

N° Compuestos asociados con aromas Acrénimo CL Umm Uea Ucs TU
29 Acetato de 1-butanol, 3-metil Es0O4 X X X X X
30 Acetato de 2-pentanol EsO5 X X X X X
31 Acetato de etilo EsO8 X X X X X
32 Acetato deisobutilo Es09 X
33 Acetato de 1-butanol, 2-metil Es03 X X X X
34 Acido benzoico, éster etilico EsO7 X
35 Decano Hc04 -
36 Tridecano Hc08
37 2,3-dietilpirazina Pz01
38 3-metilpiridazina Pz02
39 Pirazina, 2,3-dimetil Pz03
40 Pirazina, 2,5-dimetil Pz04
41  Pirazina, 2,5-dimetil-3-propil Pz05
42 Pirazina, 2,6-dimetil Pz06
43 Tetrametilpirazina Pz07
44 Trimetilpirazina Pz08
45 q-Terpineno Tp01
46 c-Terpineno Tp02 -
47  Linalol Tp03
48 Terpinen-4-ol Tp04
49  Timol Tp05

Total de compuestos asociados con aromas 29 30 28 37 31

Notas: Los compuestos en negrita se encontraron presentes en todas las subvariedades. El color indica la familia quimica

a la que pertenece cada compuesto: Acidos carboxilicos Esteres Aldehidos Pirazinas.

Alcoholes Hidrocarburos Cetonas Terpenos

Los andlisis de varianza mostraron interaccion subvariedad*dia de fermentacion y, por lo tanto, se
obtuvieron las medias de Bonferroni realizadas a los 95 compuestos volatiles identificados (anexo
H) que evidenciaron que un 32,6 % (31 compuestos) no muestran diferencia significativa para la
interaccion entre la subvariedad de cacao y el dia de fermentacién. Para ilustrar mejor las
diferencias y similitudes entre los compuestos volatiles significativos encontrados en las distintas
muestras de cacao se utilizd la herramienta diagramatica conocida como diagrama de Venn, que
consiste en representaciones graficas que muestran la agrupacién de elementos y sus relaciones en
diferentes conjuntos, cuando estos elementos pueden pertenecer a varias categorias al mismo

tiempo (Vasquez et al., 2014).

El diagrama mostrado en la figura 27 representa los compuestos volatiles significativos al final de la
fermentacién, en donde se observd que hay 16 compuestos que estan presentes en las cinco

subvariedades estudiadas. La cantidad de compuestos que solo estan presentes en una de las
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subvariedades se sefala con una flecha negra; el resultado obtenido evidencid que dos de las
subvariedades (Umm y Uea) no presentaron compuestos diferenciadores con respecto a las demas,
pero, la subvariedad Ucs tiene tres compuestos diferenciados relacionados con aromas citricos y
frutales (tridecano y timol), asi como una pirazina (3-metilpiridazina) que no se encontré en ninguna
de las otras subvariedades; por su parte, la mezcla de clones (CL) presenté dos compuestos que
aportan notas citricas, florales, dulces y frutales (nonanal, decano) y la subvariedad TU tiene un

compuesto diferenciado, el acetato de isobutilo, que se relaciona con notas frutales.

3 Pz02 3-Metiipiridazina
HcO8  Tridecano (citrico, frutal)
Tp053  Timol (Frutal general)

Nonanal (Citrico, grasoso, floral, frutal, :
verde, lavanda, melén) "
Hcd4  Decano (Frutal)

Al07

Es03  Acetato de isobutilo (Frutal) 1

TU

Figura 27. Diagrama de Venn que muestra similitudes y diferencias entre los compuestos volatiles
significativos, para las distintas subvariedades totalmente fermentadas (dia 6). Diagrama realizado
con la herramienta on line https://bioinformatics.psb.ugent.be/cgi-bin/liste/Venn/calculate _venn.htpl

Ya que se tienen 95 compuestos volatiles no es factible analizar una comparacion de medias por
cada uno. Con el fin de visualizar las interacciones subvariedad-tiempo de fermentacién entre los
64 compuestos que mostraron diferencia significativa (p<0,05), se realizdé un andlisis de
clusterizacion aglomerativa jerarquica (CAJ) y un analisis de componentes principales (ACP). El

dendograma de la figura 28 muestra el resultado del andlisis de CAJ.


https://bioinformatics.psb.ugent.be/cgi-bin/liste/Venn/calculate_venn.htpl
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Figura 28. Dendograma que muestra la clusterizacidon aglomerativa jerarquica de las subvariedades
con diferentes dias de fermentacién de acuerdo con los compuestos volatiles significativos.

Como se puede apreciar, el cacao fermentado de las subvariedades Ucs y TU se agrupan separadas
del resto de subvariedades, y parecen no mostrar diferencia entre el dia 5 y el dia 6. Es interesante
este comportamiento ya que ambas subvariedades se producen en la misma finca desde hace
alrededor de 50 afios, lo que podria sugerir que ha habido intercambio genético entre ellas, y que
las condiciones ambientales y las practicas agricolas de esta finca productora generan similitudes
en sus caracteristicas de calidad cuando ya se encuentran fermentadas. Es interesante resaltar que
2 de las subvariedades upalefias y la talamanquefia cultivada en Upala (TU) con 3 dias de

fermentacién se encontraron agrupadas con el clon fermentado al dia 3, indicando que los

compuestos volatiles iniciales son similares.

Por otra parte, es importante notar que el cacao de la subvariedad Uea parcialmente fermentado
(dia 3), se agrupa junto con el cacao de 5y 6 dias de fermentacion de la subvariedad Umm, lo cual
puede sugerir, como mencionan algunos autores, que, debido a procesos de hibridacion

espontanea, algunos frutos pueden requerir poca o menor fermentacién que otras variedades

(Arévalo et al., 2016; CAOBISCO/ECA/FCC, 2015).
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El andlisis de componentes principales (ACP) mostrado en la figura 29 evidencid que los
componentes CP1 y CP2 explican un 42,42 % de las variaciones observadas; por otra parte, el CP3
logra explicar en un 14,27 %. El CP1 agrupa, en el eje negativo, todas las subvariedades totalmente
fermentadas (dia 6), excepto para la subvariedad TU (figura 29a), cuyas muestras con 5y 6 dias de
fermentacién TU se agrupan de forma separada, en el eje positivo, junto con las muestras Ucs con
5 y 6 dias de fermentacidn, coincidiendo con lo mostrado en el dendograma de la figura 28 y lo

comentado de que ambas muestras provienen de la misma finca productora.

En la figura 29c se observa que las muestras fermentadas completamente (6 dias) de las
subvariedades Uea y Ucs se ubican en el eje negativo del CP2, y se asocian con compuestos volatiles
indicadores de aromas claves, como la trimetil pirazina (Pz08) y tetrametil pirazina (Pz07), formadas
principalmente en cacaos fermentados durante los procesos de secado y tostado. La tetrametil
pirazina se encuentra en mayor cantidad, tal y como se refiere por varios autores (Delgado-Ospina
etal., 2020; Deus et al., 2021; Mori-Mestanza et al., 2021), asociada también a otras pirazinas, como

la pirazina 2,3-dimetil (Pz03).

También es interesante observar que, en el eje positivo de ambos componentes, se agrupa la
mayoria de las muestras parcialmente fermentadas (dia 3), sin embargo, compuestos como el etanol
(Al07), formado en esos primeros dias por accién de las levaduras, se encuentra asociado
principalmente en cantidades pequefias al cuadrante inferior izquierdo (figura 29c), en donde se
ubican muestras con 5y 6 dias de fermentacidn, en las cuales este compuesto ya no deberia estar
presente debido a la conversidn a 4cido acético producto de la accién de bacterias acido acéticas

(Calvo et al. 2021, Rodriguez-Velazquez et al. 2022).

En la figura 29b se observa que las subvariedades Ucs y TU se agrupan en dimensiones opuestas y
que las muestras parcialmente fermentadas (dia 3) se agrupan ahora en el eje positivo del CP1, pero
en ambos ejes del CP3 (figura 29b). Asimismo, la subvariedad upalena Uea parcialmente fermentada
se encuentra mas cerca del eje central, separandose del resto de subvariedades con 3 dias de

fermentacion, coincidiendo con lo observado en el analisis de CAJ.

Ademas, con el CP3 se observa un efecto importante de la subvariedad TU, la cual agrupa en su eje
positivo a las muestras de los tres tiempos de fermentacidn, cercanas a las demas variedades

parcialmente fermentadas, asociando a esta subvariedad con compuestos como el etanol (lo cual
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podria estar asociado con una menor fermentacion) y, con la presencia del acido acético (figura
29d). Si bien estos compuestos se consideran no deseados en el cacao fermentado, Deusher et al.
(2020) asociaron por primera vez, mediante analisis GC-Olfatometria (GC-0), varios compuestos,
entre ellos el etanol, con olor caracteristico a chocolate oscuro en cacaos fermentados, secos y
tostados. En este componente se agrupan también ésteres y cetonas asociados a compuestos
aromaticos del cacao [acetato de 3-metil-1-butanol (banano, frutal, dulce) y 2-nonanona (herbal,

frutal, dulce)] (Deusher et al., 2020; Januszewska, 2018; Kadow et al., 2013; Suzuki et al., 2019).
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Para tratar de evidenciar si la subvariedad Uea parcialmente fermentada podria requerir menos dias
de fermentacidn para tener un perfil de compuestos volatiles similar al de la subvariedad Umm con
mas dias de fermentacidn, se realizdé un diagrama de Venn. La figura 30 muestra que la mayoria de
los compuestos volatiles aromaticos de la subvariedad Umm con 5 y 6 dias de fermentacidn estan
presentes en la subvariedad Uea parcialmente fermentada (dia 3), pero, ademas, la subvariedad
Uea del dia 3 tiene un perfil de compuestos aromaticos que no estan presentes en la Umm con 5y
6 dias de fermentacidn. Pese a que hay compuestos que solo estdan en la Umm, resultaria muy
interesante poder corroborar estos resultados con una evaluacién sensorial, para eventualmente

poder reducir el tiempo de fermentacion de la subvariedad Uea sin afectar su perfil aromatico.
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Figura 30. Diagrama de Venn que muestra similitudes y diferencias entre compuestos volatiles
significativos de la subvariedad Uea parcialmente fermentada y la subvariedad Umm fermentada.
Diagrama realizado con la herramienta on line https://bioinformatics.psb.ugent.be/cgi-
bin/liste/Venn/calculate venn.htpl

Para finalizar esta seccién, con el fin de visualizar si a diferentes tiempos de fermentacién hay
compuestos comunes, se realizé un nuevo diagrama de Venn para las cinco subvariedades con 5y

6 dias de fermentacion (figura 31).


https://bioinformatics.psb.ugent.be/cgi-bin/liste/Venn/calculate_venn.htpl
https://bioinformatics.psb.ugent.be/cgi-bin/liste/Venn/calculate_venn.htpl
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Figura 31. Compuestos volatiles relacionados con aromas especificos para las muestras de cacao con 5 y 6 dias de fermentacion, para
todas las subvariedades. Diagrama realizado con la herramienta on line https://bioinformatics.psb.ugent.be/cgi-bin/liste/Venn/calculate venn.htpl



https://bioinformatics.psb.ugent.be/cgi-bin/liste/Venn/calculate_venn.htpl
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Como se muestra en la figura 31, las subvariedades tienen entre 22 — 29 compuestos comunes en
ambos dias; esto representa una similitud de 81 % (29 compuestos comunes de un total de 36) para
la subvariedad Ucs, 82 % para CL, 85 % para las subvariedades Umm y Uea, y 86 % para TU. Si bien
la mayoria de los compuestos identificados estan presentes en ambos dias, al igual que se comentd
anteriormente, seria muy interesante poder validar sensorialmente si el perfil aromatico de las

distintas subvariedades se ve afectado o no por las diferencias encontradas.

5.2.3 Andlisis de péptidos

El andlisis SDS-PAGE aplicado a muestras de cacao fermentado y seco permitio obtener la separacion
electroforética de los péptidos y proteinas presentes en las muestras, de acuerdo con sus pesos
moleculares. La figura 32 presenta el resultado obtenido para las cinco subvariedades; cada una de
las bandas que aparece en la figura corresponde a un grupo de péptido y proteinas presentes en el

cacao, que comparten el mismo peso molecular.
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Figura 32. Visualizacion general de péptidos identificados por SDS-PAGE (12 %) en las cinco

subvariedades de cacao sembrado en Upala, Costa Rica.
Notas: El tiempo de fermentacidn se muestra en dias (dia 3 = d3, dia 5 = d5, dia 6 = d6). El tipo de secado se identifica
con la letra S (S1: secador de circulacion continua de aire caliente, S2: secador de aire transversal a 1 m/s, S3: secador de
aire transversal a 2 m/s). La movilidad relativa de las bandas no es comparable entre los distintos geles, para cada uno la
referencia es la linea que tiene el marcador (M).

Tal y como se puede apreciar, de manera general, al dia 3 hay mas bandas de mayor peso molecular
que el resto de los dias. Esto se explica debido a que, a partir del tercer dia de fermentacion, la

muerte del embrién, inducida por la accion de los microorganismos y sus metabolitos, con el
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consecuente aumento de la temperatura y cambio de pH, permite que se liberan enzimas
proteoliticas enddgenas que catalizan la produccidon de péptidos y aminoacidos a partir de las
proteinas presentes inicialmente, en especial la globulina y la vicilina (Cocom, 2021; Deus et al.,

2021; Janek et al., 2016; Marseglia et al., 2014; Santander et al., 2020;).

El cuadro 12 muestra los pesos moleculares de los péptidos visualizados para cada una de las cinco
subvariedades a lo largo de la fermentacién; estos fueron calculados por interpolacién de las bandas
incégnitas en la curva de calibracion, a partir de la recta de mejor ajuste. Los datos de dichas rectas

y sus respectivos coeficientes de correlacidén se encuentran en el anexo D.

Al tercer dia, para la subvariedad Umm se identificaron las bandas de mayor peso molecular (60 —
114 kDa), mientras que para la subvariedad Uea se identificaron las de menor peso (< 30 kDa). Al
dia 6 se obtienen, para todas las subvariedades, péptidos con peso molecular menor a los 30 kDa.
Algunos de los péptidos visualizados coinciden con estudios previos que identificaron por la misma
técnica, péptidos de 15, 31 y 47 kDa provenientes de la vicilina (Voigt et al., 1993). Los resultados
obtenidos (cuadro 12) evidencian, excepto para la subvariedad Umm, que a partir del dia 5,
solamente es posible identificar péptidos menores a 30 kDa, lo cual coincide con lo reportado por
Kumari et al. (2016), quienes identificaron a partir del quinto dia, en granos hibridos procedentes
de Costa de Marfil, una banda cercana a los 21 kDa, y una débil banda de 15 kDa, confirmando asi

la transformacidon de estos compuestos a lo largo del proceso.
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Cuadro 12 Pesos moleculares (kDa) de los péptidos visualizados por SDS-PAGE (12 %) para las
cinco subvariedades en distintos tiempos de fermentacién y secador S1.

Subvariedad Dia3 Dia5 Dia 6 Subvariedad Dia3 Dia5 Dia6
114 57
9% 29
81 23 25 25
68 CL 18 19 -
53 58 13 13 13
46 11 11 11
Umm 40 10 10 9
31 30 31 28 29 29
28 20
23 23 23 Uea 13 15
18 18 18 11
12 14 13 7 8 8
11 11 11 43
58 31
45 26
33 24
29 TU 21
Ucs 23 24 23 18
18 19 18 16 17 18
11 13 12 13 13 13
10 10
8 9 9 9 9 10

Los resultados son similares a los reportados por Amin et al. (1997) quienes encontraron bandas
que revelan la presencia de péptidos de 41,7 kDa en el cacao en baba y en los tres primeros dias de

fermentacidn, los cuales, sin embargo, ya no se detectan por este método a partir del cuarto dia.

Con respecto a los altos pesos moleculares (> 68 kDa) observados en la muestra Umm,
Buyukpamukcu (2001) identificd, en los primeros 3 dias de fermentacién, bandas cercanas a los 90
kDa en cacao amelonado (variedad Forastero) procedente de Costa de Marfil. Por otra parte,
Lerceteau et al. (1999) reportaron que, producto de una modificacién pos-traduccional (inducida o
en vivo) de la vicilina (tipo 7S, encontrada también en semillas de algoddn), se puede formar un
trimero de 139 kDa. La degradacidn posterior de ese tipo de polipéptidos podria explicar la mayor

cantidad de bandas de alto peso molecular visualizadas para esta especie en particular.

La cantidad de péptidos y proteinas visualizadas para cada una de las subvariedades se presenta en
el cuadro 13. Segln se aprecia, con respecto al tiempo de fermentacion no hay diferencia
significativa (p>0,05) en la cantidad de péptidos visualizados el dia 5 y el dia 6, pero si existe
diferencia con respecto al dias 3, en el que se visualizaron una mayor cantidad de bandas. Con
respecto a la subvariedad, hay diferencia significativa entre la subvariedad upalefia Umm, que tiene

una mayor cantidad de péptidos para cada tiempo de fermentacidn y la subvariedad Uea, en la que



82

se visualizé la menor cantidad de péptidos; sin embargo, no existe diferencia significativa entre cada

de estas subvariedades y las subvariedades CL, TU y Ucs.

Cuadro 13. Cantidad de bandas identificadas para cada subvariedad a lo largo de la fermentacién
para el secado de circulacién continua de aire caliente a 40 °C.

Tiempo de fermentacion

Subvariedad ; b m
Dia 3 Dia 5 Dia 6
cL® 7 5 4
Umm ? 13 6 5
Ucs *° 9 4 4
Uea® 5 2 3
TU 10 3 3

Con el fin de evidenciar la transformacién sufrida por los péptidos visualizados a lo largo de la
fermentacion, se hizo un analisis de la intensidad de sus bandas, asociandola de esta forma con su

abundancia relativa en el tiempo.

En la figura 33 se observa el resultado para todas las subvariedades. Es interesante notar que desde
el dia 3 hay presencia de péptidos de bajo peso molecular (< 20 kDa), cuya intensidad de banda
muestra que estan presentes en una mayor abundancia relativa que en el quinto y sexto dia de
fermentacién. Si bien el contenido de proteinas del cacao estd compuesto mayoritariamente por
albumina (52%) vy vicilina (43 %), en cacao no fermentado se ha reportado la presencia de otras

fracciones nitrogenadas proteicas mas pequenias (Kumari et al., 2016; Lerceteau, 1999).

Los perfiles de abundancia obtenidos parecen tener relacién con lo reportado por Lerceteau et al.
(1999), quienes analizaron la evolucidn de las proteinas de cacao durante la fermentacién por 2D-
PAGE e identificaron, mediante el analisis de su abundancia y posterior cuantificacién, tres
categorias de péptidos. La primera de ellas representé aproximadamente el 70 % vy, corresponde a
polipéptidos que resisten la degradacion a lo largo de la fermentacidon (peso molecular de 16,5 kDa)
o de lenta degradacién (21 kDa). Una segunda categoria incluyé aquellos que ya no estan presentes
al final de la fermentacidn, correspondientes a la globulina, que se transformaron en los primeros
tres dias de la fermentacion en subunidades de 47 kDa, 31 kDa y 14,5 kDa. Por ultimo, la tercera
categoria corresponde a fracciones mas pequefias, de entre 11 — 17 kDa, las cuales aumentan su

concentracion.
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Los cambios observados en la intensidad de las bandas de todas las subvariedades confirman la
transformacién en el tiempo de las fracciones de mayor peso molecular en compuestos menores,
como péptidos y aminodcidos libres. Esta transformacién no solo va a permitir que estos
compuestos contribuyan con la formacién de compuestos aromaticos mediante su participacién en
reacciones de Maillard durante el tostado, si no que se transformen en otro tipo de compuestos que
no pueden ser detectados mediante la técnica aplicada, por ejemplo, aminas bioactivas (Castro-

Alayo et al., 2019, Deus et al., 2021).
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5.2.4 Interaccidn de las distintas variables respuesta para el efecto del tiempo de
fermentacion

Con el fin de visualizar si existen sinergias entre las distintas variables respuesta evaluadas en
funcién del tiempo de fermentacion, se aplicé un analisis multifactorial (AMF), el cual logré explicar
un 42,35 % de las relaciones observadas. Para simplificar la imagen obtenida (figura 34), los
compuestos volatiles significativos se agruparon segun la cercania mostrada en el anélisis de

componentes principales (el detalle del agrupamiento se encuentra en el cuadro 26-anexo J).

Este analisis confirmd que las subvariedades se agrupan en funcion del dia de fermentacion (figura
34a), alavez que evidencid algunas relaciones interesantes entre las variables estudiadas, las cuales

se detalla a continuacion.

Asociados a la fase aerobia se ubica la mayor cantidad de péptidos precursores de aroma (cuadrante
positivo del factor 1). Como se mencioné anteriormente, conforme avanzaron los dias de
fermentacién, los péptidos de mayor peso molecular se fueron transformando en péptidos mas
pequefios, y, algunos de estos posteriormente se transformaron en compuestos aromaticos,
provocando la disminucién en el tiempo de la cantidad de fracciones peptidicas identificadas. Por
otra parte, el vector que indica la presencia de acido citrico, presente en mayores cantidades al
inicio de la fermentacion al ser uno de los acidos presentes en el cacao en baba, se ubica cerca del
agrupamiento de las variedades con 3 dias de fermentacidn, asi como también de la subvariedad
Umm del dia 5 y dia 6, que se habian mostrado, en el dendograma de la figura 28, agrupadas mas

cerca de las subvariedades parcialmente fermentadas que de las del final de la fermentacién.

Se puede apreciar también que el agrupamiento de los cacaos parcialmente fermentados se
relaciona mayoritariamente con la presencia de una gran cantidad de compuestos volatiles
asociados con aromas, como las cetonas (identificadas como Ce); también aldehidos, alcoholes e
hidrocarburos, algunos de los cuales (undecano (Hc09), benceno 1-propenilo (Hc01), 4,5-dimetil-
orto-fenilendiamina (Am02), heptano, 2,2,4,6,6-pentametilo (Hc05)) no han sido previamente
asociados con compuestos aromaticos especificos, pero podrian jugar un papel importante como

precursores.

En cuanto a las pirazinas, se observa que en el cuadrante inferior derecho (figura 34b) no hay

vectores asociados a este tipo de compuestos, es decir, no estan presentes en cantidades
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apreciables en las muestras parcialmente fermentadas (dia 3). Tal y como se reporta en la literatura,
compuestos aromaticos como las pirazinas, se forman posteriormente a partir de precursores
formados durante la fase anaerobia de la fermentacion (Arvelo et al., 2017; Deus et al., 2021;
Marseglia et al., 2014). Esto se evidencia en el analisis multifactorial, pues la presencia de estos
compuestos (identificados en recuadro amarillo en la figura 34b en el cuadrante superior izquierdo,
identificadas como Pz1 y Pz2) se encuentra relacionada con el agrupamiento de las muestras con 5

y 6 dias de fermentacidn, principalmente con las subvariedades Ucs, Uea y TU.

De esta manera, los resultados obtenidos muestran relacion entre la cantidad de péptidos
precursores de aromas, la presencia de acidos organicos, principalmente acido citrico y acido
acético, y los compuestos volatiles, con las distintas fases de la fermentacién, identificando
relaciones especificas en cacaos parcialmente fermentados (dia 3) en comparacion con las muestras

fermentadas (5 y 6 dias).
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Figura 34. Analisis multifactorial para el efecto del tiempo de fermentacidn.
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5.3 Efecto del tipo de secado sobre el contenido de acidos organicos, el perfil de
compuestos volatiles y péptidos precursores de aromas clave

5.3.1 Contenido de acidos organicos

Se estudio el efecto del tipo de secado aplicado sobre el cacao posterior a su fermentacion, para lo
cual se contd con tres sistemas: el secador de circulaciéon continua (S1), el secador de flujo
transversal con una velocidad de 2 m/s (S2), y el secador de flujo transversal con velocidad de 1 m/s
(S3). El analisis estadistico reveld que la acidez total no muestra diferencias significativas (p>0,05)
con respecto a la subvariedad, pero en cuanto a acidos especificos, los 9 acidos identificados
(oxdlico, citrico, succinico, lactico, acético, quinico, tartarico, glucénico y malico) muestran
diferencias significativas (p<0,05) con respecto a la subvariedad (cuadro 18A, anexo E). Al igual que
en el efecto observado para el secador de circulacién continua (S1), en la subvariedad TU estan
presentes todos los acidos cuantificados, y es esta subvariedad la que presenta menor contenido de

acido oxdlico, citrico y acético.

Con respecto al dia de fermentacidén y tipo de secador, los acidos que mostraron diferencias
significativas (p<0,05) fueron el oxalico, citrico, lactico, acético y tartdrico (cuadro 20B, anexo E). En
general, para un mismo dia de fermentacidn, no existe diferencia significativa en el contenido de

acidos orgdnicos de las muestras de los tres tipos de secador.

En la figura 35 se muestra el contenido de estos acidos orgdnicos significativos en funcidn del tipo
de secador, para las muestras parcialmente fermentadas (dia 3) y totalmente fermentadas (dia 6);
se observa que para al acido citrico, todos los secadores favorecen la disminucién de su contenido
en el tiempo, contrario a lo que sucede con el 4cido acético y el acido lactico, que, como se explicé
anteriormente para el secador S1, aumentan con el tiempo de fermentacion debido al metabolismo
de las bacterias acido acéticas y acido lacticas; sin embargo, se esperaba que el acido acético, al ser
volatil, disminuyera durante el secado, comportamiento que no se observd en ninguno de los tres

secadores.
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Figura 35. Contenido de acidos orgdnicos significativos de nibs de cacao en funcién del dia de
fermentacién y el tipo de secador

El 4cido acético, compuesto volatil, deberia haber disminuido su concentracion al someterse a los
procesos de secado y tostado, sin embargo, al observar el comportamiento de este acido en los dos
secadores de flujo transversal, S2 y S3, se obtiene el mismo comportamiento observado en el
secador de circulacion continua (S1), lo cual refiere nuevamente a la posibilidad de que se haya
producido un endurecimiento de la cascarilla que dificultara la difusidn del acido acético (Parra,

2014), o bien, que el secado se haya realizado demasiado rapido (CAOBISCO/ECA/FCC, 2015).

Reforzando lo anterior, Hoskin y Dimick (citados en Chica, 2022), mencionan que la difusion de los
acidos se ve disminuida durante el secado debido a que la cascarilla se adhiere a los cotiledones.
Por su parte, en un estudio realizado por Garcia-Alamilla et al. (2007), se comprobé que la humedad
de la cascarilla alcanzaba valores cercanos al 10 % en aproximadamente 1 h de secado, provocando

esto el efecto de barrera y disminuciéon de la tasa de difusividad.

El endurecimiento de la cascarilla esta relacionado no solo con la temperatura, sino ademads con el
tiempo de secado. En un estudio realizado por Rodriguez-Campos et al. (2011) se reportd, en
muestras secadas en horno de conveccién a 60, 70 y 80 °C por 12, 8 y 6 h respectivamente,
contenidos de acido acético entre 0,8769 — 0,9576 g/100 g, valores que son superiores a los

obtenidos en la presente investigacion, en la que el secado se realizd6 a 40 °C. Estos autores



90

reportaron, ademas, que el contenido de acido acético fue significativamente menor (p<0,05) en
muestras de cacao secado al sol. El secado solar tiene la particularidad de requerir tiempos de
secado mas largos (Cocom, 2021), lo que podria estar favoreciendo la difusividad del 4cido acético

a través de la cascarilla.

En el cuadro 14 se presentan los datos generales del proceso de secado realizado; las cinco
subvariedades estudiadas requirieron de 5 - 7 dias para alcanzar valores de humedad de 7,2-7,6 %
(humedades reportadas previamente en el cuadro 8) y, los resultados obtenidos confirman que en
las primeras 48 h de secado, la humedad disminuyé desde alrededor de 60 % hasta valores de 9 -
12 % dependiendo de la subvariedad. En la figura 46 del anexo K se muestra un ejemplo de las curvas
se secado.

Cuadro 14. Datos generales promedio de contenido de humedad en las primeras 48 h de los
procesos de secado para todas las subvariedades

Subvariedad Umm Ucs Uea TU CL

Tiempo total del proceso de 160 130 150 140 120

secado, horas

Humedad inicial de los granos 58 56 60 58 60

fermentados (%)

Humedad de los granoscon 48 h 12 9 12 10 9

de secado

La disminucidn observada corresponde a una pérdida del 79 - 85 % de la humedad en los primeros
dos dias de secado (dependiendo de la subvariedad), lo cual podria estar influyendo en la reduccidn
de la difusividad del acido acético, sin embargo, para poder confirmarlo se requiere profundizar en
el estudio de los efectos del proceso de secado sobre el dcido acético y, en general, sobre otros

compuestos volatiles.

En resumen, los resultados obtenidos evidencian que las diferencias encontradas en la cantidad de
acidos organicos presentes en las muestras de nibs de cacao de las distintas subvariedades se ven

influenciadas por el tiempo de fermentacién (dia 3 y dia 6) y no por el tipo de secador utilizado.
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5.3.2 Analisis de compuestos volatiles

Para el efecto del tipo de secado se identificaron 96 compuestos volatiles, un compuesto adicional
a los encontrados para el efecto del tiempo de fermentacidn. Este compuesto es el 1,3-propanodiol
(Al01), alcohol que se identificé Unicamente en la muestra fermentada del dia 6 de la mezcla de
clones (CL) secada en los dos secadores de flujo transversal (S2 y S3). El grupo de los alcoholes es el
gue se encuentra en mayor proporcién en todas las subvariedades, y es la subvariedad CL la que

tiene mayor cantidad de compuestos volatiles (n=71).

Los andlisis de varianza y medias de Bonferroni realizados a la totalidad de los compuestos (cuadro
24, anexo H) evidenciaron que un 12,5 % (12 compuestos) no muestran diferencia significativa
(p>0,05) para la interaccidn entre la subvariedad y el tipo de secado. Al igual que se hizo con el
tiempo de fermentacidn, con el fin de visualizar las interacciones entre los 84 compuestos que
mostraron diferencia significativa, se realizé un analisis de clusterizacidn aglomerativa jerarquica

(CAJ) y un analisis de componentes principales (ACP).

Como se puede apreciar en la figura 36, el cacao parcialmente fermentado (dia 3) de la subvariedad
TU, se agrupa, para todos los tipos de secador, junto con las muestras totalmente fermentadas (dia
6) de las subvariedades TU y upalefias. Por otro lado, la mezcla de clones del dia 6 se agrupa con las
subvariedades upalefias Umm y Uea parcialmente fermentadas (dia 3). Estos agrupamientos
pueden sugerir que las subvariedades mencionadas tienen caracteristicas aromaticas similares. En
ninguno de los casos, los agrupamientos por subvariedad muestran diferencia con respecto al tipo

de secador.
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Figura 36. Dendograma que muestra la clusterizacion aglomerativa jerarquica de los compuestos volatiles
significativos en funcion del tiempo de fermentacion y el tipo de secado.

El ACP (figura 37) explica con tres componentes un 48,77 % de las variaciones observadas (CP1 =
19,90 %, CP2 = 15,68 %, CP3 = 13,19 %). En la figura 37a se observa que las muestras se agrupan en

funcién de la subvariedad y dia de fermentacién, sin mostrar diferencias para el tipo de secador.

Se observa que en el eje positivo del CP1 y en concordancia con lo mostrado en el dendograma de
la figura 36, las muestras parcialmente fermentadas (dia 3) de todas las subvariedades se mantienen
juntas (eje positivo del CP1), mientras que las muestras de TU, sin importar el dia de fermentacion,
se agrupan en el eje negativo del CP2 (figura 37a). El tercer componente (figura 37b) mantiene
agrupadas las muestras parcialmente fermentadas en el eje positivo del CP1, pero en planos
opuestos al agrupamiento del CP2. El ACP confirma que los resultados son independientes del tipo
secado, pues tanto el secador de circulacion continua de aire caliente (S1) como los secadores de
aire con flujo transversal a velocidad de 1m /s (S2) y 2 m/s (S3) se agrupan de la misma manera para

todas las subvariedades fermentadas.

En la figura 37c se observa que la 2,3-dimetilpirazina, (Pz03), que Unicamente se encontrd en las

muestras TU y Ucs, se mantiene relacionada con estas subvariedades, las cuales, como se menciond
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anteriormente, se producen en la misma finca y tienen ambas la mayor cantidad de compuestos
volatiles previamente asociados con aromas. Estas se asocian ademds con una mayor presencia de
compuestos como la tetrametilpirazina (Pz07), responsable de aromas a tostado, chocolate, nuez,
avellana y herbal (FEMA, 2023; Frauendorfer & Schieberle, 2006; Suzuki et al., 2011), con la cetona
2-heptanona (Ce03) y el éster acetato de 2-butilo (Es11), asociados con aromas florales y frutales

(Januszewska, 2018; Otero et al., 2022; Rottiers et al., 2019).

Por su parte, en la figura 37d se aprecia que, al incorporar el CP3, la subvariedad upalefia Umm
gueda un poco mas aislada del resto, mostrando afinidad con compuestos como el acido 3-
butanoico (Ac02), asociado con aromas rancios (Januszewska, 2018) y con el acetaldehido, acetal

dipropilico (Et01), asociado con notas herbales (Chemical Book, 2023).
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S2, S3).
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Pese a que el analisis estadistico indicdé que no hay diferencias entre los tres tipos de secado
aplicados, para visualizar las similitudes y diferencias entre los compuestos volatiles identificados
para cada secador y cada subvariedad al final de la fermentacién (dia 6), se realizé el diagrama de

Venn que se muestra en la figura 38.

Como se aprecia, todas las subvariedades comparten una alta cantidad de compuestos volatiles
independientemente del tipo de secado aplicado. En el caso de la subvariedad upalefia Ucs, en el
secado por circulacion continua de aire caliente aparece un compuesto diferenciado asociado con
aroma citrico y frutal, el tridecano (Hc0), mientras que la subvariedad TU presentd, para el secado
por aire de flujo transversal a 1 m/s (S3), un compuesto asociado con aromas herbales y frutales,
pero también un compuesto asociado con aromas grasosos y jabonosos, no deseables, el acido
octanoico (Hc12). Por su parte, la mezcla de clones presenta aromas diferenciados (herbales,
frutales, nuez, tostado, mantequilla de mani) para la muestra secada en el secador de flujo
transversal con velocidad de 2 m/s (S2), y la subvariedad upalefia Umm presenta aromas

diferenciados en el secado por circulacién continua de aire caliente (S1).
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Figura 38. Compuestos volatiles relacionados con aromas especificos para las muestras de cacao con 6 dias de fermentacion, para todas las
subvariedades y tipo de secado. Diagrama realizado con la herramienta on line https://bioinformatics.psb.ugent.be/cgi-
bin/liste/Venn/calculate venn.htpl
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Los resultados obtenidos demuestran que para estas cinco subvariedades cultivadas en Upala el
tipo de secador utilizado no afecta significativamente el perfil de compuestos volatiles. Este es un
resultado interesante ya que, segun reportan Badilla et al. (2022), estos tres tipos de secador son
igualmente efectivos para disminuir la humedad de granos de cacao, pero en su estudio se
concluyd que, a nivel piloto, el secado que utilizé flujo transversal a 2 m/s logré la reduccion de
humedad en un tiempo menor, lo cual puede ser beneficioso para los productores de la zona, pues
podrian reducir su tiempo de proceso, siempre y cuando se lleve a cabo un control estricto de la
temperatura y humedad final de los granos. Es importante considerar que debe existir un
equilibrio entre la tasa de disminucion de la humedad y el contenido de compuestos clave de
aroma, por lo que, para tomar la decisién de disminuir el tiempo de secado o seleccionar el tipo
de secador mas adecuado, se deben realizar estudios mas detallados que permitan determinar si
los compuestos que se asocian con un tipo de secado especifico otorgan perfiles aromaticos
diferenciadores a las distintas subvariedades, por ejemplo, andlisis sensoriales y de olfatometria.
Ademas, es importante realizar estudios que permitan optimizar el proceso de secado,

considerando las condiciones de temperatura, humedad relativa y velocidad del aire.

5.3.3 Andlisis de péptidos

El efecto del tipo de secado sobre la formacion de péptidos precursores de aroma ha sido poco
estudiado. Se analizaron muestras a los 3 y 6 dias de fermentacion luego de ser secadas en los tres
tipos de secador, todos a una temperatura de 40 °C, temperatura que garantiza que no se afecte la

hidrélisis enzimatica (Parra, 2014), y, con ello, la generacién de péptidos y aminodcidos precursores.

En el cuadro 15 se muestran los pesos moleculares identificados para las distintas subvariedades y
se observa que, al tercer dia, la subvariedad Umm tiene los péptidos mas grandes para el cacao
secado en los tres tipos de secador. Los datos coinciden con los observados para evaluar el efecto
del tiempo de fermentacién en el secador de circulacidn continua de aire caliente (S1), previamente

discutidos.
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Cuadro 15. Pesos moleculares (kDa) de los péptidos visualizados por SDS-PAGE (12 %) para las
cinco subvariedades en distintos tiempos de fermentacién y tipo de secado.

Pesos moleculares, kDa Pesos moleculares, kDa
Subvariedad Dia3 Dia 6 Subvariedad Dia3 Dia 6
S1 S2 S3 S1 S2 S3 S1 S2 S3 S1 S2 S3
114 114 119 57 57 57
96 98 33
81 81 29 29 29
68 69 71 L 23 24 24 25 25 25
55 53 55 18 19 19 19
46 47 48 45 44 13 13 13 13 13 13
Umm 40 41 43 11 11 11 11 10 10
31 31 32 31 30 30 10 10 10 9 9 9
28 28 29 63 62
23 23 23 23 24 23 28 27 27 29 29 30
18 18 18 18 19 19 Uea 20 20 20 22 22
13 12 13 13 13 13 13 14 14 15 15 14
11 11 11 11 11 11 11 11 11
58 57 57 7 7 7 8 8 8
48 43 43 43
45 44 39
33 32 32 31 30 31
29 29 29 26 28 25
Ucs 23 23 24 23 21 19 24 25
18 18 18 18 12 TU 21 21 21
11 12 13 12 11 10 18 17 17 18 18
10 10 16 16
8 8 9 9 8 7 13 13 13 13 13 14
10 10 10
9 9 9 10 10 10

Notas: El tipo de secado se identifica con la letra S (S1: secador de circulacién continua de aire caliente, S2:
secador de aire transversal a 1 m/s, S3: secador de aire transversal a 2 m/s).

Por su parte, Brunetto et al. (2020) hacen referencia a que la formaciéon y acumulacion de
oligopéptidos y aminodcidos libres no es constante durante la fermentacién y el secado, y, que,
ademas de depender del pH y la temperatura, se ve afectada por el material genético, lo cual podria

explicar las variaciones observadas entre subvariedades.

En cuanto a la cantidad de péptidos visualizados, segun se aprecia en el cuadro 16, con respecto al
tiempo de fermentacidn hay diferencia significativa (p<0,05) en el dia 3, pero, con respecto al tipo
de secado no existe diferencia significativa. Al igual que se observé anteriormente, la subvariedad

Umm muestra diferencia con respecto a las demds para todos los tipos de secado.
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Cuadro 16 Cantidad de bandas identificadas para cada subvariedad a lo largo de la fermentacion
para los tres tipos de secado a 40 °C.

b b

Subvariedad 51 2 >3
d3° d6 ° d3? d6 ° d3° d6°
cL® 7 4 7 5 8 4
Umm?® 13 5 13 6 11 6
Ucs ° 4 4 4
Uea " 3 4 4
TU® 10 3 11 3 3

La figura 39 muestra la variacion de la abundancia relativa de los péptidos identificados para los
distintos tipos de secado aplicados. De nuevo, los perfiles de abundancia parecen tener relacién con
lo reportado por Lerceteau et al. (1999), mostrando el mismo comportamiento obtenido para el
efecto del tiempo de fermentacién mostrado en la figura 33, y evidenciando la transformacion de
las distintas fracciones proteicas a lo largo de la fermentacién, independientemente del tipo de

secado.

Como se menciond anteriormente, estos tres tipos de secador son efectivos para disminuir la
humedad de granos de cacao (Badilla et al., 2022); por su parte, Vargas (2019), comprobd que el
uso de un secador de flujo transversal con una velocidad de aire de 1 m/s a una temperatura de 65

°C es efectivo para obtener la humedad final de 7,45 % en los granos secos.
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En el caso del andlisis de péptidos precursores de aroma y en vista de los resultados obtenidos, para
una misma subvariedad y un mismo dia de fermentacion, ni el tipo de secado (flujo transversal o
flujo de circulacidn continua), ni la velocidad del aire en el flujo transversal, ejercieron un efecto
significativo en los péptidos visualizados por SDS-PAGE. Dado que no existen diferencias
significativas en la cantidad de los péptidos visualizados para el cacao proveniente de los tres tipos
de secador, la reduccién del tiempo y la cinética de secado que garantiza la humedad final de entre
7,0 - 7,5 % para el cacao obtenido de los secadores de flujo transversal podria ser beneficiosa para
las personas productoras, siempre y cuando se consiga al final un producto que conserve sus

caracteristicas de cacao fino y de aroma.

5.3.4 Interaccion de las distintas variables respuesta para el efecto del tipo de secado

Para el efecto del tipo de secado quedé evidenciado que el tipo de secador utilizado no influye en

las variables respuesta analizadas.

Considerando que los tres tipos de secador utilizados logran una disminucién del contenido de
humedad del grano de cacao que permite garantizar su estabilidad en el tiempo (humedad final
entre 7,2 — 7,6 %); y que en cacaos de subvariedades amazodnicas utilizando distintos tipos de
secadores a temperaturas similares (30 - 60 °C) se logré el desarrollo de caracteristicas aromaticas
asociadas con la calidad del grano (Herman et al.,, 2018; Hii et al., 2008b), serd interesante
profundizar en estudios con el secador de flujo transversal de aire a 2 m/s (S2), que logré la
reduccion del contenido de humedad en un tiempo menor, de manera que se pueda mantener el
perfil aromatico de las cinco subvariedades sembradas en Upala con un tiempo de secado menor.
También, es importante lograr un secado que evite que continlen las etapas fermentativas, y evite
el endurecimiento de la cascarilla, proporcionando asi un grano que no contenga altas cantidades

de 4cido acético, que podria ser perjudicial en su sabor y aroma.

Los productores upalefios generalmente utilizan el secado al sol, que tiene algunos inconvenientes,
como por ejemplo la dependencia de las condiciones climaticas y la variabilidad que estas otorgan
al cacao, por tanto, los resultados obtenidos son relevantes ya que sientan las bases para estudiar
mas profundamente el proceso de secado de flujo transversal para evaluar si es posible transferir

esta tecnologia de secado para disminuir tiempos de proceso y estandarizar la calidad.
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6. CONCLUSIONES

El protocolo seguido para aumentar la temperatura de la cdmara de fermentacidon permitid
conservar el calor generado por la masa fermentativa, con lo que logré estudiar algunos compuestos

determinantes de la calidad del cacao durante la fermentacién en microlotes.

En el cacao en baba no se encontraron diferencias en el contenido de proteina, acidez total y acidos

organicos de las distintas subvariedades upalefias estudiadas y de la mezcla de clones.

No existe diferencia significativa en la acidez total de las distintas subvariedades, pero si se
identificaron diferencias influenciadas por el tiempo de fermentacidn, donde se evidencia su
aumento del dia 3 al 5y 6, lo cual se debe al aumento del acido acético y lactico, y no se ve afectado

por el contenido relativo de acido citrico, que mas bien disminuyd.

En el cacao seco y fermentado existen diferencias en los contenidos de acidos citrico, succinico,
lactico, tartdrico, glucénico y malico de las distintas subvariedades. La subvariedad talamanquefia
cultivada en Upala, ademds de tener el menor contenido de acido citrico, tiene cantidades menores

de otros acidos que no estdn presentes en las demds subvariedades.

Se identificaron 96 compuestos volatiles diferentes, por medio de HS-SPME-GC-MS, siendo la
subvariedad upalena Ucs la que tuvo mayor cantidad de compuestos previamente asociados con

aromas (n=37) y la subvariedad Uea la que tuvo menos (n=28).

La mayoria de compuestos volatiles presentes en las muestras de cacao fueron alcoholes, seguidos
de acidos carboxilicos y ésteres; entre los alcoholes identificados se encuentran el alcohol feniletilico
y el 2,3-butanodiol, asociados con notas caracteristicas de chocolate, acarameladas, frutales y
florales; el 3-metil-1-butanol, reportado como deseable por sus notas a chocolate y malta; y, en
abundancias relativas menores al 2 %, el 1-pentanol y el 2-butanol asociados con aromas no
deseables (pungente y gomoso); el acido mayoritario fue el acético, no deseado al final de la
fermentacién por su aroma a vinagre, que estuvo presente en todas las muestras, con abundancias

relativas cercanas al 30 %, excepto en la subvariedad TU en la que se encontraron valores mas altos.

En todas las subvariedades y tiempos de fermentacion estan presentes los ésteres acetato de 3-

metil- 1-butanol, y acetato de 2-pentanol, que otorgan aromas a frutas tropicales; ademds, en todas
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las muestras fermentadas (dia 6) se identificd acetato de etilo, caracteristico por su aroma a pifia,

frutal y verde, de ahi que no se puede diferenciar las subvariedades upaleias de la mezcla de clones.

Se identificaron ocho pirazinas, que son compuestos que juegan un rol preponderante en el aroma
del cacao; la trimetil y la tetrametil pirazina, identificadas previamente por su aporte de notas a
caramelo, chocolate, nueces, mani, tostado y herbal, estuvieron presentes en todas las muestras

analizadas, con abundancias relativas entre 3,3 y 7,9 % al final de la fermentacion.

Un 32,6 % de los compuestos volatiles (31 compuestos) no mostraron diferencia significativa
(p>0,05) para la interaccién entre las subvariedades y el dia de fermentacidn; esta cantidad se

reduce a 12,5 % (12 compuestos) al analizar el efecto del tipo de secado.

Al dia final de la fermentacidon hay 16 compuestos volatiles que estdn presentes en las cinco
subvariedades estudiadas; especificamente, las subvariedades Umm y Uea no presentaron
compuestos diferenciadores con respecto a las demas, pero, la subvariedad Ucs tiene tres
compuestos diferenciados relacionados con aromas citricos y frutales (tridecano y timol), asi como

una pirazina (3-metilpiridazina) que no se encontrd en ninguna de las otras subvariedades.

Compuestos volatiles de las subvariedades fermentadas Ucs y TU, producidas en la misma finca, se
separaron del resto, y parecen no mostrar diferencia entre el dia 5 y el dia 6 de fermentacidon. En
general, al comparar los compuestos volatiles encontrados el dia 5 y el dia 6 se observa que la

mayoria de los compuestos identificados estan presentes en ambos dias.

Se evidencié ademas que el tipo de secado a 40 °C (circulacién continua de aire caliente, flujo
transversal de aire a 1 m/s y flujo transversal de aire a 2 m/s) no afecta significativamente el perfil

de compuestos volatiles.

Se implementd una nueva metodologia para el andlisis electroforético por SDS-PAGE para analizar
el comportamiento del peso molecular de los péptidos en muestras de cacao fermentado y seco.
Esta podra ser util para futuras investigaciones sobre la posible relacion de estos compuestos con

caracteristicas de calidad del grano.

El andlisis por SDS-PAGE aplicado al cacao fermentado y seco permitié obtener la separacion
electroforética de los péptidos presentes en las muestras. Algunos de los péptidos visualizados

coinciden con estudios previos que identificaron fracciones de 15, 31 y 47 kDa provenientes de la



104

vicilina. Los cambios observados en la intensidad de las bandas de todas las subvariedades
confirman la transformacidn en el tiempo de las fracciones de mayor peso molecular en compuestos

menores.

La cantidad de péptidos visualizados no muestra diferencia significativa con respecto al tiempo de
fermentacién ni el tipo de secador utilizado. Con respecto a las subvariedades, la Unica que presenta
diferencia con respecto a las demas es la subvariedad upalefia Umm, que tiene péptidos de mayor

peso molecular.

Por ultimo, el analisis multifactorial confirmé que las subvariedades se agrupan en funcién del dia
de fermentacién, a la vez, evidencié relacion entre la cantidad de péptidos precursores de aromas,
la presencia de acidos organicos, principalmente 4acido citrico, y los compuestos volatiles, con las

distintas fases de la fermentacion.

Los resultados obtenidos aportan una base cientifica importante para continuar estudiando los
compuestos clave que definen el perfil aromatico del cacao upalefio, de manera que se pueda
establecer la viabilidad de ajustar los parametros asociados a los procesos de fermentacién y secado
sin afectar las caracteristicas distintivas que le otorgan a este cacao la denominacion de fino y de

aroma.
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7. RECOMENDACIONES

Se recomienda fermentar lotes procedentes de la misma época del aiio, para reducir la variabilidad

gue pueda estar influenciada por la época de cosecha.

Validar sensorialmente si el perfil aromatico de las subvariedades con 5 y 6 dias de fermentacion se
ve afectado o no por las diferencias encontradas en el perfil de acidos orgdnicos y compuestos

volatiles, con el fin de poder considerar la reduccidn de un dia en el tiempo de fermentacion.

Es importante optimizar el proceso de secado, considerando las condiciones de temperatura,

humedad relativa, tipo de flujo y velocidad del aire en funcién de la calidad del grano.

Con el fin de poder validar si el secador de flujo transversal con velocidad de aire de 2 m/s es una
alternativa tecnoldgica viable para reducir el tiempo de secado y mantener las caracteristicas
aromaticas de las variedades de cacao cultivadas en Upala, se recomienda realizar un estudio
comparativo con muestras secadas al sol, proceso comunmente realizado en la zona productora de

Upala.

Complementar este estudio con un andlisis de cromatografia de gases-olfatometria, o bien con una
evaluacidn sensorial con panel entrenado, para conocer si algunos de los 40 compuestos volatiles
no asociados previamente con aromas juegan un rol importante en las caracteristicas de calidad de

las subvariedades analizadas.

Continuar realizando estudios electroforéticos por SDS-PAGE con el fin de analizar la posible relacién
entre el peso molecular de los péptidos y caracteristicas de calidad del grano; ademas, utilizar las
bandas obtenidas en los geles como punto de partida para continuar con la identificacidon de los

péptidos relacionados.
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9. ANEXOS
Anexo A

Extracto de las Deliberaciones del Panel Ad Hoc de 2023 sobre la revision del Anexo “C” del

Convenio Internacional del Cacao (CIC), 2010

/ INTERNATIONAL COCOA ORGANIZATION ED(MEM) 1206
’l c co‘ﬁ, ORGANISATION INTERNATIONALE DU CACAQ Original: Inglés
e MEXOYHAPOHARA OPTAHH3ALIMA NO KAKAO

\\V/} ORGANIZACION INTERNACIONAL DEL CACAO

Organizacion Internacional del Cacao

Immeuble ICCO Tel: +225 27 22 51 4950
II - Plateau ENA Fax: +225 27 22 51 4979
Avenue Boga Doudou

Abidjan E-mail: michelarrion@icco org
Céate d'voire

A: Todos los parucipantes en el Panel Ad Hoe de 2023

Del: Director Ejecutivo

Asunto: Deliberaciones del Panel Ad Hoc de 2023 sobre la revision del Anexo
“C” del Convenio Internacional del Cacao (CIC), 2010

El Director Ejecutivo tiene el honor de adjuntar un informe sobre las
deliberaciones del Panel Ad Hoc arriba mencionado, tras la reunion celebrada los dias
13-14 de junio de 2023 en el Hotel Radisson Blu Waterfront en Antananarivo,
Madagascar. El informe también contiene los comentarios y observaciones del Panel

Se recuerda que, segun el reglamento interno del Panel (documento
ICC/104/6/Rev.2), todo representante oficial de un pais que haya presentado un
dossier podra solicitar la revision de las recomendaciones del Panel ¢n base a la
provision de informaciéon nueva. Toda solicitud de revision deberd presentarse al
Director Ejecutivo en un plazo de 30 dias a partir de la fecha de distribucion de las
recomendaciones del Panel, es decir, antes del cierre de las oficinas ¢l 15 de julio
de 2023.

El informe de la reunion (FFP/REP/8) sera distribuido para su estudio y
aprobacion por el Consejo Internacional del Cacao en su proxima reunion ordinana.

14 de junio de 2023

ﬁ/{/;,m



DELIBERACIONES DEL PANEL AD HOC DE 2023 SOBRE LA REVISION DEL ANEXO
“C" DEL CONVENIO INTERNACIONAL DEL CACAO, 2010

Decision del Recomendacion
Consejo de del Panel en
Paises diciembre de 2020 junio de 2023
(% de exportaciones | (% de exportaciones Comentarios y observaciones
totales de cacao en totales de cacao en
grano) grano)
Belice a’ Elimmado del Este pais no presento un dossier para su consideracion
Anexo C por ¢f Panel, y no debe figurur en la version revisada
del Anexo C.
Bolivia a/ Eliminado del Este pais no presentd un dossier para su considerncio
Anexo C por ¢f Panel, y no debe figurar en In version revisada
del Anexo C,

Brasil 100% 100% El Ponel recomendo mantener <l pais  como
exportador exclusivo de cacao fino. Tomd nota del
dinamismo del sector nacional de cacao v chocolate,
y sobre todo del reconocimiento del cacao dnico del
bioma smazonico,

Cameriin b a/ El  Punel 0 I vah informacion
proporcionada en ¢l dossier ¥ en I presentacion, que
demostraba los esfucrzos realizados pars desarrollar
un sector nacional del cacao fino. Tomd nota
especialmente de los esfucrzos por establecer Centros
de Excelencia en todo el pais par la elaboracion post-
cosccha v la tmzabilidad de los explotaciones,
Ademis, el Pancl recomendd ¢l desarollo de un
sistema integrado de clasificacion y sugind que en ¢l
futuro se fiscilitara mformacion mas detallada sobee la
apreciacion de la calidad por parte del mercado,

Colombia 95% 80% El Pancl 16 los esfuerzos realizados para
desarrollar un sector cacaotero nocional fuerte. No
obstunte, ¢l Pancl comsiderd que ¢l porcentaje
solicitado e demasiado clevado y no reficjaba In
realidad actupl del mercado en términos de
apreciacion de lo calidad de Jos lotes de cacao
exportados.

Costa Rica 100%% 100% El Panel recomendd mantener ¢l pais como
exportador  exclusivo de cacao fino, Reconocio
especialmente la existencia de un sector diversificado
para las exportaciones de cacao certificado.

Dominica 100% Eliminado del Este pais no pr 0 un dossieT pam su ideracion

Anexo C por ¢l Panel. y no debe figurar en la version revisada

del Anexo C.
Repiiblica 60% Eliminado del Este pais no presentd un dossicr para su consideracion
Dominicana Anexo C por el Pancl, y no debe figurar en la version revisada

del Anexo C.
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Anexo B
Pruebas preliminares para analisis de péptidos

Para la primera prueba preliminar se utilizaron dos muestras de cacao tostado finamente molido:
una integra y otra desgrasada con una mezcla de éter etilico: éter de petréleo 1:1 (ver

procedimiento resumido en cuadro 17).

Para el montaje de la muestra en el gel de electroforesis, las mismas se prepararon a partir de una
disolucion de 10 mg/mL en agua destilada. Se utilizd gel de acrilamida/poliacrilamida al 15 % y buffer

reductor.

En esta corrida no fue posible, a partir de ninguna de las muestras, observar las bandas que
evidencian la presencia de péptidos. Sin embargo, como se aprecia en la figura 40, una de las
muestras desgrasadas mostrd una separacion de bandas muy tenue, que, aunque imposible de

analizar, sugiere que para siguientes pruebas es mejor utilizar la muestra desgrasada.

| IIIM’\

Figura 40. Resultado de SDS-PAGE en muestras de cacao tostado-primera prueba preliminar.

Se decidid por tanto repetir la prueba partiendo de la muestra desgrasada, corriendo una alicuota
de una disolucidén mas concentrada, probando dos opciones: 50 y 100 mg/mL, con el fin de
determinar si las cantidades presentes son tan pequefias que el efecto de la disoluciéon no permite

identificar las bandas.

Se hizo una revisidn de distintos procedimientos de extraccién recomendados en la literatura para
desgrasar muestras de cacao, algunos especificamente para analisis de polifenoles, los cuales se

muestran en el cuadro 17.
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Cuadro 17. Procedimientos para desgrasar muestras de granos de cacao.

Método Disolvente (s)

Descripcion

Referencia

1 Eter etilico: éter
de petrdleo 1:1

5-10 g de cacao molido se ponen en
contacto con 25 mL del disolvente y se agita
manualmente por 1 min, luego se centrifuga
a 4.500 rpm/10 min y se descarta el liquido
sobrenadante. Se repite el procedimiento
dos veces mas. Por ultimo, la muestra
desgrasada se coloca en una placa Petri para
permitir la evaporacién del disolvente

Herrera et al., 2019

2 Hexano

10 g de muestra molida se ponen en
contacto con 35 mL de hexano y se
centrifuga a 4.500 rpm/5 min, se descarta el
liquido y se repite el procedimiento dos
veces mas. Luego se espera a que se evapore
en disolvente.

Payne et al., 2010

3 Hexano

4 Diclorometano

15 g de cacao molido se ponen en contacto
con 125 mL de hexano y se agitan por 20 min
en un agitador orbital a 200 rpm, luego se
centrifugan a 15.000g/15 min. El
procedimiento se repite tres veces mas.

50 g de cacao molido se ponen en contacto
con 100 mL de diclorometano destilado y se
dejan en agitacién durante 2 h.

Ortega et al., 2008

Liu et al., 2017

Se realizaron nuevas pruebas con los métodos 2 y 3 descritos en el cuadro 17, utilizando gel de

acrilamida/poliacrilamida al 15% y buffer reductor, pero los resultados tampoco fueron

satisfactorios.

Se decidio utilizar luego el buffer de muestras reductor recomendado por Lomonte (2020), siempre

con una concentracién de gel del 15 %. En este momento ya se observaron “manchas” en los

distintos carriles (figura 41), sin embargo, ya sea por una alta concentracién o por un bajo poder de

resolucidn, tampoco fue posible obtener un resultado adecuado.
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Figura 41. Gel obtenido utilizando el buffer de muestras reductor para la extraccién de la proteina
en cacao tostado.

Para la siguiente prueba preliminar se decidié seguir el procedimiento descrito por Kumari et al.
(2016) con algunas modificaciones, quienes utilizaron la técnica SDS-PAGE como parte de un estudio
para investigar las transformaciones que sufre la vicilina durante el procesamiento del cacao, desde
la fermentacidn hasta el tostado. Esto significd modificar el procedimiento y los disolventes de la

extraccién, asi como la concentracién de acrilamida/bisacrilamida del gel, pasando de 15 a 12%.

Ademas, se tomo la decisidn de utilizar el cacao seco y no tostado, ya que esta Ultima etapa, aunque
se considera un tostado suave, la temperatura de 125 °C podria dafiar las proteinas, impidiendo la

visualizacidon de las bandas de péptidos por SDS-PAGE.

Se corrieron ademas pruebas con muestra liofilizada y sin liofilizar. Para la preparacién se utilizé un
liofilizador marca SP Scientific modelo Benchtop Pro 9L Es-55 disponible en el Laboratorio de
Quimica de Alimentos de la Escuela de Tecnologia de Alimentos de la UCR. Se utilizaron muestras
de cacao en baba, cacao fermentado sin secar, y cacao fermentado y seco. Con estas modificaciones,
ya fue posible obtener bandas definidas (figura 42), que no evidenciaron diferencia entre las
muestras liofilizadas y no liofilizadas, por lo que para las pruebas definitivas no se realizd la
liofilizacion. Por ultimo, debido a los resultados obtenidos, se decidio realizar la electroforesis en el

cacao fermentado y seco.
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Figura 42. Resultados de la ultima prueba preliminar para diferentes muestras de cacao.
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Anexo C

Monitoreo continuo de la temperatura a lo largo de las fermentaciones
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Figura 43. Ejemplo del monitoreo continuo de temperatura documentado directamente del termo

registrador para los cuatro termopares, durante todo el tiempo de fermentacién para todas las

subvariedades.

Las caidas abruptas de temperatura mostradas en la figura 43 pueden deberse a los momentos en

gue los termopares se sacaban para voltear el cacao.
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Anexo D

Curvas de calibracidn y rectas de mejor ajuste para el calculo de peso molecular de los

péptidos visualizados
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Figura 44. Curvas de calibracidn y rectas de mejor ajuste de los resultados de la electroforesis para
cada una de las cinco subvariedades.
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Anexo E
Evidencia de los andlisis estadisticos realizados a los datos de acidos organicos

Todos los analisis estadisticos se realizaron con un intervalo de confianza del 95 % utilizando el

software XLSTAT

Cuadro 18. Resumen del andlisis de medias de Tukey para acidez total y dcidos organicos del cacao
en baba para todas las subvariedades.

Resumen (Medias )-Tukey Acidez total Oxalico Citrico Succinico Lactico Acético Tartérico Glucénico  Quinico
(g/100g) (8/100g) (8/100g) (8/100g) (8/100g) (g/100g)  (g/100g)  (g/100g)  (g/100g)
Umm 0,383 a 0,123 a 1,207 a 0,046 a 0,229a 0,000 a 0,018a 0,125a 0,253 a
Ucs 0,414a 0,096 a 1,109 a 0,075a 0,106 a 0,000 a 0,016a 0,220a 0,503 a
CL 0,314a 0,164 a 1,108 a 0,055 a 0,224 a 0,000 a 0,004 a 0,089 a 0,497 a
Uea 0,293 a 0,221a 0,806 a 0,043 a 0,280 a 0,019a 0,002 a 0,054 a 0,383a
TU 0,409 a 0,096 a 0,704 a 0,051a 0,092 a 0,007 a 0,022 a 0,000 a 0,102 a
Pr>F(Modelo) 0,474 0,639 0,970 0,926 0,745 0,635 0,695 0,639 0,477
Significativo No No No No No No No No No
Pr>F(MUESTRA) 0,954 0,696 0,911 0,881 0,576 0,566 0,633 0,715 0,586
Significativo No No No No No No No No No

Cuadro 19. Resumen del analisis de medias de Tukey para acidez total y acidos organicos
especificos para nibs de cacao de las cinco subvariedades (A) y para los tres tiempos de
fermentacion (B).

(A) Subvariedad Acidez total Oxdlico Citrico Succinico  Lactico Acético Quinico Tartdrico  Glucénico  Malico Adipico

(g/100g)  (g/100g)  (g/100g)  (g/100g)  (g/100g)  (g/100g)  (g/100g)  (g/100g)  (g/100g)  (g/100g)  (g/100g)
CL 1,440a 0,405 a 0,605b 0,258 b 0,666 ¢ 0,740 a 0,000 a 0,000 a 0,000 a 0,000 a 0,000 a
TU 1,169a 0,249 a 0,121a 0,236 ab 0,287 ab 0,646 a 0,060 a 0,052 b 0,381b 0,068 b 0,001 a
Uea 1,308a 0,374a 0,934 ¢ 0,219ab 0,472 bc 0,945a 0,039a 0,000 a 0,000 a 0,000 a 0,000 a
Ucs 1,361a 0,341a 0,694 bc 0,263 b 0,270a 0,612a 0,029 a 0,000a 0,000 a 0,000 a 0,000a
Umm 1,254a 0,377a 0,406ab  0,125a 0,197 a 0,767 a 0,020a 0,000a 0,000 a 0,000 a 0,000 a
Pr>F(MUESTRA) 0,278 0,212 <0,0001 0,017 <0,0001 0,313 0,084 <0,0001 <0,0001 0,014 0,400
Significativo No No Si Si Si No No Si Si Si No

., L, Acidez total Oxdlico Citrico Succinico  Lactico Acético Quinico Tartarico  Glucénico  Malico Adipico

(B) Dia de fermentacién

(g/100g)  (g/100g)  (g/100g)  (g/100g)  (g/100g)  (g/100g)  (g/100g)  (g/100g)  (g/100g)  (g/100g)  (g/100g)
Dia3 1,097 a 0,383a 0,696 b 0,264 a 0,317a 0,550 a 0,020 a 0,010a 0,088 a 0,009 a 0,000 a
Dia 5 1,393 b 0,337a 0,531ab 0,199 a 0,356 ab 0,807 ab 0,031a 0,006 a 0,045 a 0,017 a 0,000 a
Dia 6 1,430 b 0,328a 0,430a 0,197 a 0,462 b 0,869 b 0,038a 0,015a 0,095 a 0,015a 0,000 a
Pr>F(Dia/Secado) 0,003 0,549 0,013 0,079 0,025 0,045 0,532 0,369 0,386 0,887 0,388

Significativo Si No Si No Si Si No No No No No
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Cuadro 20. Resumen del analisis de medias de Tukey para acidez total y acidos organicos
especificos para los nibs de cacao de las cinco subvariedades (A) y los tres tipos de secador (B).

(A) Subvariedad ﬁ)ctl:lez Oxalico Citrico Succinico  Lactico Acético Quinico Tartarico  Glucénico Malico
(2/100g) (g/100g)  (g/100g)  (g/100g)  (g/100g)  (g/100g)  (g/100g) (g/100g)  (g/100g)  (g/100g)
CL 1,355a 0,347 b 0,642 c 0,263 b 0,648 ¢ 0,688 ab 0,000 a 0,000 a 0,000 a 0,000 a
TU 1,130 a 0,180 a 0,167 a 0,249 b 0,335ab 0,466 a 0,039 b 0,044 b 0,360 b 0,043 b
Uea 1,243 a 0,338 b 0,929d 0,211 b 0,439 b 0,796 b 0,033ab 0,000 a 0,000 a 0,000 a
Ucs 1,217 a 0,335b 0,701 c 0,252 b 0,307ab 0,548ab 0,030ab 0,000 a 0,000 a 0,000 a
Umm 1,104 a 0,329 b 0,385 b 0,119 a 0,216 a 0,655ab 0,014ab 0,000 a 0,000 a 0,000 a
Pr > F(MUESTRA) 0,130 0,001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,022 0,043 <0,0001 <0,0001 0,000
Significativo No Si Si Si Si Si Si Si Si Si
iznlreer:::silz:/(tjil;dje tAOctljlez Oxdlico Citrico Succinico  Lactico Acético Quinico Tartarico  Gluconico Milico
(g/100g)  (g/100g)  (g/100g)  (g/100g)  (g/100g)  (g/100g) (g/100g)  (g/100g)  (g/100g)
secador (g/100g)
Dia 3- S1 1,090ab 0,380a 0,697 b 0,264 a 0,318ab  0,543ab 0,019a 0,010ab 0,088 a 0,009 a
Dia 3- S2 0,908 a 0,346 a 0,654ab 0,218a 0,299 a 0,414 a 0,020 a 0,006 ab 0,051a 0,010 a
Dia 3-S3 0,964 a 0,279 a 0,674ab 0,233 a 0,334ab 0,432a 0,015 a 0,007ab 0,071a 0,010 a
Dia 6- S1 1,420 bc 0,325a 0,429 a 0,198 a 0,471 b 0,831b 0,033 a 0,020 b 0,100 a 0,002 a
Dia 6- S2 1,423 bc 0,242 a 0,470 ab 0,218 a 0,464ab 0,730ab 0,026 a 0,002 a 0,029 a 0,010 a
Dia 6- S3 1,454 ¢ 0,261 a 0,465ab 0,182 a 0,451ab 0,832b 0,026 a 0,008 ab 0,093 a 0,012 a
Pr > F(Dia/Secado) <0,0001 0,039 0,002 0,187 0,003 0,000 0,866 0,050 0,788 0,966
Significativo Si Si Si No Si Si No Si No No
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Anexo F
Ejemplo de cromatogramas obtenidos para cada subvariedad
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Anexo G
Areas relativas promedio de los compuestos volatiles de las distintas subvariedades

Cuadro 21. Areas relativas promedio de compuestos volatiles para todas las subvariedades a lo largo de la fermentacién y secado por
circulacion continua de aire caliente (Objetivo 1) (cédigo de compuesto disponible en anexo 1).

Compuesto Alo1 EsO1 Es02 Es03 Al02 Es04 Alo3 Aloa Ado1 Alos ceo1 Pz01 Alo6 Aco1 Alo7 ce02
identificado
CLd3s1 B B 1,83 0,13 0,77 0,83 E 0,11 0,16 23,03 0,17 B 0,06 0,05 B B
CLdss1 - - 3,46 - 0,15 0,13 - - 0,16 34,57 0,01 - 0,19 0,02 0,46 0,09
cLd6s1 - - 3,33 - 0,02 0,10 - - 0,12 34,48 - - 0,20 0,01 0,62 0,15
Ummd3s1 - - - 0,03 0,62 0,87 - - 0,38 25,62 3,55 - 0,14 0,06 - -
Ummdss1 - - 0,01 - 0,08 0,44 - 0,00 - 28,73 1,09 - - 0,04 - -
Ummdus1 - 1,41 - 0,05 0,03 0,37 - - - 29,87 0,39 - 0,29 0,03 - -
Uead3s1 - - - 0,08 0,68 0,61 - - 0,02 30,68 0,16 0,03 2,53 - - -
Ueadss1 - - - 0,04 0,08 0,35 - 0,00 0,02 33,80 0,05 0,04 0,06 - - -
Uead6s1 - - - 0,05 0,06 0,46 - - 0,01 35,01 0,16 0,01 0,39 - - -
Ucsd3s1 - - - 0,23 0,89 1,31 0,01 - - 13,83 0,02 0,09 3,11 0,03 - -
Ucsdss1 - - 2,99 0,14 0,08 0,79 0,03 - 0,01 16,93 - 0,05 0,09 - 0,36 0,04
Ucsd6s1 - - 3,96 0,09 0,03 0,73 - - - 19,20 0,01 0,04 0,02 - 0,69 0,43
Tud3s1 - - - - 0,12 1,01 - - - 14,29 - 0,05 4,96 0,05 0,73 -
Tudss1 - - - 0,38 0,04 1,94 0,00 - 0,03 10,28 - 0,08 0,10 0,03 - -
Tudss1 - 0,04 - 0,28 0,04 1,65 - - - 9,04 - 0,06 0,09 - - -
Compuesto Alos ce03 ceoa Alo9 Cce0s ceo6 EsO5 Al10 Al11 AmO1 Al12 AcO2 Ad02 AdO3 Al13 Pz02
identificado
CLd3s1 0,31 0,13 B B 0,29 B 1,11 0,08 0,24 B B 0,01 0,11 B B B
CLdss1 0,01 0,02 - - - - 0,65 0,21 0,12 - 0,01 - 0,04 - - -
cLdes1 0,08 0,01 - - - - 0,65 0,38 0,28 - - - 0,03 - - -
Ummd3s1 9,87 5,65 - 0,02 2,51 0,09 2,63 0,02 - 0,02 - 0,12 0,10 0,20 0,01 -
Ummd5ss1 3,33 1,64 - 0,04 1,10 0,02 1,71 0,03 - 0,02 - 0,03 0,01 - - -
Ummdus1 1,86 1,08 - - 0,75 0,02 1,37 0,06 - 0,02 - 0,02 0,01 - - -
Uead3s1 0,86 0,30 - 0,01 0,29 - 1,20 0,01 0,31 - 0,09 - 0,03 0,13 - -
Ueadss1 0,45 0,08 0,03 - - - 1,15 0,04 0,33 - - 0,08 0,01 0,07 - -
Uead6S1 0,09 0,07 0,03 - 0,03 - 1,47 0,06 0,33 - 0,06 0,07 0,01 0,04 - -
Ucsd3s1 0,94 0,68 - - 0,75 - 1,84 0,04 - - 0,02 - - 0,05 - 0,29
Ucsd5S1 0,32 0,21 - - 0,27 - 1,69 0,19 - 0,03 0,04 - - 0,04 - 0,05
Ucsd6s1 0,12 0,15 - - 0,20 - 1,20 0,21 0,02 0,02 0,01 0,06 - 0,03 - 0,04
Tud3s1 1,47 0,67 - - - 0,08 0,49 0,06 0,13 - 0,38 - - 0,08 0,19 -
Tudss1 0,48 0,13 0,31 - - 0,04 0,96 0,15 - - 0,67 - - 0,05 - -
Tudss1 0,15 0,06 0,37 0,00 - 0,03 1,11 0,04 - - 0,02 - - 0,03 - -
Compuesto Al14 AmO02 EsO6 AcO3 Al15 AmO3 Et01 Aco4 AcOs ceo7 ceos Et02 TpO1 Adoa Hco1 Hco2
identificado
CLd3s1 0,85 B B 0,03 0,41 0,01 B 30,93 2,13 4,10 0,61 0,45 B 0,04 0,02 0,44
CLdss1 0,15 - 0,03 0,19 0,11 - - 34,22 1,26 9,55 0,37 0,04 - - 0,00 0,33
cLd6s1 0,01 - - 0,06 0,14 - - 31,67 0,47 10,71 0,24 - - - 0,01 0,26
Ummd3s1 - 0,09 0,06 0,01 - 0,06 - 25,81 - 4,06 0,86 0,59 - 0,05 - -
Ummdss1 - 0,08 0,04 0,00 - - 0,16 39,73 - 10,20 0,27 0,18 0,01 - - 0,30
Ummdus1 - 0,01 0,02 - - 0,04 0,21 20,67 0,42 14,52 0,24 0,03 0,01 - - 0,22
Uead3s1 - - 0,10 - - - - 36,82 - 7,91 - 0,33 - 0,09 0,05 0,71
Ueadss1 0,31 - 0,10 - - 0,07 0,10 21,47 0,03 15,16 - 16,93 - 0,69 0,02 -
Uead6S1 - 0,05 - - - 0,08 - 17,94 0,06 15,07 - 15,21 - 0,05 - -
Ucsd3s1 0,00 1,82 0,04 - - - - 30,31 0,06 6,43 2,51 0,60 - 0,04 0,03 -
Ucsdss1 - 0,36 - - - - - 45,68 4,34 10,35 1,47 0,11 - 0,97 0,01 -
Ucsd6s1 - 0,16 - - - - - 41,53 4,22 10,55 1,33 0,19 - 1,55 0,02 -
Tud3s1 0,30 - - 0,09 - - - 36,10 0,04 12,13 0,93 0,20 - 0,01 - -
Tudss1 0,29 - - 0,09 - 0,03 - 51,28 0,24 13,30 1,09 0,24 - 0,09 0,06 -

Tudss1 0,34 - - 0,07 - 0,04 - 56,45 0,16 12,30 0,77 - - 0,38 0,05 -
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Cuadro 21. Continuacion

Compuesto Ados All6 Ac06 Es07 AcO7 AcO8 Ce09 Tpo2 Hco3 Hco4 Al17 Es08 Ad06 Hco5 Ac09 Ac10
identificado
CLd3s1 0,65 0,10 0,01 0,02 0,15 0,49 0,06 0,52 B 0,13 3,82 11,42 0,04 0,21 0,04 0,01
CcLdss1 0,13 0,03 0,05 - 0,17 0,65 - 0,09 - 0,03 0,07 2,28 - 0,02 0,01 -
CcLdes1 0,09 0,05 0,06 - 0,32 0,63 - 0,08 0,00 0,03 0,02 1,41 - 0,14 - -
Ummdas1 0,22 0,15 0,08 - - 0,27 0,10 1,80 0,32 - 3,90 - 1,09 - - -
Ummdss1 0,02 0,07 0,07 - 0,20 0,11 - 0,46 - - 0,52 3,14 - - - -
Ummdus1 0,06 0,03 0,08 - - 0,20 - 0,24 - - 0,21 0,27 - - - -
Uead3s1 0,66 0,03 - 0,04 0,02 0,41 - - 0,00 - 3,16 7,50 0,10 - - -
Ueadss1 0,20 - - - 0,32 0,56 - - 0,03 - 0,01 - - - - -
Uead6S1 0,16 - - - 0,18 0,84 - - 0,02 - 0,02 2,07 - - - -
Ucsd3s1 1,18 0,52 0,05 0,05 0,38 1,02 0,05 0,10 0,18 0,04 5,37 14,93 0,26 0,34 0,01 -
Ucsdss1 0,36 0,18 0,06 0,17 0,17 0,78 0,01 - - - 0,18 1,24 - 0,03 0,00 -
Ucsdss1 0,31 0,16 0,06 - 0,13 1,24 0,01 - - - 0,06 0,29 - 0,03 - -
TUd3s1 0,62 0,28 0,05 0,04 - 0,30 - 0,13 - - 14,24 - - - - -
TUdsS1 0,66 0,17 0,13 0,05 0,22 0,93 0,02 0,02 0,04 - 1,89 0,19 - - 0,05 -
TUdsS1 0,54 0,14 0,12 0,03 0,01 1,40 0,01 0,11 0,03 - 1,03 0,23 - - 0,00 -
Compuesto Es09 Es10 Al18 Tpo3 Ac11 Amo4 Ado7 Hco6 Hco7 Ac12 Ac13 Ac14 Al19 AI20 Al21 Ados
identificado
CLd351 0,04 0,01 - 1,28 N 0,20 0,04 0,07 0,30 0,04 3,38 B 0,41 0,02 2,63 0,05
CcLdss1 - - 0,02 0,44 - 0,29 0,01 - 0,01 - 1,18 - 0,14 - 1,00 -
CLdes1 - - - 0,38 0,26 0,30 0,02 - 0,06 - 0,84 - 0,11 - 1,14 -
Ummd3s1 - - - 1,99 - 0,07 0,13 - - - - - - - 0,97 0,01
Ummdss1 - - - 0,89 - 0,19 0,02 - - - - - - - 0,38 -
Ummdus1 - - 0,03 0,67 - 0,14 0,01 - - - - - - - 0,37 0,07
Uead3s1 0,07 - - 0,03 0,60 0,07 0,11 - - - - - 0,32 - 0,60 1,03
Ueadss1 - - 0,11 - 0,29 0,24 - 0,03 - - 0,68 - 0,48 0,06 0,75 -
Uead6s1 - - 0,03 - 0,26 0,28 - 0,03 - - - - 0,60 0,05 0,51 -
Ucsd3s1 0,01 0,02 - - 0,90 - 0,04 - 0,35 - - - - - 5,35 0,11
Ucsdss1 - 0,32 0,00 - 0,39 0,15 0,02 - 0,11 - - - - - 1,75 0,07
Ucsd6s1 - - - - 0,30 0,34 - - 0,09 - - - - - 1,57 0,13
TUd3s1 0,08 - 0,27 - 0,20 - 0,03 0,05 - - - 2,10 - - 5,21 -
TUdss1 0,17 - 0,43 0,10 0,17 0,10 0,01 - - - - 1,30 - - 4,19 -
TUdsS1 0,14 - 0,39 - 0,15 0,11 - 0,06 - - - 1,29 - - 2,26 0,00
Compuesto Acls Acl6 Al22 Pz03 Pz04 Pz05 Pz06 Pz07 Pz08 Es1l Tpo4 TpoS Es12 Hcos Ad09 Hco9
identificado
CLd3s1 B B 0,16 - 0,03 B B 1,32 0,51 B B B 0,02 - 0,02 0,37
cLdss1 0,96 - 0,15 0,03 - - - 5,07 0,48 0,09 - - - - - 0,08
CcLdes1 1,93 - - - - 0,00 - 7,51 0,45 0,09 - - - - - 0,05
Ummd3s1 - - 2,89 - - 0,30 - 0,51 1,07 - - 0,03 - - 0,01 -
Ummdss1 - 0,02 - - 0,06 - - 3,55 0,98 - - 0,02 0,02 - - -
Ummdus1 0,04 - 0,18 - 0,01 - - 2,51 0,83 0,02 - - 0,01 - - -
Uead3si - - - - - - - 0,57 0,57 - 0,03 - 0,03 0,03 0,01 -
Ueadss1 - - 0,22 0,06 - - - 3,29 1,08 - 0,01 - - 0,02 0,01 -
Uead6S1 - - 0,15 0,07 - - - 6,85 0,97 - 0,01 - 0,02 - 0,01 -
Ucsd3s1 - 0,47 - - 0,07 - 0,01 1,09 0,47 - 0,18 - 0,01 - 0,06 0,38
Ucsdss1 - - - 0,03 0,04 - - 5,55 0,40 0,10 0,03 0,03 - - 0,10 0,08
Ucsdss1 0,47 - - 0,05 0,03 - - 6,70 0,72 0,29 0,04 0,02 - 0,00 0,08 0,05
Tud3s1 - 0,09 - - - - - 1,37 0,30 - - - - 0,04 0,04 -
TUdss1 - 0,24 - 0,09 - 0,01 - 5,42 1,03 - - - - - - -

TUd5S1 - 0,24 - 0,08 - 0,02 - 6,98 1,00 - - - - - - -




137

Cuadro 22. Areas relativas promedio de compuestos volatiles para todas las subvariedades a lo largo
de la fermentacidn para todos los tipos de secado (Objetivo 2) (cddigo de compuesto disponible en
anexo l).

Compuesto 1 01 B2 Es03 A2 EsO4  AID3 A4 A0l AD5S  Ce0l P01 A6 A0l A7 Ce02
identificado
CLd3S1 - - 183 013 077 083 - 011 016 2303 017 - 0,06 0,05 - -
CLd3S2 - - 147 011 041 074 - 014 018 2722 123 - 013 005 - -
CLd3S3 - - 163 009 074 073 - 004 277 2702 078 004 016 0,04 - -
CLd6S1 - - 3,33 - 002 0,10 - - 012 34,48 - - 020 001 062 015
CLd6S2 1,16 - 1,59 - 004 012 - - 3,07 31,80 - - 022 003 030 058
CLd6S3 1,10 - 1,57 - 025 025 - - 0,10 33,00 - - 022 001 040 014
Ummd3s1 - - - 003 062 087 - - 038 2562 3,55 - 014 0,06 - -
Ummd3s2 - - - 013 171 130 - - 020 2368 2,77 - - 0,05 - -
Ummd3s3 - - - 007 076 077 008 - 022 2355 2,50 - 006 0,05 - -
Ummd6s2 - 1,41 - 005 003 037 - - - 2987 039 - 029 0,03 - -
Ummdes2 - 154 002 006 006 046 - - - 2623 071 002 012 0,02 - -
Ummd6s3 - 150 050 005 005 035 - 001 001 3076 039 003 043 - - -
Uead3s1 - - - 008 068 061 - - 002 3068 016 003 253 - - -
Uead3s2 - - - 008 09 075 - - 0,08 29,81 - 004 3,42 - - -
Uead3s3 - - - 006 093 054 - 001 008 348 002 003 345 - - -
Uead651 - - - 005 006 046 - - 001 3501 016 001 039 - - -
Uead6s2 - - - 006 010 042 - - 001 358 019 002 052 - - -
Uead653 - - - 005 008 039 - - 001 3624 003 00l 025 - - -
Ucsd3s1 - - - 023 08 131 001 - - 13,83 002 009 311 0,03 - -
Ucsd3s2 - - - 024 097 138 002 - 006 1497 001 010 418 003 - -
Ucsd3s3 - - - 018 063 114 014 0,00 - 1906 004 010 3,65 0,02 - -
Ucsd6s1 - - 396 009 003 073 - - - 1920 001 004 0,02 - 069 043
Ucsd6s2 - - 320 010 007 09 0,00 - - 1980 0,03 005 0,06 - 131 0,09
Ucsd6s3 - - 348 010 002 063 - - 010 2058 008 003 0,02 - 135 0,08
TUd351 - - - - 012 1,01 - - - 14,29 - 005 496 005 073 -
Tud3s2 - 0,04 - - 012 149 - - 002 1045 - 006 095 0,03 - -
TUd353 - - - 010 033 110 0,00 - - 12,64 - 008 08 0,02 - -
TUd6S1 - - - 028 004 1,63 0,00 - 003 9,05 - 007 0,09 - - -
TUd6S2 - 0,03 - 045 006 229 - - - 10,71 - 006 0,10 - - -
TUd6S3 - - - 032 025 139 0,00 - - 13,25 - 0,08 020 - - -
Compuesto  yi0g a3 CeDd  AIDS  Ce05  Ce06  EsO5  AILO Al AmOl A2 A02  AdO2  Ad03 A3 P02
identificado
CLd3S1 031 013 - - 0,29 - 111 008 024 - R 001 011 - - -
CLd3S2 026 0,16 - - 0,10 - 126 0,09 027 - - - 009 0,10 - -
CLd3S3 025 0,09 - - 0,09 - 084 007 029 - - 001 0,09 - - -
CLd6S1 008 001 - - - - 065 038 028 - - - 0,03 - - -
CLdes2 002 001 - - 0,04 - 067 028 0,20 - - - 0,03 - - -
CLd6S3 002 001 - - - - 069 018 026 - - - 0,03 - - -
Ummd3s1 987 565 - 002 251 009 263 002 - 0,02 - 012 010 020 001 -
Ummd3s2 11,32 626 - 002 264 011 291 0,02 - - - - 0,11 - - -
Ummd3s3 10,90 5,59 - - 235 009 267 012 - - - 006 0,14 - - -
Ummdes2 18 1,08 - - 075 002 137 006 - 0,02 - 002 001 - - -
Ummdes2 235 1,34 - - 08 002 161 004 018 001 003 - 0,02 - - -
Ummdes3 184 1,04 - - 071 002 126 006 - 002 0,02 - 0,02 - - 0,43
Uead3s1 08 030 - 001 029 - 1,20 001 031 - 0,09 - 003 013 - -
Uead3s2 1,05 0,42 - - 0,21 - 1,71 001 031 - - 009 002 014 008 -
Uead3s3 081 030 - 000 020 - 134 001 020 - 007 018 003 013 020 -
Uead6s1 009 007 003 - 0,03 - 147 006 033 - 006 007 001 004 - -
Uead6s2 011 009 002 - 0,04 - 1,49 003 026 - 004 0,08 - 0,04 - -
Uead6s3 028 003 007 - 0,01 - 139 006 034 - - 0,08 - 0,03 - -
Ucsd3s1 094 068 - - 0,75 - 184 0,04 - - 0,02 - - 0,05 - 0,29
Ucsd3s2 099 078 - - 0,72 - 191 015 - - - - - 0,06 - 1,72
Ucsd3s3 09 071 - - 0,73 - 157 013 - - 0,06 - - 0,12 - 0,93
Ucsdss1 012 015 - - 0,20 - 120 021 002 002 001 006 - 0,03 - 0,04
Ucsdes2 024 020 - - 0,40 - 125 016 - 002 002 005 - 0,05 - 0,05
Ucsd6s3 019 016 0,04 - 0,34 - 115 0,06 - 003 0,03 - - 0,06 - 0,04
TUd3S1 147 067 - - - 008 049 006 013 - 0,38 - - 008 019 -
Tud3s2 1,19 067 0,03 - - 006 126 - 0,13 - 0,31 - - 007 016 -
TUA3S3 08 031 011 015 017 005 0,61 - 0,04 - 017 001 - 0,05 - -
TUd6S1 038 006 031 0,00 - 003 099 013 - - 0,67 - - 0,03 - -
TUd6S2 017 011 0,03 - - 003 127 001 - - - - - 0,04 - -

TUd6S3 155 028 0,01 - 037 003 09 001 - - - - - 004 011 -




Cuadro 22. Continuacién
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Compuesto .\ am02  E06  AO3 A5 Am03  EO1  AO4 A0S  Ce07  Ce08  Et02  TpOl  Ad04  HCOl  Hco2
identificado
CLd3s51 0,85 - - 003 041 001 - 3093 213 410 06l 045 - 004 002 044
CLd3s2 1,06 - - - - - - 1893 2,29 248 053 037 000 032 001 044
CLd3s3 1,35 - - - - - - 2011 333 221 078 023 - 012 001 012
CLd6S1 0,01 - - 006 014 - - 31,67 047 1071 024 - - - 001 026
CLd6S2 0,15 - - 018 011 - - 2975 088 1026 0,26 - - 0,01 -
CLd6S3 0,14 - - 013 009 0,03 - 3052 08 10,79 024 0,05 - - - -
Ummd3s1 - 009 006 001 - 0,06 - 25,81 - 406 08 059 - 0,05 - -
Ummd3s2 - 007 0,09 - - 0,16 - 24,29 - 378 042 062 005 007 - 0,40
Ummd3s3 - 008 0,06 - - 0,03 - 27,53 - 450 039 062 005 003 - 0,27
Ummd6s2 - 001 0,02 - - 004 021 4067 042 1452 024 003 0,01 - - 0,22
Ummdes2 - 001 003 004 002 - 013 42,53 - 148 035 015 0,01 - 000 015
Ummd6s3 - - - 003 0,02 - 014 41,39 - 13,08 0,22 - - - 001 022
Uead3s1 - - 0,10 - - - - 36,82 - 7,01 - 033 - 009 005 071
Uead3s2 - - 0,01 - 0,00 0,00 - 35,56 - 7,20 - 095 004 018 003 024
Uead3s3 - - 0,07 - - 0,00 - 31,39 - 6,06 - 08 003 014 003 0,33
Uead6s1 - 0,05 - - - 0,08 - 17,94 006 1507 - 15,21 - 0,05 - -
Uead652 - 003 0,02 - - 0,07 - 1847 0,10 14,59 - 14,78 0,07 - -
Uead6s3 - - 0,08 - - 008 009 1960 006 16,15 - 14,25 - 006 000 018
Ucsd3s1 000 18 004 - - - - 3031 006 643 251 060 - 004 0,03 -
Ucsd3s2 - - - - - - - 31,37 1,63 447 248 064 000 013 0,02 -
Ucsd3s3 001 044 - - - - - 2884 148 419 240 022 000 010 001 -
Ucsd6s1 - 0,16 - - - - - 41,53 422 1055 133 019 155 0,02 -
Ucsd6s2 - 021 - - - - - 4018 298 1038 143 198 - 1,33 - -
Ucsd6S3 - 0,19 - - - - 003 4064 38 1002 1,22 016 . 1,79 . :
TUA351 0,30 - - 0,09 - - - 3,10 004 1213 093 020 - 0,01 - -
Tud3s2 0,24 - - - - 012 - 3749 023 1522 157 017 - 016 0,03 -
TUA3S3 - - - - - 002 002 3939 126 11,14 140 0,14 - 034 0,02 -
TUd6S1 0,29 - - 0,07 - 0,03 - 57,91 024 1230 078 - - 009 0,03 -
TUd6S2 - - - 0,07 - 0,06 - s322 029 1278 0,89 - 043 0,07 -
TUd6S3 - 0,40 - - 0,06 0,09 - 5258 009 876 116 019 004 021 0,03 -
Compuesto e A6 AO6  EsO7  AO7  AO8  Ce09  Tp02  Hc03  HcO4 A7 EsO8 A0S HCO5 A0S Acl0
identificado
CLd3s1 065 010 001 002 015 049 006 052 - 013 3,8 1142 004 021 004 001
CLd3S2 060 034 - 002 022 044 002 054 - 013 313 17,8 - 026 004 0,02
CLd3s3 076 048 - 001 016 048 001 046 002 010 303 149 010 014 003 001
CLd6S1 009 005 006 - 032 063 - 008 000 003 002 1,41 - 0,14 - -
CLd6S2 010 003 006 - 038 0,70 - 0,10 - 003 009 214 - 0,02 - -
CLd6S3 008 003 007 - 028 065 - 0,05 - 004 123 - 002 002 -
Ummd3s1 022 015 0,08 - - 027 010 18 032 - 3,90 - 1,09 - - -
Ummd3s2 024 015 006 001 042 069 001 121 - 3,20 . 1,28 . . :
Ummd3s3 019 016 0,09 - 047 071 002 1,14 - - 3,35 - 0,88 - - -
Ummdes2 006 003 0,08 - - 0,20 - 0,24 - - 021 027 - - - -
Ummd6s2 008 005 006 - - 0,12 - 0,15 - 0,29 - - - - 0,03
Ummdes3 005 005 006 - - 023 001 001 - - 0,27 - - - - 0,03
Uead3s1 066 0,03 - 004 002 041 - - 0,00 316 7,50 0,10 - - -
Uead3s2 076 0,09 - 005 006 052 - - - - 3,04 813 - - - -
Uead3s3 065 0,07 - 0,04 - 034 - - - 381 9,00 - - 0,01 -
Uead651 0,16 - - - 018 084 - - 0,02 002 2,07 - - - -
Uead6s2 019 0,03 - - 020 096 - - 0,05 - 006 1,64 - - - -
Uead653 016 0,02 - - 019 084 - - 0,02 - 0,03 - - - - -
Ucsd3s1 118 052 005 005 038 102 005 010 018 004 537 1493 026 034 001 -
Ucsd3s2 1,27 053 005 005 036 092 005 006 - 002 48 1317 005 0,38 - -
Ucsd3s3 1,05 049 005 005 047 110 005 - - 003 548 1448 002 0,35 - -
Ucsdes1 031 016 0,06 - 013 124 001 - - - 006 029 - 0,03 - -
Ucsd652 037 018 009 000 012 144 001 - 0,04 006 062 - 0,04 - -
Ucsd6s3 025 016 011 - 010 1,10 - - 0,03 - 005 096 - 0,03 - -
TUd3S1 062 028 005 0,04 - 0,30 - 0,13 - 14,24 - - . . :
Tud3s2 073 028 011 003 - 0,89 - 011 0,03 - 730 229 - - 0,00 -
TUA3S3 047 028 009 005 018 081 0,03 - 0,08 9,96 3,48 - - - -
TUd6S1 049 015 013 004 021 093 002 002 004 1,01 023 - - 0,00 -
TUd6S2 068 017 011 005 022 152 001 - 0,04 - 054 019 - - 0,02 -
TUd6S3 063 024 007 006 018 065 003 010 013 2,93 523 - - -
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Cuadro 22. Continuacién

Compuesto e o0g  £1g A8 Tp03  Acll  Am04  AD7  HO6  HO7  Acl2  Acl3  Acl4 A9 A0 AL AOS
identificado
CLd3s1 004 001 - 1,28 - 020 004 007 030 004 338 - 041 002 463 005
CLd3s2 0,03 - - 1,29 - 016 004 003 030 006 511 - 0,40 - 394 2,75
CLd3s3 0,03 ; : 1,03 001 017 002 ; 026 007 439 : 0,25 . 456 2,67
CLd6s1 . : : 038 026 030 0,02 ; 006 - 084 - 011 ; 114 -
CLdss2 - : . 054 036 035 0,00 ; 0,05 . 0,88 : 031 . 135 011
CLd6s3 . . . 033 018 039 . . 008 - 0,69 : 036 . 114 -
Ummd3s1 - - - 1,99 - 007 013 - - . - - - - 097 001
Ummd3s2 0,07 - - 2,49 - 008 0,07 - - - - - - - 144 001
Ummd3s3 - - - 2,48 - 016 0,05 - - - - - - - 078 003
Ummdes2 - - 003 067 - 014 0,01 - - - - - - - 037 007
Ummdes2 - - 035 071 020 015 0,03 - - - - - - 002 042 012
Ummdes3 - - 0,30 - 026 012 004 - - - - - - 002 037 012
Uead3s1 0,07 - - 003 060 007 011 - - - - - 0,32 - 060 1,03
Uead3s2 005 000 - - 058 004 0,10 - - - - - 0,53 - 168 006
Uead3s3 0,05 - - - 054 004 011 - - - - - 0,60 - 145 005
Ueadss1 . ; 0,03 . 026 0,28 . 0,03 : . . : 060 005 0,51 -
Ueadss2 ; ; : . 028 031 . 0,01 : 0,01 ; ; 057 006 0,52 :
Ueadss3 . : : . 025 026 . 0,01 : . . . 03 005 070 -
Ucsd3s1 001 0,02 . . 090 - 0,04 . 0,35 . . : : . 535 0,11
Ucsd3s2 005 0,03 - - 09 - 0,05 - 048 - - : - 002 497 005
Ucsd3s3 - 002 002 000 092 . 0,06 - 0,41 - - - - 001 438 0,03
Ucsdss1 - - - - 030 034 - - 0,09 - - - - - 157 013
Ucsdss2 - - - - 027 029 00l 002 004 - - - - - 18 015
Ucsdss3 - - - - 025 032 00l 001 002 - - - - - 161 012
TUd3S1 0,08 - 0,27 - 020 - 003 005 - - - 2,10 - - 5,21 -
Tud3s2 064 - 435 - 025 010 005 - - - - - - - 39% -
TUd3s3 0,08 - 2,76 - 0,27 - 0,02 - - 0,03 - - 0,39 - 4,15 -
TUdes1 0,15 - 041 010 016 010 001 ; ; ; ; 130 - ; 2,22 ;
TUdeS2 031 - 054 012 018 005 0,10 - - - - - 0,34 - 282 001
TUd6S3 0,11 : 0,44 . 037 001 008 ; : 0,01 . : 0,30 . 272 001
Compuesto 1o a6 A2 P03 P04 P05 P06 P07 P08 Esll  Tp04  Tp05  Es12  HCO8  Ad0S  HC09
identificado
CLd3s1 - - 0,16 - 0,03 - - 132 051 - - - 0,02 - 002 037
CLd3s2 - 0,01 - - - - - 099 029 - 013 - 0,02 - 001 034
CLd3s3 - - - - 0,01 - - 098 035 - 0,15 - 0,01 - 002 029
CLd6s1 1,93 - - - - 0,00 - 751 045 0,09 - - - - - 0,05
CLdss2 2,06 - 003 0,01 - - - 7,95 052 - - - - 004 - -
CLd6s3 1,98 - 0,11 - - - - 1060 051 0,03 - - - 0,02 - -
Ummd3s1 - - 2,89 - - 0,30 - 051 1,07 - - 0,03 - - 0,01 -
Ummd3s2 - . 3,56 - 0,22 - - 062 098 - - 0,03 - - - -
Ummd3s3 - - 3,43 - 0,22 - - 095 1,30 - - 0,03 - - - -
Ummdes2 004 - 0,18 - 0,01 - - 251 08 002 - - 0,01 - - :
Ummdes2 . ; : . ; : . 241 074 0,07 ; 000 - ; ; :
Ummdes3 ; : 0,04 . . : . 2,60 08 0,02 ; . : . ; :
Uead3s1 . . : . ; : . 057 057 - 0,03 : 003 003 001 .
Uead3s2 - - - - - - - 040 039 - 0,02 : 003 004 004 -
Uead3s3 - - - - 0,01 - - 040 038 - 0,02 - 005 004 005 -
Ueadss1 - - 015 0,07 - - - 685 097 - 0,01 - 0,02 - 0,01 -
Ueadss2 - - 019 0,08 - - - 633 1,02 - 0,01 - - - - -
Ueadss3 - - 021 0,06 - - - 601 093 - 0,01 - 001 0,01 - -
Ucsd3st - 0,47 - - 0,07 - 001 1,09 047 - 0,18 - 0,01 - 006 0,38
Ucsd3s2 - 050 - - 024 - 001 078 038 - 007 001 001 - 026 037
Ucsd3s3 - 050 - - 0,09 - - 098 044 - 0,06 - 0,02 - 022 031
Ucsd6s1 0,47 - - 005 003 - - 670 072 029 004 002 - 000 008 005
Ucsd6s2 0,51 - - 003 004 - - 615 067 036 - 004 - - - 0,04
Ucsdss3 064 - : 004 0,03 . . 649 069 0,38 ; 0,03 : . ; 0,06
TUd3s1 ; 0,09 : . ; : . 137 030 - ; : : 004 004 -
Tud3s2 . 030 - 0,07 . : . 49 125 . . . : 003 006 -
TUd3s3 . 017 000 0,05 . 001 001 453 075 . . . : 0,02 . :
TUd6S1 - 0,23 - 0,09 - 0,01 - 542 1,01 - - - - - : -
TUd6S2 - 014 - 0,20 - 0,02 - 730 112 - - - - - - -

TUd6S3 - 0,20 - 0,11 - - - 222 0,69 - - - - - - -




Anexo H

Evidencia de los analisis estadisticos realizados a los datos de compuestos volatiles (intervalo de confianza del 95 %)
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Cuadro 23. Datos del andlisis de comparacién de medias de Bonferroni para las areas relativas de todos los compuestos identificados-
Efecto tiempo de fermentacion (Objetivo 1) (cédigo de compuesto disponible en anexo I).

Descripcidn estadistico EsO1 Es02 EsO3 Al02 Es04 Al04 AdO1 AlO5 Ce01 Pz01 AlO6 Ac01 Al07 Ce02 Al08
R? 0,642 0,848 0,793 0,700 0,922 0,711 0,736 0,785 0,944 0,782 0,931 0,722 0,829 0,841 0,733 0,885
F 1,026 3,196 2,192 1,334 6,754 1,407 1,597 2,084 9,587 2,044 7,732 1,481 2,771 3,025 1,568 4,410
Pr>F 0,494 0,009 0,051 0,277 0,000 0,239 0,164 0,063 <0,0001 0,068 <0,0001 0,207 0,018 0,012 0,174 0,002
Subvariedad 1,168 7,288 2,287 0,632 12,761 1,734 2,041 2,779 37,420 3,911 35,349 0,894 4,458 2,306 1,395 13,507
0,362 0,002 0,105 0,647 <0,0001 0,192 0,137 0,063 <0,0001 0,021 <0,0001 0,490 0,013 0,103 0,280 <0,0001
Dia Fermentacién 1,087 1,980 0,067 9,961 1,199 1,188 2,196 1,216 2,078 1,606 2,873 6,407 6,920 0,834 1,844 7,961
0,361 0,170 0,935 0,002 0,327 0,330 0,144 0,322 0,158 0,231 0,086 0,009 0,007 0,452 0,190 0,004
Subvariedad*Dia Fermentacién 1,024 1,214 1,185 0,574 2,623 0,919 2,194 0,920 2,500 1,102 3,624 1,239 0,815 2,116 1,147 2,549
0,458 0,352 0,366 0,784 0,048 0,526 0,086 0,525 0,057 0,411 0,014 0,339 0,600 0,096 0,386 0,053
Subvariedad*Repeticin 0,912 3,871 4,092 1,151 12,830 1,911 1,048 2,688 9,591 2,529 4,023 0,963 3,510 3,996 1,531 3,230
0,531 0,010 0,008 0,384 <0,0001 0,129 0,443 0,044 <0,0001 0,054 0,009 0,497 0,016 0,009 0,223 0,022
Descripcion estadistico Ce03 Ce04 Al09 Ce05 Ce06 Al10 Al11 AmO01 Ac02 Ad02 Ad03 Al13 Pz02 Al14
R? 0,878 0,814 0,671 0,898 0,920 0,787 0,711 0,844 0,853 0,637 0,702 0,863 0,720 0,818 0,588 0,724
F 4,113 2,504 1,167 5,048 6,568 2,113 1,407 3,102 3,309 1,005 1,348 3,606 1,471 2,564 0,816 1,500
Pr>F 0,002 0,029 0,382 0,001 0,000 0,060 0,239 0,010 0,007 0,512 0,269 0,005 0,211 0,026 0,691 0,199
Subvariedad 10,645 4,608 2,266 15,187 12,362 4,456 2,153 9,756 4,928 1,950 1,411 7,727 1,848 3,848 1,419 1,336
0,000 0,011 0,107 <0,0001 <0,0001 0,013 0,121 0,000 0,009 0,151 0,275 0,001 0,169 0,022 0,273 0,299
Dia Fermentacién 6,210 1,292 0,553 9,068 3,675 0,950 1,825 0,504 1,051 0,721 0,150 6,824 3,393 4,607 0,654 0,573
0,010 0,302 0,586 0,002 0,049 0,408 0,193 0,613 0,372 0,501 0,862 0,007 0,059 0,026 0,533 0,575
Subvariedad*Dia Fermentacion 2,241 1,050 0,867 1,282 1,660 0,854 0,639 0,448 1,068 0,787 1,013 1,478 0,761 3,939 0,597 1,037
0,081 0,441 0,563 0,319 0,185 0,572 0,735 0,875 0,431 0,621 0,464 0,240 0,641 0,009 0,767 0,449
Subvariedad*Repeticion 3,826 3,387 1,113 4,494 12,110 2,785 2,525 3,384 4,526 0,852 1,296 4,231 1,834 0,995 0,695 2,436
0,011 0,018 0,405 0,005 <0,0001 0,039 0,055 0,018 0,005 0,573 0,312 0,007 0,144 0,476 0,691 0,062
Descripcidn estadistico Am02 Es06 Ac03 Al15 Am03 Ac04 Ac05 Ce07 Ce08 Et02 TpO1 Ad04 Hc01 Hc02 Ad05
R? 0,751 0,602 0,707 0,575 0,867 0,773 0,732 0,905 0,771 0,933 0,808 0,798 0,775 0,815 0,860 0,879
F 1,723 0,865 1,380 0,774 3,711 1,945 1,564 5,455 1,922 7,957 2,399 2,251 1,966 2,510 3,503 4,145
Pr>F 0,128 0,643 0,253 0,732 0,004 0,082 0,175 0,000 0,086 <0,0001 0,035 0,046 0,079 0,029 0,006 0,002
Subvariedad 3,510 1,372 2,292 1,925 6,000 4,811 4,744 13,847 2,999 36,115 3,710 4,076 2,264 3,852 4,134 7,071
0,031 0,288 0,104 0,155 0,004 0,010 0,010 <0,0001 0,050 <0,0001 0,025 0,018 0,108 0,022 0,017 0,002
Dia Fermentacién 1,840 1,166 0,683 0,417 1,896 2,118 1,009 2,110 9,475 5,979 0,727 0,891 1,143 0,255 2,329 17,213
0,191 0,337 0,519 0,666 0,182 0,153 0,387 0,154 0,002 0,012 0,499 0,430 0,344 0,778 0,129 0,000
Subvariedad*Dia Fermentacion 1,677 0,448 0,518 0,364 2,517 1,696 1,504 5,164 0,561 2,082 1,020 1,000 0,986 3,007 2,420 2,948
0,180 0,875 0,826 0,925 0,055 0,175 0,232 0,003 0,794 0,101 0,460 0,473 0,482 0,029 0,063 0,031
Subvariedad*Repeticion 1,228 0,485 2,250 0,579 5,196 1,289 0,431 5,580 1,387 5,033 3,957 3,295 2,805 2,051 6,527 2,956
0,344 0,849 0,080 0,781 0,003 0,316 0,886 0,002 0,274 0,003 0,009 0,020 0,038 0,105 0,001 0,031

Nota: Los compuestos marcados en color verde son los que mostraron diferencia significativa (p<0,05).
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Cuadro 23. Continuacién

Descripcidn estadistico Al16 Ac06 Es07 Ac07 Ac08 Ce09 Tp02 Hc03 Hco4 Al17 Es08 Ado6 Hc05 Ac09 Acl0 Es09
R? 0,935 0,827 0,665 0,728 0,873 0,659 0,832 0,674 0,818 0,778 0,910 0,668 0,804 0,559 0,633 0,906
F 8,160 2,724 1,135 1,531 3,915 1,106 2,831 1,183 2,563 2,006 5,772 1,149 2,350 0,724 0,986 5,489
Pr>F <0,0001 0,020 0,405 0,187 0,003 0,428 0,016 0,370 0,026 0,073 0,000 0,395 0,038 0,780 0,529 0,000
Subvariedad 31,559 6,691 1,226 1,324 7,626 0,748 5,336 0,747 3,342 1,454 6,757 1,569 3,447 0,605 0,950 9,063
<0,0001 0,002 0,339 0,303 0,001 0,574 0,006 0,574 0,036 0,262 0,002 0,231 0,033 0,665 0,461 0,001
Dia Fermentacion 20,011 1,863 1,000 1,278 5,637 3,359 4,672 1,821 2,271 9,932 30,248 3,838 3,979 0,603 1,042 0,088
<0,0001 0,187 0,390 0,306 0,014 0,061 0,025 0,194 0,135 0,002 <0,0001 0,044 0,040 0,559 0,375 0,916
. . ” 5,138 0,659 0,894 1,683 1,711 0,844 1,515 0,981 0,961 0,587 6,902 1,253 1,798 0,783 0,982 1,493
Subvariedad*Dia Fermentacion
0,003 0,720 0,544 0,179 0,172 0,579 0,228 0,485 0,498 0,775 0,001 0,332 0,151 0,624 0,484 0,235
- s 2,181 4,186 1,550 1,697 2,603 1,147 2,675 0,538 3,505 2,424 1,321 0,824 1,872 0,649 1,024 10,513
Subvariedad*Repeticion
0,088 0,007 0,217 0,175 0,049 0,386 0,045 0,811 0,016 0,063 0,301 0,593 0,136 0,727 0,458 <0,0001
Descripcion estadistico Es10 Al18 Tp03 Acll Am04 Ado7 Hc06 Hc07 Acl2 Acl13 Acl4 Al19 Al20 Al21 Ad08 Acl5
R? 0,654 0,692 0,938 0,944 0,805 0,910 0,674 0,643 0,806 0,828 0,999 0,714 0,814 0,816 0,659 0,854
F 1,079 1,282 8,689 9,585 2,354 5,804 1,180 1,031 2,373 2,746 790,562 1,430 2,506 2,534 1,105 3,353
Pr>F 0,449 0,306 <0,0001 <0,0001 0,038 0,000 0,372 0,489 0,037 0,019 <0,0001 0,229 0,029 0,027 0,428 0,007
Subvariedad 1,110 3,221 29,323 31,710 1,667 3,066 0,927 1,438 3,577 4,133 1618,567 4,748 3,326 3,199 0,897 6,421
0,386 0,041 <0,0001 <0,0001 0,207 0,047 0,473 0,267 0,029 0,017 <0,0001 0,010 0,037 0,041 0,488 0,003
Dia Fermentacion 0,960 0,330 11,374 11,984 4,035 31,997 0,499 1,419 3,926 0,869 3,971 0,061 0,279 3,672 1,297 3,702
0,404 0,724 0,001 0,001 0,038 <0,0001 0,616 0,271 0,041 0,438 0,040 0,941 0,760 0,049 0,301 0,048
. ’ - 1,009 0,143 3,570 8,086 0,596 3,385 0,994 0,476 3,698 1,000 3,971 0,490 1,309 0,885 1,081 2,382
Subvariedad*Dia Fermentacién
0,467 0,995 0,015 0,000 0,768 0,018 0,477 0,856 0,012 0,473 0,009 0,846 0,307 0,550 0,423 0,066
) . 1,134 1,919 6,621 3,067 4,263 1,275 0,816 1,566 1,005 4,461  1504,273 1,522 4,252 5,176 1,071 3,520
Subvariedad*Repeticion
0,393 0,127 0,001 0,027 0,007 0,322 0,599 0,212 0,470 0,005 <0,0001 0,225 0,007 0,003 0,429 0,015
Descripcion estadistico Aclé Al22 Pz03 Pz04 Pz05 Pz06 Pz07 Pz08 Esll Tp04 Tp05 Es12 Hc08 Ad09 Hc09
R? 0,951 0,655 0,814 0,819 0,747 0,633 0,772 0,783 0,775 0,774 0,746 0,663 0,745 0,864 0,869
F 10,991 1,087 2,508 2,590 1,691 0,986 1,936 2,064 1,972 1,956 1,679 1,124 1,669 3,635 3,805
Pr>F <0,0001 0,442 0,029 0,025 0,136 0,529 0,084 0,066 0,078 0,081 0,139 0,414 0,142 0,005 0,004
Subvariedad 22,314 1,226 2,777 3,524 2,617 0,950 0,711 2,202 2,074 2,533 2,393 1,194 2,463 6,808 5,757
<0,0001 0,339 0,063 0,030 0,074 0,461 0,597 0,115 0,132 0,081 0,094 0,351 0,087 0,002 0,005
Dia Fermentacion 6,049 0,947 5,073 0,777 2,126 1,042 9,688 1,171 1,649 1,403 0,283 1,794 2,873 0,210 7,172
0,011 0,409 0,020 0,476 0,152 0,375 0,002 0,335 0,223 0,275 0,757 0,198 0,086 0,813 0,006
- . ” 17,204 1,019 0,824 0,921 2,434 0,982 0,405 0,751 0,999 0,923 1,000 0,946 1,500 0,516 2,371
Subvariedad*Dia Fermentacién
<0,0001 0,460 0,593 0,525 0,062 0,484 0,901 0,649 0,473 0,524 0,473 0,508 0,233 0,828 0,067
- S 6,971 1,251 3,390 5,352 0,848 1,024 3,228 3,429 2,527 2,643 2,120 1,367 1,334 5,592 2,661
Subvariedad*Repeticion
0,001 0,333 0,018 0,002 0,576 0,458 0,022 0,017 0,054 0,047 0,096 0,282 0,296 0,002 0,046

Nota: Los compuestos marcados en color verde son los que mostraron diferencia significativa (p<0,05).
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Cuadro 24. Datos del analisis de comparacién de medias de Bonferroni para las areas relativas de todos los compuestos identificados-
Efecto tipo de secado (Objetivo 2) (cdédigo de compuesto disponible en anexo ).

Alo1 EsO1 Alo3 Alo4 Ce02
R? 0,368 0,401 0,449 0,329 0,456 0,413 0,385 0,502 0,342 0,601 0,465 0,737 0,637 0,457 0,352 0,374
F 1,091 1,255 1,524 0,917 1,569 1,314 1,169 1,889 0,973 2,813 1,625 5,236 3,286 1,573 1,017 1,118
Pr>F 0,379 0,225 0,083 0,595 0,069 0,182 0,298 0,018 0,522 0,000 0,055 <0,0001 <0,0001 0,068 0,466 0,349

2,087 3,819 4,867 1,821 1,210 5,360 1,455 4,818 2,302 17,665 5,942 29,124 5,618 4,664 2,026 1,506
0,094 0,008 0,002 0,137 0,316 0,001 0,228 0,002 0,069 <0,0001 0,000 <0,0001 0,001 0,002 0,103 0,212
2,116 3,268 4,528 0,029 29,383 1,979 2,675 5,319 0,016 2,904 5,726 9,121 30,218 16,356 3,841 4,078
0,151 0,076 0,038 0,865 <0,0001 0,165 0,107 0,025 0,900 0,094 0,020 0,004 <0,0001 0,000 0,055 0,048
0,517 0,005 0,240 0,111 0,200 0,800 1,847 0,353 0,456 0,372 0,073 1,175 0,061 0,713 0,010 0,325
0,599 0,995 0,788 0,895 0,819 0,454 0,167 0,704 0,636 0,691 0,930 0,316 0,941 0,495 0,990 0,723
1,881 3,360 4,046 2,690 0,859 3,047 0,873 1,619 0,708 3,630 3,148 1,480 5,331 2,447 2,385 2,968
0,162 0,042 0,023 0,076 0,429 0,055 0,423 0,207 0,497 0,033 0,050 0,236 0,007 0,095 0,101 0,059
2,181 3,391 3,217 3,432 1,416 1,790 1,440 5,115 0,022 0,743 2,840 5,609 7,013 1,054 2,799 1,687
0,082 0,015 0,019 0,014 0,240 0,143 0,232 0,001 0,999 0,567 0,032 0,001 0,000 0,388 0,034 0,165
0,550 0,004 0,120 0,043 0,477 0,229 0,791 0,554 0,498 0,082 0,173 0,536 0,618 0,235 0,224 0,662
0,814 1,000 0,998 1,000 0,867 0,984 0,612 0,811 0,853 1,000 0,994 0,825 0,759 0,983 0,985 0,723
0,570 0,004 0,086 0,057 0,191 0,000 1,782 0,505 1,373 0,010 0,008 0,379 0,081 0,117 0,197 0,308
0,569 0,996 0,917 0,945 0,827 1,000 0,177 0,606 0,262 0,990 0,992 0,686 0,922 0,890 0,822 0,736
0,537 0,002 0,085 0,165 0,305 0,080 0,833 0,516 1,474 0,250 0,207 0,490 0,652 0,137 0,177 0,666
0,824 1,000 0,999 0,995 0,961 1,000 0,577 0,840 0,187 0,979 0,988 0,858 0,730 0,997 0,993 0,719

Subvariedad

Dia fermentacion

Tipo secado

Rep

Subvariedad*Dia fermentacion
Subvariedad*Tipo secado

Dia fermentacion*Tipo secado

Subvariedad*Dia fermentacion*Tipo secac

a2 Aco2 [TAGORT Ados [TAMST 02
R? 0,691 0,639 0,428 0,347 0,627 0,426 0,519 0,297 0,553 0,490 0,417 0,443 0,510 0,383 0,434 0,364
F 4,193 3,315 1,399 0,995 3,148 1,387 2,020 0,790 2,315 1,798 1,340 1,488 1,945 1,162 1,434 1,073
Pr>F <0,0001 <0,0001 0,134 0,493 <0,0001 0,140 0,010 0,759 0,003 0,027 0,166 0,095 0,014 0,305 0,117 0,399

18,858 14,806 2,563 0,977 14,828 6,495 7,051 2,722 11,929 4,477 4,047 3,523 8,052 2,128 2,779 2,319
<0,0001 <0,0001 0,048 0,427 <0,0001 0,000 0,000 0,038 <0,0001 0,003 0,006 0,012 <0,0001 0,089 0,035 0,068
17,094 13,666 1,706 1,464 11,205 3,565 6,101 3,007 0,037 6,479 0,058 0,110 11,548 8,551 3,735 1,724
0,000 0,000 0,197 0,231 0,001 0,064 0,016 0,088 0,848 0,014 0,811 0,741 0,001 0,005 0,058 0,194
0,044 0,091 0,668 0,803 0,003 0,023 1,470 0,446 0,108 0,243 1,385 0,113 0,042 0,070 0,331 0,397
0,957 0,913 0,517 0,453 0,997 0,977 0,238 0,643 0,898 0,785 0,258 0,893 0,959 0,933 0,720 0,674
3,046 3,865 2,528 1,105 6,053 3,245 7,211 0,285 9,122 6,067 1,308 9,184 2,374 1,592 1,499 2,491
0,055 0,027 0,089 0,338 0,004 0,046 0,002 0,753 0,000 0,004 0,278 0,000 0,102 0,212 0,232 0,092
7,409 5,378 0,502 0,886 3,270 1,658 2,236 1,053 0,549 3,917 0,029 0,535 2,572 0,784 1,410 2,184
<0,0001 0,001 0,735 0,478 0,017 0,172 0,076 0,388 0,700 0,007 0,998 0,711 0,047 0,540 0,242 0,082
0,068 0,021 0,754 1,000 0,153 0,010 0,096 0,267 0,131 0,213 1,211 0,749 0,103 0,839 0,568 0,443
1,000 1,000 0,644 0,446 0,996 1,000 0,999 0,974 0,998 0,987 0,309 0,648 0,999 0,572 0,800 0,890
0,106 0,050 1,262 0,848 0,209 0,024 0,296 0,837 0,119 0,192 0,867 0,717 0,053 0,247 0,302 0,414
0,899 0,951 0,291 0,433 0,812 0,977 0,745 0,438 0,888 0,826 0,426 0,493 0,948 0,782 0,740 0,663
0,110 0,025 1,808 1,053 0,030 0,020 0,081 0,139 0,258 0,122 1,048 0,472 0,061 0,662 1,895 0,423
0,999 1,000 0,094 0,408 1,000 1,000 1,000 0,997 0,977 0,998 0,412 0,871 1,000 0,722 0,078 0,902

Subvariedad

Dia fermentacion

Tipo secado

Rep

Subvariedad*Dia fermentacion
Subvariedad*Tipo secado

Dia fermentacion*Tipo secado

Subvariedad*Dia fermentacion*Tipo secac

Nota: Los compuestos marcados en color verde son los que mostraron diferencia significativa (p<0,05).



Cuadro 24. Continuacién

All4_|UAMO20| EsO6 _ Ac03 __ All5
R? 0,490 0,510 0,370 0,351 0,346 0,392 0,545 0,541 0,436 0,669 0,737 0,363 0,417 0,339 0,482 0,373
F 1,796 1,949 1,098 1,011 0,991 1,209 2,242 2,207 1,448 3,783 5,244 1,066 1,336 0,961 1,737 1,115
Pr>F 0,027 0,014 0,371 0,473 0,498 0,262 0,004 0,005 0,111 <0,0001 <0,0001 0,407 0,169 0,538 0,035 0,353
Subvariedad 6,195 3,865 3,674 2,434 2,625 3,184 5,603 8,440 5,502 7,378 31,483 3,126 1,760 2,505 3,438 2,795
0,000 0,008 0,010 0,057 0,044 0,020 0,001 <0,0001 0,001 <0,0001 <0,0001 0,021 0,149 0,052 0,014 0,034
Dia fermentacion 5,504 1,109 2,661 3,301 0,001 0,439 9,300 5,943 0,081 54,078 12,525 2,627 2,514 1,921 1,875 4,282
0,022 0,297 0,108 0,074 0,978 0,510 0,003 0,018 0,777 <0,0001 0,001 0,111 0,118 0,171 0,176 0,043
Tipo secado 0,003 1,443 0,327 0,204 0,886 0,617 0,808 0,230 0,255 0,723 0,101 0,011 2,084 0,079 0,696 0,419
P 0,997 0,245 0,722 0,816 0,418 0,543 0,451 0,795 0,776 0,490 0,904 0,989 0,134 0,924 0,503 0,659
Re 1,523 2,144 1,516 1,769 1,228 0,339 2,576 1,803 2,336 1,833 4,283 2,899 1,345 2,585 2,747 1,450
P 0,227 0,126 0,228 0,180 0,300 0,714 0,085 0,174 0,106 0,169 0,018 0,063 0,269 0,084 0,072 0,243
. . . 4,632 1,847 0,531 1,712 0,047 2,446 5,043 5,486 3,611 5,604 2,761 2,990 2,333 2,907 4,830 1,441
Subvariedad*Dia fermentacion
0,003 0,132 0,713 0,160 0,996 0,056 0,001 0,001 0,011 0,001 0,036 0,026 0,066 0,029 0,002 0,232
. " 0,352 1,532 0,584 0,393 1,090 0,681 0,577 0,125 0,073 0,468 0,348 0,007 0,650 0,046 1,154 0,570
Subvariedad*Tipo secado
0,941 0,166 0,787 0,920 0,383 0,707 0,792 0,998 1,000 0,874 0,943 1,000 0,732 1,000 0,343 0,798
. . X 0,076 1,918 0,892 0,895 0,906 1,654 0,494 0,031 0,373 0,029 0,000 0,004 1,120 0,019 0,238 0,303
Dia fermentacion*Tipo secado
0,927 0,156 0,416 0,414 0,410 0,200 0,612 0,969 0,690 0,972 1,000 0,997 0,333 0,981 0,789 0,739
. . . . 0,104 1,647 0,553 0,321 0,660 0,481 0,656 0,203 0,231 0,296 0,189 0,009 1,029 0,060 0,290 0,555
Subvariedad*Dia fermentacion*Tipo secac
0,999 0,131 0,812 0,955 0,724 0,865 0,728 0,989 0,984 0,965 0,992 1,000 0,425 1,000 0,967 0,810
Es07 __ Ac07 Ce09 |Tp02| HcO3 A09 __ Acl0
R? 0,581 0,593 0,374 0,520 0,433 0,605 0,450 0,570 0,391 0,423 0,437 0,673 0,611 0,568 0,359 0,425
F 2,593 2,731 1,120 2,025 1,432 2,860 1,532 2,476 1,199 1,373 1,451 3,849 2,935 2,462 1,046 1,383
Pr>F 0,001 0,000 0,348 0,010 0,118 0,000 0,080 0,001 0,270 0,148 0,110 <0,0001 0,000 0,002 0,431 0,142
Subvariedad 5,766 8,858 5,851 5,103 1,852 7,919 1,755 8,068 0,899 4,310 2,343 6,943 9,413 7,155 2,571 2,566
0,001 <0,0001 0,001 0,001 0,131 <0,0001 0,150 <0,0001 0,471 0,004 0,065 0,000 <0,0001 <0,0001 0,047 0,048
Dia fermentacion 33,515 23,081 2,920 11,728 0,032 5,332 7,237 12,939 0,338 4,386 23,294 46,329 14,439 10,608 1,973 0,036
<0,0001 <0,0001 0,093 0,001 0,859 0,025 0,009 0,001 0,563 0,041 <0,0001 <0,0001 0,000 0,002 0,166 0,851
Tino secado 0,405 0,944 0,021 0,157 0,407 1,459 0,865 0,426 0,752 0,147 0,190 0,319 0,294 0,188 0,020 0,285
P 0,669 0,395 0,979 0,855 0,667 0,241 0,426 0,655 0,476 0,864 0,827 0,728 0,746 0,829 0,980 0,753
Re 0,270 1,768 0,493 5,766 5,806 15,207 6,471 5,062 5,114 5,139 2,960 2,576 1,447 7,755 3,860 5,261
P 0,764 0,180 0,614 0,005 0,005 <0,0001 0,003 0,009 0,009 0,009 0,060 0,085 0,244 0,001 0,027 0,008
. . . 5,089 3,224 0,807 4,154 4,733 2,053 1,930 4,445 0,845 2,315 1,193 8,513 7,832 4,706 1,955 3,783
Subvariedad*Dia fermentacion
0,001 0,019 0,526 0,005 0,002 0,099 0,118 0,003 0,502 0,068 0,323 <0,0001 <0,0001 0,002 0,114 0,008
. " 0,161 0,367 0,152 0,190 0,281 0,574 0,687 0,200 0,999 0,120 0,102 0,388 0,218 0,151 0,257 0,361
Subvariedad*Tipo secado
0,995 0,934 0,996 0,991 0,970 0,795 0,701 0,990 0,446 0,998 0,999 0,923 0,986 0,996 0,977 0,937
. . " 0,041 0,348 0,052 0,024 0,639 0,888 0,713 0,245 2,041 0,019 0,088 0,105 0,294 0,113 0,127 0,408
Dia fermentacion*Tipo secado
0,960 0,708 0,950 0,977 0,531 0,417 0,495 0,784 0,139 0,981 0,916 0,900 0,746 0,894 0,881 0,667
. . . . 0,090 0,523 0,350 0,076 0,256 0,466 0,488 0,090 0,758 0,011 0,033 0,256 0,218 0,119 0,285 0,330
Subvariedad*Dia fermentacion*Tipo secac
0,999 0,834 0,942 1,000 0,977 0,875 0,860 0,999 0,641 1,000 1,000 0,977 0,986 0,998 0,968 0,951

Nota: Los compuestos marcados en color verde son los que mostraron diferencia significativa (p<0,05).
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Cuadro 24 Continuacion

Es10 Al18 Hc06 Hc07 AdO8
R? 0,357 0,384 0,365 0,669 0,770 0,397 0,445 0,439 0,416 0,570 0,386 0,376 0,426 0,313 0,295 0,351
F 1,037 1,165 1,077 3,783 6,248 1,232 1,503 1,464 1,335 2,485 1,175 1,126 1,38 0,852 0,783 1,010
Pr>F 0,442 0,302 0,395 <0,0001 <0,0001 0,243 0,090 0,105 0,169 0,001 0,293 0,341 0,140 0,681 0,768 0,474
Subvariedad 2,956 2,782 2,841 17,121 22,106 2,391 1,382 0,704 4,262 6,207 4,218 2,098 6,152 1,944 2,778 1,675
0,027 0,035 0,032 <0,0001 <0,0001 0,061 0,251 0,593 0,004 0,000 0,005 0,093 0,000 0,115 0,035 0,168
Dia fermentacion 0,679 4,114 1,191 13,401 10,570 11,690 9,988 0,426 6,361 8,491 2,130 0,005 0,002 1,766 8,525 2,569
0,413 0,047 0,280 0,001 0,002 0,001 0,003 0,517 0,014 0,005 0,150 0,945 0,967 0,189 0,005 0,114
Tin secado 1,331 0,019 0,565 0,320 0,225 0,024 0,171 1,501 0,014 0,584 0,036 2,164 0,410 0,015 0,012 0,184
P 0,272 0,981 0,571 0,728 0,800 0,977 0,843 0,231 0,986 0,561 0,965 0,124 0,665 0,985 0,988 0,832
Re 2,886 3,948 2,610 4,761 6,960 4,024 4,337 7,677 3,640 4,023 4,190 2,402 4,949 1,226 0,150 1,804
P 0,064 0,025 0,082 0,012 0,002 0,023 0,018 0,001 0,032 0,023 0,020 0,099 0,010 0,301 0,861 0,174
) : ) 0,057 2,908 1,459 5,625 18,645 1,894 3,581 2,538 2,481 7,164 2,040 0,005 0,129 3,098 0,922 1,891
Subvariedad*Dia fermentacion
0,994 0,029 0,226 0,001 <0,0001 0,124 0,011 0,049 0,054 <0,0001 0,101 1,000 0,971 0,022 0,457 0,124
) ) 1,005 0,080 0,508 0,105 0,366 0,072 0,476 0,664 0,020 0,387 0,047 2,164 0,287 0,122 0,032 0,660
Subvariedad*Tipo secado
0,442 1,000 0,845 0,999 0,934 1,000 0,868 0,721 1,000 0,923 1,000 0,044 0,968 0,998 1,000 0,724
. : ) 0,425 0,019 0,415 0,105 0,168 0,000 0,769 1,324 0,036 0,410 0,033 0,005 0,199 0,052 0,014 0,137
Dia fermentacion*Tipo secado
0,655 0,981 0,662 0,901 0,846 1,000 0,468 0,274 0,964 0,666 0,967 0,995 0,820 0,949 0,986 0,872
Subvariedad*Dia fermentacion*Tipo secat 0,261 0,080 0,469 0,211 0,312 0,086 0,298 0,708 0,065 0,241 0,046 0,005 0,555 0,113 0,042 0,620
0,976 1,000 0,873 0,988 0,958 0,999 0,964 0,683 1,000 0,981 1,000 1,000 0,810 0,999 1,000 0,758
Al22 P05 P206 TpO5 __ Es12  Hco8 A0S He09 |
R? 0,564 0,756 0,383 0,457 0,450 0,548 0,369 0,402 0,327 0,381 0,329 0,419 0,437 0,501 0,424 0,632
F 2,420 5,805 1,161 1,574 1,530 2,266 1,096 1,256 0,907 1,153 0,919 1,350 1,450 1,880 1,378 3,214
Pr>F 0,002 <0,0001 0,306 0,068 0,081 0,004 0,374 0,223 0,608 0,314 0,592 0,160 0,110 0,019 0,144 <0,0001
Subvariedad 6,602 20,154 3,702 4,751 4,029 2,565 1,351 0,920 2,269 2,910 1,351 3,177 4,908 2,946 2,892 8,352
0,000 <0,0001 0,009 0,002 0,006 0,048 0,262 0,458 0,073 0,029 0,262 0,020 0,002 0,028 0,030 <0,0001
Dia fermentacion 12,021 18,033 2,679 8,232 6,271 1,917 3,212 21,431 2,068 4,505 4,484 0,217 10,007 3,242 4,797 17,217
0,001 <0,0001 0,107 0,006 0,015 0,171 0,078 <0,0001 0,156 0,038 0,039 0,643 0,002 0,077 0,033 0,000
Tino secado 0,002 0,147 0,002 0,540 0,932 2,334 0,018 0,042 0,097 0,001 0,029 0,139 0,248 0,328 0,147 0,186
P 0,998 0,864 0,998 0,586 0,400 0,106 0,983 0,959 0,908 0,999 0,971 0,870 0,781 0,722 0,864 0,831
Re 3,936 0,784 2,634 4,559 1,582 0,744 2,886 0,977 3,508 3,243 2,353 6,114 0,509 6,290 5,593 11,545
P 0,025 0,461 0,080 0,014 0,214 0,480 0,064 0,382 0,036 0,046 0,104 0,004 0,603 0,003 0,006 <0,0001
Subvariedad*Dia fermentacion 7,128 18,279 3,223 1,551 1,758 2,433 1,449 2,035 1,115 3,058 1,237 3,690 2,419 5,851 1,567 6,157
<0,0001 <0,0001 0,019 0,200 0,150 0,058 0,230 0,101 0,358 0,024 0,305 0,010 0,059 0,001 0,195 0,000
. . 0,012 0,080 0,010 0,492 0,705 2,312 0,857 0,215 0,402 0,055 0,703 0,149 0,322 0,399 0,143 0,063
Subvariedad*Tipo secado
1,000 1,000 1,000 0,857 0,68 0,032 0,557 0,987 0,915 1,000 0,687 0,996 0,954 0,917 0,997 1,000
. . . 0,015 0,699 0,004 0,163 0,899 2,163 0,018 0,042 0,049 0,006 0,021 0,092 0,190 0,237 0,826 0,082
Dia fermentacion*Tipo secado
0,985 0,501 0,996 0,850 0,412 0,124 0983 0,959 0,952 0,994 0979 0,912 0,827 0,789 0,443 0,922
. . . ] 0,009 0,536 0,030 0,113 0,694 2,420 0,857 0,231 0,249 0,054 0,404 0,037 0,146 0,368 0,728 0,031
Subvariedad*Dia fermentacion*Tipo secac
1,000 0,825 1,000 0,999 0,695 0,025 05557 0,983 0,979 1,000 0,914 1,000 0,997 0,933 0,666 1,000

Nota: Los compuestos marcados en color verde son los que mostraron diferencia significativa (p<0,05).
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Compuestos volatiles identificados con su respectivo acronimo utilizado para la identificacion en

el analisis de componentes principales.

El acrénico se establecié con base en la familia quimica a la que pertenece el compuesto.

Cuadro 25 Clasificacion de los compuestos volatiles identificados, su respectivo acrénimo y CAS.

N° Compuesto Familia quimica CAS Acréonimo
1 1,3-propanodiol Alcohol 504-63-2 AlO1
2 1,3-propanediol, acetato Ester 36678-05-4 EsO1
3 1,3-propanediol, diacetato Ester 628-66-0 Es02
4 1-butanol, 2-metil-, acetato Ester 624-41-9 EsO3
5 1-butanol, 3-metil- Alcohol 123-51-3 Al02
6 1-butanol, 3-metil-, acetato Ester 123-92-2 EsO4
7 1-pentanol Alcohol 71-41-0 AlO3
8 1-tetradecanol Alcohol 112-72-1 Al04
9 2,3,6-triclorobenzaldehido Aldehido 4659-47-6 AdO1
10 2,3-butanodiol Alcohol 513-85-9 AlO5
11 2,3-butanediona Cetona 431-03-8 Ce01
12 2,3-dietilpirazina Pirazinas 15707-24-1 Pz01
13 2,5,8,11,14-pentaoxahexadecan-16-ol Alcohol 23778-52-1 AlO6
14 Acido 2,6-piridinedicarboxilico Acido carboxilico 499-83-2 Ac01
15 2-butanol Alcohol 78-92-2 Al07
16 2-butanona Cetona 78-93-3 Ce02
17 2-heptanol, 3-metil Alcohol 31367-46-1 AlO8
18 2-heptanona Cetona 110-43-0 Ce03
19 2-hexanona, 4-metil Cetona 105-42-0 Ce04
20 2-naftalenol Alcohol 135-19-3 Al09
21 2-nonanona Cetona 821-55-6 Ce05
22 2-octanona Cetona 111-13-7 Ce06
23 Acetato de 2-pentanol Ester 626-38-0 EsO5
24 2-propanol, 1-(1-metiletoxi) Alcohol 3944-36-3 Al10
25 2-propanol, 1-(2-butoxietoxi)- Alcohol 124-16-3 All11
26 2-propenamida Amina 79-06-1 AmO1
27 3,6,9,12-tetraoxahexadecan-1-ol Alcohol 1559-34-8 Al12
28 Acido 3-butanoico Acido carboxilico ~ 625-38-7 Ac02
29 3-ciclohexeno-1-acetaldehido,q,4-dimetil- Aldehido 29548-14-9 Ad02
30 3-furaldehido Aldehido 498-60-2 AdO3
31 3-heptanol, 3-metil Alcohol 5582-82-1 Al13
32 3-metilpiridazina Pirazinas 1632-76-4 Pz02
33 3-pentanol, 3-metil Alcohol 77-74-7 All14
34 4,5-dimetil-orto-fenilendiamina Amina 3171-45-7 Am02
35 4-metil-2-pentil acetato Ester 108-84-9 EsO6
36 Acido 4-metiloctanoico Acido carboxilico ~ 54947-74-9 Ac03
37 4-penten-2-ol Alcohol 625-31-0 Al15
38 Acetaldehido dimetilhidrazona Amina 7422-90-4 AmO03
39 Acetaldehido, acetal dipropilico Eter 105-82-8 Et01
40 Acido acético Acido carboxilico ~ 64-19-7 Ac04




Cuadro 25 (continuacion).

N° Compuesto Familia quimica CAS Acrénimo
41 Acido acético, dietil- Acido carboxilico ~ 88-09-5 Ac05
42 Acetoina Cetona 513-86-0 Ce07
43 Acetofenona Cetona 98-86-2 Ce08
44 Eter alilico etilico Eter 557-31-3 Et02
45 q-Terpineno Terpeno 99-86-5 Tp01
46 Benzaldehido Aldehido 100-52-7 Ad04
47 Benceno, 1-propenilo Hidrocarburo 637-50-3 Hc01
48 Benceno, etoxi Hidrocarburo 103-73-1 Hc02
49 Bencenoacetaldehido Aldehido 122-78-1 Ad05
50 Bencenometanol,a-metil- Alcohol 98-85-1 All6
51 Acido benzoico, 4-formil Acido carboxilico  619-66-9 Ac06
52 Acido benzoico, éster etilico Ester 93-89-0 EsO7
53 Acido butanoico, 2-metil Acido carboxilico  116-53-0 Ac07
54 Acido butanoico, 3-metil Acido carboxilico  503-74-2 Ac08
55 Cafeina Cetona 58-08-2 Ce09
56 c-Terpineno Terpeno 99-85-4 Tp02
57 Ciclohexeno, 1-metil-4-(1-metiletilideno) Hidrocarburo 27966-26-3 Hc03
58 Decano Hidrocarburo 124-18-5 Hc04
59 Etanol Alcohol 64-17-5 Al17
60 Acetato de etilo Ester 141-78-6 EsO8
61 Furfural Aldehido 98-01-1 AdO6
62 Heptano, 2,2,4,6,6-pentametilo Hidrocarburo 13475-82-6 Hc05
63 Acido heptanoico, 2-etil Acido carboxilico ~ 3274-29-1 Ac09
64 Acido hexanoico Acido carboxilico  142-62-1 Acl0
65 Acetato de isobutilo Ester 110-19-0 Es09
66 Isobutil isovalerato Ester 589-59-3 Es10
67 Alcohol isopropilico Alcohol 67-63-0 Al18
68 Linalol Terpeno 78-70-6 Tp03
69 Acido L-l4ctico Acido carboxilico ~ 79-33-4 Acl1
70 2,6-dimetilpiperidina Amina 504-03-0 AmO04
71 Nonanal Aldehido 124-19-6 Ad07
72 Nonano Hidrocarburo 111-84-2 Hc06
73 Octano, 3,5-dimetil Hidrocarburo 15869-93-9 Hc07
74 Acido octanoico Acido carboxilico  124-07-2 Acl2
75 Acido octanoico, 2-butil Acido carboxilico  27610-92-0 Ac13
76 Acido pentanoico, 4-oxo Acido carboxilico 123-76-2 Acl4
77 Fenol Alcohol 108-95-2 Al19
78 Fenol, 2,3,5,6-tetrametil Alcohol 527-35-5 Al20
79 Alcohol feniletilico Alcohol 60-12-8 Al21
80 Propanal, 2-metil Aldehido 78-84-2 Ad08
81 Acido propanoico Acido carboxilico ~ 79-09-4 Ac15
82 Acido propanoico, 2-metil Acido carboxilico 79-31-2 Acl6
83 Propilenglicol Alcohol 57-55-6 Al22
84 Pirazina, 2,3-dimetil Pirazinas 5910-89-4 Pz03
85 Pirazina, 2,5-dimetil Pirazinas 123-32-0 Pz04
86 Pirazina, 2,5-dimetil-3-propil Pirazinas 18433-97-1 Pz05
87 Pirazina, 2,6-dimetil Pirazinas 108-50-9 Pz06
88 Tetrametilpirazina Pirazinas 1124-11-4 Pz07
89 Trimetilpirazina Pirazinas 14667-55-1 Pz08
90 Acetato de 2-butilo Ester 105-46-4 Es1l
91 Terpinen-4-ol Terpeno 562-74-3 Tp04
92 Timol Terpeno 89-83-8 Tp05
93 Acido tiocianico, éster fenilmetilo Ester 3012-37-1 Es12
94 Tridecano Hidrocarburo 629-50-5 Hc08
95 Undecanal Aldehido 112-44-7 Ad09
96 Undecano Hidrocarburo 1120-21-4 Hc09
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Anexo )

Agrupamiento de los compuestos volatiles para simplificar la visualizacién de las relaciones en el

analisis multifactorial

Para facilitar la visualizacidn de las relaciones en el gréfico del analisis multifactorial, los compuestos
volatiles significativos se agruparon en 18 grupos, segun la cercania mostrada en el andlisis de

componentes principales.

Cuadro 26 Agrupamiento de los compuestos volatiles para elaborar el analisis multifactorial

Acrénimo Compuesto volatil Agrupamiento Acrénimo  Compuesto volatil Agrupamiento

Amo01 2-propenamida Ce01 2,3-butanediona

Am03 Acetaldehido dimetilhidrazona Am1l Ce03 2-heptanona

Am04 2,6-dimetilpiperidina Ce05 2-nonanona

Ce07 Acetoina Ce06 2-octanona Cel
- . CeAcl

Acl5 Acido propanoico Es05 Acetato de 2-pentanol

Al05 2,3-butanodiol AlEtL Ac01 Acido 2,6-piridinedicarboxilico

Et01 Acetaldehido, acetal dipropilico Alog 2-heptanol, 3-metil

Ac06 Acido benzoico, 4-formil Ac13 Acido octanoico, 2-butil

Pz08 Trimetilpirazina EtPzAcl Acl4 Acido pentanoico, 4-oxo

Et02 Eter alilico etilico EsO3 1-butanol, 2-metil-, acetato

Pz07 Tetrametilpirazina Pt EsO4 1-butanol, 3-metil-, acetato

Pz03 Pirazina, 2,3-dimetil Es09 Acetato de isobutilo EsAcl

Es02 1,3-propanediol, diacetato Es Acll Acido L-lactico

Esll Acetato de 2-butilo Ad09 Undecanal

All1l 2-propanol, 1-(2-butoxietoxi)- Al13 3-heptanol, 3-metil

Ad04 Benzaldehido Hc04 Decano

Alo7 2-butanol Al Acl2 Acido octanoico

Al19 Fenol EsO8 Acetato de etilo

Al20 Fenol, 2,3,5,6-tetrametil Ce08 Acetofenona

Ce04 2-hexanona, 4-metil Hc05 Heptano, 2,2,4,6,6-pentametilo HcAcEsCe

Ac04 Acido acético Hc09 Undecano

Ac05 Acido acético, dietil- Acl AmO02 4,5-dimetil-orto-fenilendiamina

Ac08 Acido butanoico, 3-metil Hc01 Benceno, 1-propenilo

Ado1 2,3,6-triclorobenzaldehido Aclé Acido propanoico, 2-metil

Ad02 3-ciclohexeno-1-acetaldehido,q,4-dimetil- Adl AlO6 2,5,8,11,14-pentaoxahexadecan-16-

Ad06 Furfural All6 Bencenometanol,q-metil-

Ad07 Nonanal Al21 Alcohol feniletilico Al2

TpOl q-Terpineno Tpl AdO5 Bencenoacetaldehido

Tp02 c-Terpineno Tp2 Al02 1-butanol, 3-metil-

Tp03 Linalol All7 Etanol

Tp04 Terpinen-4-ol Tp3 Pz01 2,3-dietilpirazina Pz2

Pz04 Pirazina, 2,5-dimetil Pz3
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Anexo K

Ejemplo de curva de secado
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Figura 46. Ejemplo de curva de secado (secador de circulacién continua, S1)
de la mezcla de clones para cada tiempo de fermentacion.
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