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Resumen

La fermentacién del cacao es determinada por el crecimiento de sucesiones de diversos grupos microbianos que varian de una regién
a otra. En el presente estudio se realizé una caracterizacion de las muestras tomadas de fermentaciones de unidades productivas del
Valle del Cauca a las cuales se les midi6 la concentracion de levaduras, bacterias lacticas, bacterias acéticas y aerobios mesdfilos
durante 5 dias. Adicionalmente se determind la concentracién de azicares reductores y pH tanto del cotiledén como de la testa
mucilaginosa. Finalizada la fermentacién se determin el grado de fermentacion (prueba de corte e indice de fermentacién). Se
presentd un crecimiento de levaduras, bacterias acéticas y bacterias lacticas constante durante los 5 dias de fermentacion evaluados,
a excepcion del muestreo 1 que present6 un descenso en la concentracion de BAA. Se presentaron temperaturas promedio de
fermentacién de 26, 27 y 25 °C, consumo de azicares fue de 64.40, 88.78 y 98.27 % para los puntos de muestreo 1, 2 y 3,
respectivamente. Conocer el comportamiento de los grupos microbianos y sus respuestas bioquimicas, permiten entender las
relaciones entre el crecimiento de la microbiota del cacao y su calidad final, que a futuro permitan mejorar la calidad de los productos
derivados.
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Abstract

Cocoa fermentation is determined by the growth of successions of diverse microbial groups that vary from one region to another. In
the present study, a characterization of the samples taken from fermentations of productive units of Valle del Cauca was carried
out, to which the concentration of yeasts, lactic acid bacteria, acetic acid bacteria and mesophilic aerobes was measured during 5
days. Additionally, the concentration of reducing sugars and pH of both the cotyledon and the mucilaginous testa were determined.
At the end of fermentation, the degree of fermentation was determined (cut-off test and fermentation index). Yeast, acetic acid
bacteria and lactic acid bacteria growth was constant during the 5 days of fermentation evaluated, with the exception of M1, which
showed a decline in BAA concentration. Average fermentation temperatures of 26, 27 and 25 °C, sugar consumption of 64.40,
88.78 and 98.27% were presented for sampling points 1, 2 and 3, respectively. Knowing the behavior of the microbial groups and
their biochemical responses allows understanding the relationships between the growth of the cocoa microbiota and its final quality,
which in the future will allow improving the quality of the derived products.
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1 Introduccion

El mercado del cacao fino y de aroma representa
el 5% de la produccién mundial de cacao, aunque
pequefio, es un mercado interesante que demanda
mds calidad. Los principales productores de cacao
fino y de aroma son América Latina y el Caribe,
entre los cuales se encuentra Colombia [1]. Para
asegurar la calidad de cacao se deben tener en
cuenta aspectos genéticos, agrondmicos (variedad de
cacao, clima, suelo, etc) y de poscosecha (cosecha,
fermentacién y secado). En la poscosecha una de
las etapas fundamentales es la fermentacion, cuyo
paso es decisivo en la produccién de un chocolate de
calidad [2], sin embargo, la fermentacién de cacao,
sigue siendo un procedimiento empirico, para muchos
productores que poseen deficiencias tecnoldgicas, y
COMmo consecuencia se generan pocas ganancias para
los productores de cacao, ya que se presenta una
calidad variable [3] y los procesadores deben variar
las formulaciones de los productos derivados [4].

Las semillas de cacao se componen de un embrién
con dos cotiledones de almacenamiento grandes
(cotiled6n) protegidos por una cascara de semilla
flexible (testa mucilaginosa) [5]. Con la fermentacidn,
se inicia un proceso de conversién de azicares y
acido citrico presentes en la pulpa de los granos en
dcidos organicos por la accién de microorganismos
[6]. Ademds, la fermentaciéon cumple diversas
funciones en el grano de cacao: despectinizacion
de la pulpa, disminucién de la humedad, muerte del
embrion, desarrollo de precursores de sabor y aroma,
y disminucién de astringencia y amargor [7]. En este
proceso, la ecologia microbiana en la fermentacion,
estd determinada por el crecimiento sucesional de
diversos grupos microbianos como levaduras, bacterias
dcido acéticas (BAA), bacterias 4cido lacticas (BAL) y
otros grupos microbianos como hongos filamentosos y
bacterias del género Bacillus [5, 7].

En una primera fase de la fermentacién las
levaduras y BAL predominan por las condiciones
iniciales del medio (alta concentracion de azicares,
medio 4cido y anaerobiosis), lo que ocasiona la
despectinizacién de la pulpa, y esto permite la

entrada de oxigeno a la masa de fermentacién [8].

Los productos de la fermentacion heterofermentativa
del 4cido citrico por parte de las BAL, genera

un ligero incremento en el pH, lo que promueve
el crecimiento de las BAA [9]. Estos procesos
bioquimicos que se generan en la fermentacién
generan cambios que se ven reflejados en pardmetros
fisicoquimicos que influencian en la calidad del
grano (pH, acidez, grado de fermentacion, indice de
grano, indice de mazorca, entre otros) [10]. Para el
disefio de un proceso de fermentacién estandarizado,
se requiere evaluar la dindmica microbiana [11]. Por
lo anterior, el objetivo de este trabajo fue estudiar la
dindmica microbiana de fermentaciones espontdneas
de cacao de unidades productivas en el municipio de
Florida (Valle del Cauca) y aislar microorganismos
de interés para futuras aplicaciones como cultivos
iniciadores.

2 Metodologia
2.1 Muestreo

Las fermentaciones se realizaron en unidades
productivas de la zona rural de Florida, departamento
del Valle del Cauca. Se identificaron tres puntos de
muestreo diferentes de granos de cacao fermentado
y seco (M1, M2 y M3). Los muestreos de
fermentacién se realizaron bajo las caracteristicas
mencionadas en el Tabla 1.

2.2 Material vegetal

Se emplearon mazorcas de Cacao (Theobroma
cacao) tipo clones de trinitario, colectadas en estado
de maduracién fisiolégico y se rompieron con
herramientas de corte artesanal. Las mazorcas de
cacao fueron cosechadas con una tijera de poda. Los
granos de cacao fueron desgranados manualmente y
transportados en recipientes pldsticos hacia el lugar
de fermentacion.

2.3 Fermentacion

El seguimiento a la fermentacion se realizé durante
5 dias. Diariamente se tomaron muestras de
cacao en fermentacion en las zonas de produccion,
se empacaron en bolsas pldsticas y se llevaron
a los laboratorios del Centro de Biotecnologia
Industrial para andlisis fisicoquimicos. Los anélisis
microbiolégicos y quimicos fueron realizados por
triplicado.
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Tabla 1. Caracteristicas de muestreos de granos de cacao

Pardmetro M1 M2 M3

Latitud 3.270716 3° 16°14.58”N 3.264080 3° 15°50.69”N 3.262311 3° 15°44.32”"N

Longitud -76.216476 76° -76.211040 76° -76.213648 76°
12°59.31"W 12°39.74"W 12°49.13”W

Fecha Abril 25 al 29 de 2018  Mayo 16 al 20 de 2018  Junio 11 al 15 de 2018

Cantidad (kg) 12 10 20

Fermentacién Recipiente cilindrico de Cajén de madera de 1 m® Recipiente cilindrico de

Polietileno de Alta Den-

Polietileno de Alta Densi-

sidad de 20 L. dad de 200 L.
Volteo Diario después de las Diario después de las Sin volteo
primeras 24 horas primeras 24 horas
Secado Sobre lonas en asfalto. ~ Marquesina con base de Sobre lonas en asfalto.
asfalto.
Observacion  El recipiente plastico fue El volumen de El recipiente no presenta
tapado con una tabla de fermentacién fue orificios para dejar pasar el

madera.

Con orificios muy bajo comparado con exudado del mucilago de

en la parte inferior para la capacidad de la caja de los granos de cacao.

dejar pasar el exudado madera

del mucilago.

2.4 Secado

Los granos fermentados fueron secados al sol
durante 4 dias por los productores. Posteriormente,
una muestra de 50 g de granos secos fue llevada a
laboratorio de Biotecnologia del Sena CBI Palmira
para determinacién de los siguientes pardmetros
fisicoquimicos, después del secado: Indice de grano,
grado de fermentacién visual (El pardmetro que
permite determinar la adecuada fermentacién de los
granos)[12] e indice de fermentacién [13].

2.5 Analisis quimicos

A los granos de cacao fresco se les determind el
pH [14], se tomaron 5 granos de cacao y se separd
la testa mucilaginosa del cotiledén, se macerd cada
uno de los materiales separadamente y se realizé
una dilucién en 50 ml de agua. Posteriormente se
midié el pH con un potenciémetro marca BANTE
210 (China).

Los azicares reductores se determinaron por el
método de DNS [15]. A 90 ml de agua destilada,
fueron agregados 10 g de cacao previamente
macerados, la solucién se llevo a agitacion durante
30 min. A partir de la muestra diluida, se realizaron
diluciones sucesivas hasta 1073 y se determiné la
concentracion de aziicares reductores contrastidndola

con la curva estandar a una absorbancia de 540 nm.
La ecuacién de la curva fue: y = 0.0014x + 0.025
con un R? = 0,997.

El indice de fermentacién se determiné siguiendo
la metodologia de Gourieva y Tserrevitinov, [13].
Aproximadamente 0.1 g de la almendra de cacao
seca y molida, se extrajo con 50 ml de una solucién
de metanol: HCI (97: 3, v/v). El homogeneizado se
refrigeré a 8 °C durante 20 horas en un recipiente
protegido de la luz con tapa. Luego se filtr6 al
vacio y el filtrado se ley6 en un espectrofotémetro
(MAPADA UV-1200, China) a 460 y 525 nm de
absorbancia. El indice de fermentacion (IF) se
estim6 a través de la relacién entre las lecturas
de absorbancia en los rangos de 460 y 525 nm

(Ecuacidn 1)
_ Absyeo

= 1

AbS525 ( )
donde Absygp= Medida de absorbancia a 460 nm y
Abssys= Medida de absorbancia a 525 nm.

IF

2.6 Analisis microbiolégico de granos de cacao
en fermentacion

Para el recuento de microorganismos, se utilizaron
10 g de gramos de cacao. Los microorganismos,
presentes en el mucilago del grano, fueron separados,
extrayendo el mucilago del cotiledén, el cual fue
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macerado y homogeneizado en 90 ml (dilucién
10~") de agua peptona al 0.1% en un agitador
a 140 rpm durante 30 minutos (Merck, EEUU),
posteriormente se realizaron diluciones seriadas
(v/v) desde 10~! hasta 1079, seglin el caso. Se
determiné la concentracion de levaduras (agar
Saboraud cloranfenicol, Sharlau, Espafa), bacterias
acido lacticas (agar MRS, Merk, EEUU) + azul
de anilina (0,3 %), bacterias acéticas (Agar CARR
modificado, expresado en g/L): glucosa, 3; CaCOs,
10; azul de bromotimol, 0,04; extracto de levadura
10; agar, 20 y etanol 17,5 ml/L [16], [17] y aerobios
mesofilos (agar triptona-extracto de levadura). En
los medios utilizados para el recuento de bacterias
se emplearon 10 pug/mL de cicloheximida (Merk,
EEUU) como concentracién final en el medio de
cultivo. Después de la difusion, las placas se
incubaron a 37 °C durante 48 horas para bacteria
lactica y acética. Los cultivos de levaduras y
aerobios mesofilos se incubaron a 30 °C durante
48 horas. Después de la incubacion, se registro el
numero de unidades formadoras de colonias (UFC)
por gramo de cacao fresco.

2.7 Analisis estadistico

Las variables que se midieron durante el tiempo de
fermentacion (5 dias) fueron: azicares reductores
(mg/g), pH tanto en la testa mucilaginosa como
en el cotiledon, porcentaje de humedad de los
granos frescos, concentracion de bacterias lacticas,
bacterias acéticas, levaduras y aerobio meséfilos
(UFC/g).
concentracidn de bacterias se trabajé con 2 réplicas,
para cada sitio de muestreo. Para el andlisis de las
variables anteriores se utilizaron modelos mixtos
de coeficientes aleatorios. Otro grupo de variables

Para las variables asociadas con la

determinadas en campo fue la temperatura ambiental
y la temperatura de proceso, en este grupo de
variables se establecié un ANOVA no paramétrico
de muestras independientes. Para el andlisis, se
utilizé el software estadistico R en su versién 3.5.0,
se utilizo la librerfa “nlme” para el ajuste de modelos
mixtos de coeficientes aleatorios y se utilizé la
libreria “stat” con la funcién Kruskal. En el test para
la realizacion del ANOVA no paramétrico [18] se
trabaj6 con una significancia del 5% en los contrastes
de hipdtesis utilizados.

3 Resultados y discusiones

3.1 Analisis fisico-quimicos: Parametros de

fermentacion

En la figura 1 se presenta la temperatura ambiental
y de fermentacion durante 5 dias de fermentacion
evaluadas en tres unidades productivas de Florida.
No se presentaron diferencias estadisticamente
significativas entre los tres puntos de muestreo (p
>0.05), tanto para la temperatura ambiental como
la temperatura de fermentacién. A partir de las 48
horas de fermentacidn, se presenté un aumento en la
temperatura, evidenciando la actividad microbiana
en la masa de cacao (Figura 1).

40

Temperatura (°C)

Tiempo (horas)

—e— Muestreo - Temp. Ambiental - -0 - Muestreo 1- Temp. Fermentacién

—a— Muestreo 2- Temp. Ambiental - -& - Muestreo 2- Temp. Fermentacién

—a— Muestreo 3- Temp. Ambiental - -& - Muestreo 3- Temp. Fermentacion

Figura 1. Perfil de temperatura ambiental y de
fermentacién en los tres puntos de muestreo durante
5 dias de fermentacion. Muestreo 1 (M1: Unidad
productiva 1, abril de 2018), Muestreo 2 (M2: Unidad
productiva 2, mayo de 2018) y Muestreo 3 (M3: Unidad
productiva 3, junio de 2018).

En la fermentacion desarrollada en los puntos de
muestreo 1, 2 y 3, se presentaron temperaturas medias
de fermentacién de 26, 27 y 25 °C, respectivamente.
Las temperaturas alcanzadas en las fermentaciones
espontaneas se encuentran entre los 45 y 50 °C,
e incluso pueden ser superiores resultando en la
disminucién de la poblaciéon microbiana [7]. Bajas
temperaturas durante la fermentacion de cacao indica
una inadecuada infraestructura (Tabla 1).

Ale et al.
materiales y su efecto en la fermentacién de granos
de cacao (madera, plastico, acero inoxidable y
hojas em pila); quienes encontraron que el método
tradicional (hojas en pila) producia la mejor calidad
en términos de los estdndares aceptables. Pero la
caja de madera tenia un alcance muy cercano en la
calidad de la actuacién con hojas de montén.

[3] evaluaron diferentes tipos de
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En la figura 2 se presenta la concentracion celular
de levaduras. La concentracion de este grupo
microbiano no presentd diferencias estadisticamente
significativas entre puntos de muestreo (p >
0.05) y presentaron diferencias estadisticamente
significativas entre dias de muestreo (p < 0.05).
En el muestreo 1, la concentracion de levaduras
presentd una concentracion inicial de 5.27 £ 0,00
y alcanz6 7.50 + 0.19 log UFC/g a las 96 horas
con un crecimiento constante en los dias evaluados.
En el muestreo 2, la concentracion de levaduras
presentd una concentracion inicial de 4.68 £ 0.08
y alcanz6 7.04 + 0.05 log UFC/g a las 48 horas, y
a partir de ese momento presenta una disminucién
para reportar a las 96 horas una concentracién celular
de 5.01 + 0.06 log UFC/g. En el muestreo 3, se
present6 una concentracion inicial de 1.99 £ 0.55
log UFC/g y alcanz6 una concentracion de 7.85 £
0.34 log UFC/g a las 72 horas y a partir de esa
hora disminuy6. A las 96 horas se observo una
disminucién de la concentracién celular (6.94 +
0.10 log UFC/g). En las fermentaciones espontdneas
de cacao al inicio del proceso de fermentacién del
grano de cacao (primeras 24-48 h), las levaduras
son los microorganismos dominantes [19]. Las
levaduras son las principales responsables de la
despectinizacion de la pulpa de cacao, la produccién
de etanol y la produccién de granos de cacao con
aromas y caracteres tipicos de chocolate [20]. En
el presente estudio, el crecimiento de las levaduras
estd relacionado con la temperatura de fermentacion,
observdndose que cuando la temperatura aumenta
por encima de 27 °C se presenta una disminucién en
la concentracién celular, tal como se evidencio en el
muestreo 2 a partir de las 48 horas.

En la Figura 3, se presenta la concentracion de
BAL medidas en el tiempo de muestreo. Se pre-
sentaron diferencias estadisticamente significativas
entre puntos de muestreo y entre dias muestreados
(p <0.05).

Para el muestreo 2 y 3, la concentracién celular
inicial fue de 2.34 £+ 0.37 y 1.48 &£ 0.00 log UFC/g
hasta llegar a las 96 horas a 6.44 4+ 0.02 y 8.02
+ 0.64 log UFC/g, respectivamente, presentando un
comportamiento similar. Mientras que para el muestreo
1 a partir de las 48 horas de fermentacion se present6 un

—
=)

\

UFC/g)
(= A=)

0 24 48 72 96
Tiempo (horas)

Concentraciéncelular (log

—e— Muestreol —8—Muestreo2  —a— Muestreo 3

Figura 2. Concentraciéon de levaduras (log UFC/g)
durante los muestreos 1, 2 'y 3. Muestreo 1 (M1: Unidad
productiva 1, abril de 2018), Muestreo 2 (M2: Unidad
productiva 2, mayo de 2018) y Muestreo 3 (M3: Unidad
productiva 3, junio de 2018).

—
<

w

o

(5]

<

0 24 48 72 96
Tiempo (horas)

Concentracioncelular (log UFC/g)
.

—e—Muestreol —a—Muestreo2  —a— Muestreo 3

Figura 3. Concentracién de bacterias lacticas (log
UFC/g) en los muestreos 1, 2 y 3. Muestreo 1 (M1:
Unidad productiva 1, abril de 2018), Muestreo 2 (M2:
Unidad productiva 2, mayo de 2018) y Muestreo 3 (M3:
Unidad productiva 3, junio de 2018).

incremento considerable de 1.00 =+ 0.00 a 6.28 £ 0.00
log UFC/g. A medida que la fermentacion continda y
el mucilago de cacao se drena, mds aire ingresa a la
masa de pulpa y grano de cacao en fermentacion, lo
que crea las condiciones ideales para el crecimiento de
BAL y BAA de forma consecutiva entre las 24 y 72
horas de fermentacién [7].

En la Figura 4 se presentan los resultados de la
concentracion celular de bacterias 4dcido acéticas.
No se presentan diferencias
significativas entre los puntos muestreados (p >
0.05), sin embargo, para el muestreo 1 se evidencia
una caida en la concentracién celular a partir de
la hora 72. En el muestreo 2 y 3, se evidencia
un crecimiento constante de las células con una
concentracion inicial de 2.55 4+ 0.20 y 2.80 4+ 0.01
log UFC/g, respectivamente. En el muestreo 1, la

estadisticamente
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concentracién inicial de las bacterias inicia en 5.08 +
0.05 log UFC/g y alcanza una concentracién de 6.04
4 0.00 log UFC/g a las 48 horas de fermentacidn,
con una reduccién a las 96 horas a concentracién de
1.00 £ 0.00 log UFC/g.

El comportamiento en el muestro 1 se podria
explicar, por qué en el dltimo dia de fermentacién
(entre la hora 72 y 96), se presentd una disminucién
en la temperatura de fermentacion (de 22 a 20 °C),
temperaturas muy inferiores a las reportadas en los
puntos de muestreo 2 y 3. Para el muestreo 2
y 3 se evidencié un aumento en la concentracién
celular a partir de las 24 horas de fermentacién,
dicho aumento, coincide con el inicio de los volteos
en la fermentacion, procedimiento que permite la
oxigenacion de la masa de cacao. Las BAA en
particular las especies de Acetobacter, oxidan el
etanol producido por las levaduras en dcido acético
(oxidacion parcial para la generacién de ATP) [21] y
el 4cido lactico producido por las BAL. Esta tltima
reaccion genera calor que hace que la pulpa de
cacao en fermentacion aumente a 45-50 °C, también
considerada esencial para la fermentacion exitosa y
el desarrollo del sabor del chocolate [22].

En la figura 5, se presenta la concentracién celular
de aerobios meséfilos. No se presentaron diferencias
estadisticamente significativas entre puntos de
muestreo (p < 0.05), sin embargo, se presentaron
diferencias estadisticamente significativas entre los
dias de fermentacién evaluados (p > 0.05). Para los
tres puntos de muestreo evaluados (M1, M2 y M3),
la concentracidén celular aumenté constantemente,
con concentraciones iniciales de 4.67 &+ 0.08, 3.41
+ 0.15 y 246 £ 0.15 log UFC/g alcanzando
concentraciones celulares a las 96 horas de 7.21
+ 0.10, 6.23 £ 0.07 y 8.20 £ 0.09 log UFC/g,
respectivamente.

Las bacterias ldcticas, acéticas y las bacterias
entéricas pueden ser contabilizadas como aerobias
mesdfilas, lo cual se relaciona con las concentraciones
celulares alcanzada por estos microrganismos.

En la Figura 6 se presenta la concentracion de
aztcares reductores en el tiempo. Se presentaron
diferencias estadisticamente significativas entre
puntos y dias de muestreo (p < 0.05). En el muestreo
1 y 3 presentan una concentracion inicial de 39.79 +

—
o

UFC/g)
[ T N T s N

Concentracioncelular (log

<

24 48 72 96
Tiempo (horas)

—a—Muestreol —s—Muestreo2 —a— Muestreo 3

Figura 4. Concentracién de bacterias acido acéticas
(log UFC/g) en los muestreos 1, 2 'y 3. Muestreo 1 (M1:
Unidad productiva 1, abril de 2018), Muestreo 2 (M2:
Unidad productiva 2, mayo de 2018) y Muestreo 3 (M3:
Unidad productiva 3, junio de 2018).

—
b s Oy e D

Concnetracioncelular
(logUFC/g)

=)
=)

24 48 72 96

Tiempo (horas)

—e—Muestreol —a— Muestreo2 —— Muestreo 3

Figura 5. Concentracién de aerobios mesdfilos (log
UFC/g) de los muestreos 1, 2 y 3. Muestreo 1 (M1:
Unidad productiva 1, abril de 2018), Muestreo 2 (M2:
Unidad productiva 2, mayo de 2018) y Muestreo 3 (M3:
Unidad productiva 3, junio de 2018).

1.52'y 25.98 4+ 0.72 mg/g, respectivamente. A las 24
horas de fermentacién se evidencia un aumento en la
concentracion de azdcares reductores (50.89 + 1.28
y 60.06 + 2.16 mg/g, respectivamente). Lo anterior
se puede explicar porque la pulpa de cacao posee
sacarosa, la cual puede ser se hidrolizada en glucosa
y fructosa, por la actividad de la enzima invertasa
de las levaduras [19]. Comportamientos similares
fueron reportados por Racine et al. [23] donde la
concentracion de glucosa y fructosa permanece igual
a las 24 horas con respecto a la concentracion inicial
de fermentacién en pulpa de cacao. El consumo
de azidcares (glucosa) para los muestreos 1, 2 y 3,
fueron de 64.40, 88.78 y 98.27%, respectivamente.
Se han obtenido resultados superiores mayores al
95% a las 48 horas de fermentacion [23].
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Figura 6. Concentracion de azicares reductores durante
fermentacion de los granos de cacao. Muestreo 1 (M1:
Unidad productiva 1, abril de 2018), Muestreo 2 (M2:
Unidad productiva 2, mayo de 2018) y Muestreo 3 (M3:
Unidad productiva 3, junio de 2018).

En la figura 7 se presentan los resultados de pH de
la testa mucilaginosa y del cotiledén. Se presentan
diferencias estadisticamente significativas para el pH
en la testa mucilaginosa tanto para los puntos de

muestreo como para los dias evaluados (p < 0.05).

En el muestreo 1, el aumento de pH a partir de la
hora 48 coincide con el aumento en la concentracioén
de BAL (de 1.00 + 0.00 log UFC/g y alcanzé una
concentracién de 5.68 + 0.05 log UFC/g a las 48
horas) (figura 3). Lo anterior se puede explicar por
la conversién del 4cido citrico en 4cido lactico y
dcido acético provocando un aumento del pH de
3,0 a 4,0, debido a los mayores valores de pKa de
estos dltimos dcidos orgdnicos en comparacién con
el acido citrico [21]. El crecimiento de levaduras
fue constante durante las fermentaciones (figura
2) y presentaron reservas de azucares fermentables
(figura 6). El agotamiento de las fuentes de energia
glucosa y fructosa, generé un aumento continuo
de las concentraciones de etanol, 4cido lactico y
dcido acético 4cido l4ctico y acético, y el aumento
de la temperatura de la masa de la pulpa de cacao
provocando un descenso de los recuentos de BAL
y los recuentos de levaduras [7]. No se presentaron
diferencias estadisticamente significativas para el pH
en el cotiledén tanto para los puntos de muestreo
como para los dias evaluados (p > 0.05). Los
valores de pH iniciales para la testa mucilaginosa
(3.0 — 4.0) y cotiledén (alrededor de 7.0 antes de
la fermentacion) [7] coinciden con los valores del
presente estudio. En el muestreo 2, el pH de la testa y
del cotiledén tiende al equilibrarse. El pH final de los

granos de cacao después del proceso de fermentacion
que ocurre es muy importante ya que el tipo de
producto de la protedlisis enzimética de la proteinas
(precursores de sabor y aroma) cambian con el pH
[10]. Se cree que el pH interno del grano de cacao
debe disminuir entre pH 5.0 y 5.5 para permitir una
buena actividad de las proteasas endégenas que son
esenciales para la degradacion de las proteinas del
grano [24].

pH
>

o] 24 48 72 96
Tiempo (horas)

—e— Muestreo 1- Testa mucilaginosa - -& - Muestreo 1- Cotiledén

—a— Muestreo 2- Testa mucilaginosa - -# - Muestreo 2- Cotiledon

—a— Muestreo 3- Testa mucilaginosa - -a -~ Muestreo 3- Cotiledon

Figura 7. Comportamiento del pH durante
fermentacidn de los granos de cacao. Muestreo 1 (M1:
Unidad productiva 1, abril de 2018), Muestreo 2 (M2:
Unidad productiva 2, mayo de 2018) y Muestreo 3 (M3:
Unidad productiva 3, junio de 2018).

En el cuadro 2 se presenta el porcentaje de
granos fermentados segun la prueba de corte y el
indice de fermentacién. Se presentaron diferencias
estadisticamente significativas para el indice de
fermentacién en los puntos de muestreo evaluados
(p <0.05).

Para los muestreos evaluados se observaron bajos
porcentajes de granos bien fermentados, siendo el
punto 2 y 3 los valores més bajos. Lo anterior,
puede ser debido a varios factores como el corto
tiempo de fermentacién, la mezcla de granos de
tamafos diferentes e incluso la infraestructura para
la fermentacion. Los resultados de la prueba
de corte, coinciden con los resultados del indice
de fermentaciéon donde se consideran granos bien
fermentados con indices superiores a 1.0. Lépez
et al. [10] evaluaron 3 estados de madurez de
cacao CCN51, donde determinaron indices de
fermentacién de entre 0.8 y 1.1 desde las 24 a las
96 horas de fermentacion respectivamente, para un
estado de fermentacidn 3.
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El indice de fermentacién es determinado por
espectrofotometria, y estos cambios pueden ser
evidenciados debido a la descomposicién de los
pigmentos de antocianina durante la fermentacion
con la formacioén posterior de mds productos de
condensacion de antocianina [25].

Tabla 2. Porcentaje de fermentacidn visual e indice de
fermentacién de puntos de muestreo evaluados.

Parametro M1 M2 M3 Referencia

% FV* Buena 59 5 35 >65(NTC 1252)

Incompleta 36 10 35 <35(NTC 1252)
Mala (Violetas) 5 85 30 0 (NTC 1252)

Indice de
Fermentacion

>1.0 (Enmanuel

a b C
0.78¢ 0.58” 0.70 etal. [29])

Nota: *Fermentacion visual (FV) (tablas de fermentacién Batista,

[31]). “P<letras diferentes representan diferencias estadisticamente
significativas entre puntos.

4 Conclusiones

Los pardmetros quimicos como el indice de
fermentacién y fisicos como el porcentaje de granos
fermentados, permiten evaluar la calidad de la
fermentacién de los granos de cacao que para
efectos de este estudio fue baja. El alto valor en
el pH del cotileddn, el porcentaje de fermentacién
visual (prueba de corte) y el indice de fermentacion,
indicaron una baja fermentacion de los granos de
cacao. El crecimiento microbiano estd determinado
por la temperatura de fermentacidn, que a su vez esta
influenciada por la temperatura ambiental por falta
de aislamiento de las condiciones externas en las
unidades productivas. Las respuestas bioquimicas
de una correcta fermentaciéon de cacao pueden
variar entre diferentes localidades, este trabajo
representa un punto de partida para trabajos similares
y comparativos de calidad, por lo cual se debe
estudiar las interacciones bioquimicas y la influencia
en el crecimiento microbiano.
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