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Resumen

Con el objetivo de estudiar la evolucién de los flavonoides en cacao Criollo
Porcelana, procedente del Sur del Lago de Maracaibo. Se condujeron ensayos
bajo un disefio experimental de bloques al azar con arreglo factorial de 22x3x5,
se estudiaron cuatro factores: época de cosecha (2), diferimiento del desgrane de
la mazorca (0 y 5 dias), remociones de la masa (cada 24 h, 48 h y 24/72 h) y el
tiempo de fermentacién (0, 1, 2, 3 y 4 dias). Las procianidinas extraidas (B2, C1,
Epicatequina y B5) fueron cuantificadas por HPLC. Los flavonoides disminuyeron
durante la fermentacién, las concentraciones fueron superiores en los cacaos
diferidos por cinco (5) dias, para todas las épocas. Para remocién y diferimiento
del desgrane no hubo diferencias significativas.
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Abstract

In order to study the evolution of flavonoids in Criollo Porcelana cocoa, from
the South of Lake Maracaibo. Trials were conducted under a randomized block
design with a factorial arrangement of 22x3x5, four factors were studied: the
harvesting date (2), pod opening delays (0 and 5 days), turning regimes (every
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24h, 48h and 24/72h) and the time of fermentation (0, 1, 2, 3 and 4 days). The
extracted procyanidins (B2, C1, Epicatechin and B5) were quantified by HPLC.
The procianidinas diminished during the fermentation, the concentrations were
always superiors in the cocoas that were submitted to opening of 5 days for all
the harvesting date. There were no significant differences for removal and pod

opening delays.

Keywords: Astringency, flavonoles and quality.

Introduccion

En los mercados internacionales, el
cacao se comercializa segin su calidad,
de acuerdo a la industrializacién del
mismo. Para ello, se han definido
criterios de calidad con base en
caracteristicas botanicas y de manejo
poscosecha. Se distinguen cacaos del
tipo “fino o de aroma”, provenientes
de tipos criollos, y “tipos ordinarios
o corrientes”, procedentes de cacaos
forasteros.

Segun cifras del MPPAT (2013),
en el pais existe una superficie de
siembra de cacao alrededor de 60.194
ha, con rendimientos anuales de 364
Kg.ha! y una produccién anual 18.000
t. Aproximadamente un tercio de la
produccién total de cacao en grano es
procesado y consumido internamente,
y el resto es destinado a los mercados
internacionales. El consumo nacional
de cacao en grano tiene dos destinos: la
industria procesadora y la chocolatera.

La fermentacién es el proceso
fundamental en el beneficio del cacao,
debido a que durante este proceso se
generan los precursores del sabor
y el aroma del chocolate. (Portillo
et al. 2014). Este proceso implica la
ocurrencia de reacciones quimicas
mediante las cuales se generan
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cambios internos en las almendras
(Pinz6n et al. 2008), finalmente, la
calidad de las almendras de cacao,
en cuanto al sabor, aroma, dependen
de la experiencia y el buen cuidado
que tenga el técnico encargado de
su produccién y manejo poscosecha
(Brunetto et al. 2009). En este sentido,
Portillo, et al., (2014), evaluaron varios
factores de estudio, entre ellos la
remociéon de la masa, el aguante de la
mazorca y el tiempo de fermentacién.
Determinaron que, de estos, el tiempo
de fermentacién fue el factor mas
importante en los diferentes valores
obtenidos. Asi mismo, no encontraron
diferencias en la frecuencia de
remocién de la masa y aguante de la
mazorca.

Los polifenoles son un conjunto
heterogéneo de moléculas que
comparten la caracteristica de
poseer en su estructura varios
grupos bencénicos sustituidos por
funciones hidroxilicas  (Herndndez
y Prieto, 1999). Los polifenoles de
mayor concentracién encontrados
en el cacao son las epicatequinas
y leucocianidinas. Los flavonoides
juegan un rol fundamental en la
sensacion de astringencia del cacao
y por ende del chocolate (Alvarez y
et al. 2018), por ello, el estudio de la
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evolucién de estos compuestos en
el cacao, son determinantes en la
calidad.

Portillo y et al., (2008), observaron
que el tiempo de fermentacién, en las
almendras de cacao criollo Porcelana,
tiene participacion en el contenido
de los polifenoles que actian en la
formacién del sabor astringente y los
azucares reductores como precursores
del aroma térmico del cacao. Por
otro lado, Zambrano et al., (2010),
encontraron contenidos de polifenoles
totales de 47,71 mg 4acido galico.g!
en el cacao criollo Mérida y 66,37 mg
acido galico.g? en el cacao Forastero
de Ghana. Durante el proceso de
fermentacién los polifenoles totales
presentes en las almendras de cacao
disminuyen de manera considerable
alrededor de un 70 a 80%.

Desde el punto de vista sensorial,
algunos investigadores han
determinado que el desarrollo del
sabor del cacao aumenta a medida que
transcurre el tiempo de fermentacion,
existiendo una correlacién negativa
con la astringencia, es decir, en la
medida que transcurre el tiempo
de fermentacién, disminuye la
astringencia de los granos (Luna et
al. 2002; Portillo et al. 2006). Por
otro lado, resaltan los investigadores
que los contenidos de procianidinas o
flavonoles en cacao son responsables
de la astringencia de los granos y por
ende tienen un efecto directo en la
calidad del producto final.

El objetivo de esta investigaciéon
fue estudiar la evolucion del contenido
de flavonoles en cacao criollo
Porcelana de Venezuela, considerando
la época de cosecha, remociéon de
la masa, aguante o diferimiento de
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desgrane de la mazorca y el tiempo de
fermentacion.

Materiales y métodos

Material Vegetal

Para este estudio se seleccioné el
cacao de tipo “Criollo” proveniente de
una plantacién de cacao situada en
la zona Sur del Lago de Maracaibo,
entre los estados Mérida y Zulia
(Venezuela). Las condiciones agro-
ecolégicas de la region son favorables
para la produccién de cacao: la altitud
estd comprendida entre 120 y 200
m, el pH del suelo entre 4 y 5, las
precipitaciones anuales entre 1500 y
2000 mm y la temperatura media de
28 °C.

Después de la cosecha
(aproximadamente 1500 mazorcas/
cajon), las almendras frescas fueron
fermentadas cuatro (4) dias en
cajones de madera cuadrados de 60
cm?, Las condiciones de fermentacion
comprendieron los siguientes
factores de estudio: dos (2) aguante
o diferimiento del desgrane de las
mazorcas (D0 y D5 dias), dos (2) épocas
de cosecha (afno 2011 y 2012), tres (3)
tiempos o frecuencias de remocién de
la masa (cada 24 h, 48 h 'y 24/72 h) y
cinco (5) tiempos de fermentacién (0,
24, 48, 72 y 96 horas), para un total
de 60 tratamientos, agrupados de la
siguiente manera:

DOBR24: Diferimiento del
desgrane de la mazorca de cero (0) dias
y remocién de la masa cada 24 horas

DOBRA4S: Diferimientos del
desgrane de cero (0) dias y remocién
de la masa a las 48 horas

DOBR24/72: Diferimientos del
desgrane de cero (0) dias y remocién
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de la masa a las 24 y 72 horas

D5BR24: Diferimiento del
desgrane de la mazorca de cinco (5)
dias y remocién de la masa cada 24
horas

D5BRA48: Diferimientos del
desgrane de cinco (5) dias y remocién
de la masa a las 48 horas

D5BR24/72:  Diferimientos del
desgrane de cinco (5) dias y remocién
de la masa a las 24 y 72 horas

Estos ensayos se condujeron bajo
un disefio experimental de bloques al
azar con un arreglo de factorial 22x3x5.
La masa de fermentacion fue cubierta
con hojas de platano y sacos yute. Asi
mismo, el proceso se condujo en una
sala cerrada, con paredes bloque y
techos de zinc. Las tomas de muestras
se realizaron diariamente (2,4 kg
aproximadamente) y efectuadas en
nueve puntos del cajéon situados entre
30 v 35 cm de la superficie, se tomé
una muestra de cada tratamiento y se
realizaron tres repeticiones para sus
respectivos andlisis. Posteriormente,
estas muestras fueron llevadas al
patio de secado, el cual se efectud
en patios de madera al sol, en
capas delgadas, durante cinco dias
hasta que el contenido de humedad
estuviese alrededor de 8%. Una vez
fermentadas y secadas, las almendras
fueron guardadas en bolsas de
tela y trasladadas al Laboratorio
de Tecnologia de Alimentos, de
la Facultad de Agronomia, de la
Universidad del Zulia, donde fueron
congeladas a -82°C, hasta sus analisis.
Posteriormente, las almendras fueron
descascarilladas y congeladas con
nitrégeno liquido, para luego molerlas
y pasarlas por un tamiz de 0,5 pm y de
esta manera obtener las muestras de
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cacao (polvo) para ser analizadas.

Extraccion

Un (1) g de cacao en polvo
desgrasado se extrajo con 100 mL de
acetona/agua (75/25 %"/,) empleando
agitacion magnética, durante 1h.
La mezcla fue filtrada con lana de
vidrio y saturada con NaCl. De alli se
separaron dos fases: la fase inferior
acuosa que contenia en la mayoria de
los derivados hidroxicinamicos (DHC)
y la fase cetbnica en la que estaban
disueltos los analitos flavan-3-ols:
(-) epicatequinas y procianidinas B2,
B5 y C1. Luego dos (2) mg de acido
galico se agregaron en una solucién
alcohdlica (estandar interno), la fase
cetonica fue evaporada totalmente.
El residuo, fue recogido en 20 mL de
agua y se lavd cuatro (4) veces con
cloroformo para eliminar las xantinas,
posteriormente, se extrajo cuatro (4)
veces con acetato de etilo. La fase
de acetato de etilo que contenia las
procianidinas fue evaporada y luego se
utilizo sulfato de sodio anhidrido como
agente desecante y se filtrd, utilizando
filtros Millipore (0,45 um) antes de su
analisis. El residuo se recogié en 5 mL
de metanol.

Separacion cromatografica

La separacién cromatografica
de las procianidinas se realizé por
HPLC, empleando el método de
estandar interno. Para ello, se utilizo
un Cromatoégrafo HP (serie 1100),
equipado con una Columna RP C18
S5um (25cm x 4,6 mm), un detector
UV, operado a 280nm, la fase movil
estuvo constituida por la siguiente
mezcla de solventes: A: acido fosférico
2 mM, B: metanol 5% a 100% de B en
48 minutos, a una velocidad del flujo
de ImL.min? y 20 pul como volumen
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de muestra.

Analisis Estadisticos

El analisis de varianza (ANOVA)
fue aplicado sobre los datos obtenidos.
Los factores estudiados fueron: La
época de cosecha, aguante de la
mazorca, remocién de la masa y el
tiempo de fermentacién. Se utilizd
la prueba de Duncan para clasificar
las diferencias existentes entre los
tratamientos. Todos los analisis fueron
realizados con el software estadistico
X-LSTAT 2013.

Resultados y discusion

La fraccion cuantificada esta
constituida esencialmente por la
epicatequina y las procianidinas

B2, B5 y C1. La concentracién de
los flavonoles disminuye durante
la fermentacién cualquiera sea el
factor estudiado. Esta disminucion
es globalmente superior al 60%, de
acuerdo con la concentracién de cada
uno de estos compuestos al inicio y al
final del proceso de fermentacion.

Los resultados mostraron que las
concentraciones de las procianidinas
B2, C1, epicatequina y B5, fueron
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slempre superiores en los cacaos que
fueron sometidos a un diferimiento
del desgrane o aguante de mazorca de
cinco (5) dias (D5), indiferentemente
de la época de cosecha. Por otro lado,
es importante sefialar que las mayores
concentraciones de estos compuestos se
obtuvieron para el mes de junio (cuadro
1). Las pruebas de medias muestran
que hubo diferencias significativas
en la concentraciéon de los flavonoles
en funcion del afio de cosecha. Solo la
procianidina B5 no mostré diferencias
significativas para los dos (2) anos de
cosecha y aguante de cero (0) dias. Asi
mismo la epicatequina tuvo el mismo
comportamiento para el aguante de
cinco (5) dias. Es decir, no presenté
diferencias significativas en las dos (2)
épocas de cosecha estudiadas.

La disminucién de las
procianidinas durante la fermentacién
conduce a una reduccién fuerte de la
astringencia y disminuye la inhibicién
de las reacciones de desarrollo del
aroma de origen térmico, en las
cuales los polifenoles son responsables
durante la torrefacciéon, las figuras
1, 2, 3 y 4 permiten ilustrar el
comportamiento de estos compuestos

Cuadro 1. Efecto de la época de cosecha y aguante de la mazorca sobre
los flavonoides para el cacao fermentado y secado al sol.

Epoca Aguante DO Epoca Aguante D5

(afios) B2 C1 Epi B5 (anos) B2 C1 Epi B5
Febrero Febrero
(2011) 0,55b 0,88b 1,52b 0,14a (2011) 0,84b 1,30b 2,64a 0,23 b
Mayo Mayo
(2011) 0,48b 1,09b 1,11b 0,13a (2011) 0,93b 1,44b 2,40a 0,23b
Juni i

U0 ho4a 1,77a 215a 022a WO q97. 949a 327a 030a
(2012) (2012)

Medias con letras diferentes dentro de la misma columna indican diferencias significativas a un

nivel del 5%.
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(6] 1 2 3 4
Horas de fermentacion

—e— DOBR24 —=— DOBR48 —4&— DOBR24/72
D5BR24 —%— D5BR48 —eo— D5BR24/72

Figura 1. Evolucidon de la procianidina B2 en funcion de la fermentacion.

g/100 g de cacao

0 1 2 3 4
Horas de fermentacion

—e— DOBR24 —=— DOBR48 —4— DOBR24/72
D5BR24 —¥—D5BR48 —e— D5BR24/72

Figura 2. Evolucidon de la procianidina C1 en funcion de la fermentacion.

g/100 g de cacao

0 1 2 3 4
Horas de fermentacion

—e—DOBR24 —=— DOBR48 —4&—DO0BR24/72
D5BR24 —%—D5BR48 —e— D5BR24/72

Figura 3. Evoluciéon de la epicatequina en funcion de la fermentacion.
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Figura 4. Evolucién de la procianidina B5 en funcion de la fermentacion.

durante la fermentacién para cada
uno de los factores evaluados. Por otro
lado, las figuras antes mencionadas
reflejan la evolucion del contenido
de las procianidinas cuantificadas,
observandose que al inicio del proceso
de fermentacion las concentraciones
son superiores para las cuatro
procianidinas evaluadasy enla medida
que transcurre el tiempo disminuyen
drasticamente, hasta las 72 horas,
para luego estabilizarse al final de la
fermentacién. Este comportamiento
fue el mismo para cada una de las
procianidinas estudiadas.
Considerando los resultados
presentados en las figuras anteriores
es posible observar un comportamiento

similar para cada una de las
procianidinas evaluadas, es decir,
independientemente del aguante

de las mazorcas y la remocién de la
masa existe una tendencia similar;
donde los frutos que fueron sometidos
a aguante cero (DOBR24, DOBR48 y
DO0BR24/72), cuya concentraciéon fue
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inferior para cada una de ellas y con
sus maximos valores para los granos
no fermentados. Posterior a las 24
horas de iniciada la fermentacién se
observa una disminucién que varia
entre el 60 y el 80%, siendo este
porcentaje superior para los cacaos
cuyas mazorcas se dejaron cinco dias
(D5BR24, D5BR48 y D5BR24/72)
para su apertura, extracciébn y
fermentacién de los granos. Todo
esto permite aseverar que el factor de
estudio determinante es el tiempo de
fermentacién y en segundo orden, la
época de cosecha.

Al respecto, Forsysth y Rombouts
(1951) citados por Rohan (1964),

estudiaron cuantitativamente los
cambios que se producen en los
polifenoles  solubles durante la
fermentacion y observaron que
los pigmentos antocianinicos se

destruian rapidamente, no asi los
otros compuestos polifendlicos que
desaparecerian en menor grado
por exudaciones a través de la
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testa. Aunque esté presente una
oxidasa cuyo substrato es la fraccién
polifendlica, tal oxidasa parece no
adquirir actividad hasta la fase de
desecacién, cuando el aire tiene acceso
a los cotiledones

Estos resultados son comparables
a otras investigaciones, que
reportan una fuerte disminucién del
contenido de fenoles totales entre el
70 y 80%, durante la fermentacion.
Esta  disminucion se debe a
fenémenos de difusién, de curtido
y de polimerizacién oxidativa, los
que ocasionan una reduccién de la
astringencia (Villeneuve y col. 1989).
Los polifenoles de la semilla del
cacao estan almacenados en células
distribuidas en grupos a través de
los cotiledones. Son compuestos
que participan activamente en las
modificaciones bioquimicas en el
interior de las almendras durante la
fermentacién, una de ellas, la oxidacién
enzimaética, que causa la disminucién
del contenido de polifenoles (Calderoén,
2002)

Elwers y col., (2009) senalan
que los cacaos criollos no tienen
o casi no tienen antocianinas. Es
importante destacar que el cacao
se encuentra dentro del grupo de
alimentos rico en antioxidantes
polifendlicos en los cuales prevalece
flavanol, procianidinas, monémeros y
oligomeros de epicatequinas (Ferrariy
Torres, 2003).

En relacion a las diferencias
encontradas en el comportamiento
del contenido de polifenoles totales
en las almendras de cacao de las dos
épocas de cosechas, se puede atribuir
a las condiciones edafoclimdticas en
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cada una de ellas, ya que la deficiencia
de agua y nutrientes en el suelo, trae
como consecuencia una reduccién en
el tamafno de las mazorcas y de las
almendras, originando variaciones
significativas en la composicién
bioquimica de los cotiledones (Quiroz,
2012).

Conclusiones

El tiempo de fermentacién y la
época de cosecha fueron los factores
mas importantes en la evolucién y
concentracién de los flavonoles en el
cacao.

Para este tipo de cacao después
de las 48 horas de fermentacién el
contenido de flavonoides permanece
estable, esto permite recomendar que
el tiempo para realizar este proceso
pueda ser de 72 horas o tres dias.
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