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Resumen
El proposito del trabajo fue brindar una descripcioén de los procesos

que se producen una vez que ocurre la fermentacion de las semillas de
cacao. Se identificaron las variables que influyen durante esta etapa y
los vacios de informacién que conducen al desarrollo de nuevas
investigaciones en este campo. La actividad de las levaduras es de
especial interés durante las primeras 48 h, dado que la produccion de
etanol esta asociada con los rasgos sensoriales que finalmente
presentara el grano. Las variables que mas afectan la fermentacion
alcohdlica son la temperatura y el suministro de oxigeno; en este
sentido, la recomendacion es utilizar contenedores de forma cuadrada
y hacer la primera remocion de los granos al finalizar el periodo de las
48 h. Adicionalmente, se debe considerar un tiempo de espera de las
mazorcas para elevar la temperatura y acelerar su ascenso durante los

primeros dos dias.

Palabras clave: cacao, fermentacion, levadura, etanol, tiempo de

aguante.
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Technical note

Fermentation of Theobroma cacao L. (Malvaceae)
Seeds, their First Forty Eight Hours: Study of
Opportunities

S. Cestari-Abreu'*

,J. Hernandez'

, F. Aguilera' ¥, J. De Almeida'

, M. Henriquez'

, H. Rodriguez'

' Gerencia de Proyectos de Investigacién, Desarrollo e innovacién, Centro Nacional de Tecnologia
Quimica, Caracas, Venezuela.

Abstract
The purpose of the work was to provide a description of the processes

that occur once the fermentation of cocoa beans occurs. The variables
that influence during this stage and the information gaps that lead to
the development of new research in this field were identified. Yeast
activity is of special interest during the first 48 h since ethanol
production is associated with the sensory traits that the grain will
finally present. The variables that most affect alcoholic fermentation
are temperature and oxygen supply; In this sense, the recommendation
is to use square-shaped containers and do the first removal of the
grains at the end of the 48 h period. Additionally, a waiting time for the
pod should be considered to raise the temperature and accelerate their

rise during the first two days.

Keywords: cocoa, fermentation, yeast, ethanol, holding time.
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1. Introduccion

El grano de Theobroma cacao L. (Malvaceae) esta definido por la semilla
fermentada, seca y con cascarilla [1, 2]. La produccién de granos de
cacao es un negocio sustancial; el precio, durante junio de 2020, estuvo
cerca de los dos mil délares americanos por tonelada segun reporta la
Organizacion Internacional del Cacao (ICCO) [3], dando una idea de la
magnitud que puede tener este producto al considerar que, por
ejemplo, Costa de Marfil tuvo una producciéon de mas de un millén de
toneladas de granos de cacao en el ano 2014 como reportan

Hoarey col. [4].

La Republica Bolivariana de Venezuela ha mostrado especial interés en
el aprovechamiento de este rubro; la declaracion del cacao como
género prioritario de la nacion [5] y el nacimiento de la Corporacion
Socialista del Cacao Venezolano S.A. [6], asi lo indican. Con el objetivo
de ganar mayor protagonismo en el mercado, el refinamiento de la
calidad del grano resulta relevante; ademas de cumplir con las
exigencias minimas de los paises importadores, es una ventaja
competitiva aumentar la calidad sensorial del grano de cacao. Entre los
factores que mas influyen en esta variable, resaltan la genética del
cultivo elegido, asi como, los modos en que son canalizados las

actividades de fermentacion y secado de los granos [7, 8, 9].

La fermentacion es la descomposicion microbiana de los carbohidratos
contenidos en la pulpa que recubre la semilla de cacao. Los cambios en
el pH, el aumento de la temperatura y la penetracion de los productos

de fermentacién de la pulpa en los cotiledones finalmente matan al
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embrion [10, 11, 12]. El camino correcto de la fermentacion esta sujeto a
un numero de variables; al identificarlas y ajustarlas correctamente,
este proceso puede ser mejorado y, en consecuencia, aumentar el valor

final del grano de cacao [7, 12, 13].

Por lo tanto, el objetivo de esta revision es ofrecer a los investigadores
y productores agricolas una descripcion de los eventos que se originan
debido a la fermentacion; asi como, identificar las variables de mayor
impacto y aquellos aspectos que no han sido considerados en el

proceso de fermentacion.

2. Metodologia

Se emplearon las plataformas de publicaciones cientificas SciELO,
ResearchGate y Dimensions, como se muestra en la Tabla 1, para
identificar la literatura relacionada con la fermentacion de los granos

de cacao a nivel nacional, latinoamericano y mundial.

Tabla 1. Plataformas y ecuaciones de busqueda empleadas

Plataforma Ecuacion de basqueda

SciELO

ResearchGate

Dimensions

(ab: ((fermentacion OR fermentation))) AND (ab: ((cacao OR cocoa)))

(fermentacion OR fermentation) AND (cacao OR cocoa)

(fermentacion OR fermentation) AND (cacao OR cocoa)
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3. Discusion de resultados

3.1 Fenémenos quimicos involucrados

Cuando los cacaocultores abren las mazorcas de cacao, se inicia el
proceso de fermentacion, las semillas se exponen a una infinidad de
microorganismos como consecuencia del contacto con las
herramientas de trabajo, las manos o el aire circundante [13, 14].
La microbiota que da inicio a este proceso es caracteristica de cada
region geografica, pero la evidencia cientifica mundial ha demostrado
que las bacterias acido lacticas y acéticas, junto a las levaduras son las

responsables esenciales de la fermentacion [10, 11, 12, 15].

El modelo mas aceptado indica que las levaduras son las responsables
de la produccion de alcoholes a causa de la metabolizacion de azucares
en un entorno casi anaerobico [12, 16]. Mientras que, las bacterias acido
lacticas metabolizan el acido citrico y la fructosa de la pulpa, formando

asi los acidos acético y lactico, respectivamente [11, 12].

La fermentacion inicia con la transformacion del azacar de la pulpa del
grano en alcohol y diéxido de carbono (proceso de glucdlisis), donde el
pH y la temperatura aumentan. La glucosa se degrada en el citosol,
dando lugar a dos moléculas de piruvato mediante la siguiente reaccion

general mostrada en la Ecuacion 1[13].
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Inmediatamente, bajo condiciones anaerdbicas el piruvato se
transforma en alcohol etilico o etanol (fermentacion alcohdlica) como

se observa en la Ecuacion 2.

Ec. 2

) — ) —— {3
Q

c |
——Lrtlzzu "y H
OH

|
s ]

o —

Luego, gracias a la remocion de los granos, se oxigena el entorno y el
etanol obtenido se convierte en acido acético, mediante la oxidacién
del alcohol por bacterias acido-acéticas como se observa en la

Ecuacion 3.

Ec. 3

O
H H H //
| | Microorganismo |
H-=C—C—- OH + 0249y ——— P H-C—C
| N

| |
H H H A

Las reacciones metabolicas descritas conducen a un incremento de la
temperatura y reducen los niveles de oxigeno del sistema [11, 14].
Por ello, si este oxidante es administrado de manera adecuada
mediante la remocién de los granos, favoreciendo la proliferacion de
las bacterias acido acéticas, estas convertiran el acido lactico y/o

etanol a acido acético [12].
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La evidencia sugiere que el 4cido acético puede ser precursor de un
amplio espectro de ésteres que daran al grano fermentado parte de sus
rasgos sensoriales [17, 18]. De acuerdo con lo expuesto, este modelo
sostiene que una buena fermentacién estara dirigida a la generacion de
acido acético; entonces, el identificar las variables que afectan los

niveles de esta molécula favorecera la calidad de la fermentacion.

Por otra parte, a medida que la actividad microbiolégica transcurre en
la pulpa, se difunden al interior de la semilla moléculas solubles en ella,
la temperatura aumenta y las sustancias que inhiben la germinacion
son degradadas [10, 11]; el contacto entre enzimas y sustratos en los
cotiledones, y los productos de la fermentacion finalmente matan el
embrion  [11].  Carboxipeptidasas, proteasas asparticas y
aminopeptidasas, son enzimas que estan involucradas en la
degradacion de las proteinas de reserva de los cotiledones del grano y

en la fermentacion de las semillas de cacao [10, 19].

Las fermentaciones acompanadas de una fuerte acidificacion de los
cotiledones (pH < 5,0) dan como resultado un pobre potencial de sabor
del cacao. Este hecho se debe a la dependencia del pH de las
carboxipeptidasas, cuya actividad es Optima en un rango de pH entre
5,0 - 5,5[10]. Ademas, estas peptidasas son las responsables principales
de la hidrolisis de las proteinas globulinas tipo vicilinas de reserva,
cuyos aminoacidos y oligopéptidos resultantes son los precursores que
dotaran al cacao de su olor caracteristico y, por lo tanto, en gran parte
de la calidad sensorial [10, 19].
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3.2 Aislamiento del sistema y suministro del oxigeno

El andlisis de un fendmeno a través de un modelo es importante porque
ayuda a comprender el funcionamiento de los sistemas y permite dar
sugerencias para mejorar los procesos de produccion. Aun cuando
estos puedan contener muchos componentes y mostrar numerosas
interacciones como puede ocurrir cuando se trata de conjuntos

bastante complejos y de gran tamano [20].

El modelo expuesto por Lopez y Dimick, sefiala a las levaduras y a las
bacterias acido lacticas como las primeras participantes en este
proceso [11,12, 14]. Respecto a las primeras, algunos autores mencionan,
que durante las primeras 48 h de una fermentacion, las levaduras
presentes en mayor numero son Pichia manshurica, Saccharomyces
cerevisiae y Hanseniaspora opuntiae [14, 21, 22]. Todas estas especies,
pueden producir etanol por medio del metabolismo de azucares bajo

un entorno anaerobico [23, 24, 25].

Los principales constituyentes de la pulpa se fermentan principalmente
en etanol y acido lactico. Como consecuencia, el microambiente del
sustrato de fermentacion cambia, lo que permite la actividad de las
bacterias aerobicas obligadas del acido acético que pueden crecer a
través de la oxidacion del etanol producido por las levaduras en acido
acético [16]. Por ello, conviene promover la fermentacion alcoholica;
reaccion que es exotérmica [16, 24], ya que, a medida que aumenta la
temperatura, las levaduras alcanzardn su maxima capacidad de
actividad. La accion de estos microbios disminuye al superar un valor

de umbral de temperatura (45 - 50 °C), junto con el pH del entorno
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(4,0 - 5,5), el cual resulta tras la produccién de etanol y por el
metabolismo de las bacterias acido lacticas, asi como por los niveles de
oxigeno por debajo de los minimos exigidos para la vida aerobica
[12, 16, 24].

En este sentido, se debe proporcionar las mejores condiciones para que
la produccion de etanol sea maxima, el sistema debe intercambiar calor
lo menos posible con el entorno y no proveer oxigeno de modo artificial
(mediante remociones de los granos) durante las primeras 48 h. Batista
afirma que la fermentacion anaerdbica tiene una duracion de 48 h [14],
Hamdouche y col. indican que, en Costa de Marfil, la primera remocién
de los granos, ocurre tras finalizar este tiempo [22], lo cual es
confirmado por otros autores como Guehiy col.; Tomlins y col., quienes
efectuaron fermentaciones de semillas de cacao en Costa de Marfil y

Ghana, respectivamente [26, 27].

Es importante sefalar que, en Africa Occidental, en general, prevalece
la explotacion de la variedad de cacao forastero [28], en consecuencia,
la primera remocion a las 48 h debe ocurrir en miembros de esta

variedad.

En el caso de las especies de la variedad trinitario, Alvarez y col.
determinaron que al limitar a dos el nimero de remociones, una a las
48 h y otra segunda a las 96 h (como ocurre, tradicionalmente en Costa
de Marfil [22]), se obtienen granos con pH intermedios (5,20 - 5,49)
segun el rango fijado por Jinap y Dimick [8], sin que esto repercuta en
el indice de fermentaciéon. Por lo que, para esta variedad es
recomendable hacer la primera remocion a 48 h, pues el pH encontrado
no fue alto. Ademas, un nivel alto de pH en los cotiledones es un

indicativo de una sobre fermentacion de la masa [29].
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3.3 Dimensiones, materiales y geometria del

contenedor

Las dimensiones, el tipo de material y la geometria del contenedor a
utilizar, asi como la masa de semillas a fermentar, son factores criticos
del proceso. El proposito es disminuir la pérdida de calor de la masa de

granos en fermentacion.

Relativo a la geometria, algunos autores determinaron que un
contenedor de forma cuadrada, en comparacion a uno rectangular,
permite alcanzar una temperatura mas alta de la masa en fermentacion
[30, 31]. De hecho, estos trabajos, junto con el de Nogales y col. [32],
senalan que un indice de fermentacion mayor puede obtenerse con
cajas de forma cuadrada, ya que, se alcanzan mayores temperaturas en

la masa de granos fermentante al usar dicho cajon.

En relacion con las dimensiones, lo tradicional es el uso de cajas de
100 cm? [11]; pero, Hernandez y col. determinaron que los mejores
resultados fueron obtenidos en la caja de 75 cm®, con una masa de
300 kg de semilla, en comparacién al de 100 cm?, el cual alojé un peso
de 1000 kg de semilla [33]. De los trabajos evaluados, este es el unico
que compardé el desempeno de cajas cuadradas en distintas
dimensiones, lo cual, posiblemente, abre oportunidad para una mayor

indagacion al respecto.

Acerca del material del contenedor, diversos autores mencionan que el
mas usual o tradicional para este procedimiento son las cajas de

madera [11, 13, 29]. Lo6pez y Dimick indican que cualquier tipo de madera
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resistente resulta ttil [11], Alvarez y col., por ejemplo, nombran a la
madera derivada del arbol apamate, Tabebuia rosea (Bertol)
DC (Bignoniaceae) [29]. Aunque, los contenedores de plastico también
han sido evaluados, Alvarez y col. observaron que no existe diferencia
significativa en cuanto al indice de fermentacion cuando se utiliza en
cajas de madera o de plastico [29], pero Guehi y col. senalan que el uso
de cajas de plastico arroja un indice de fermentacién menor cuando es
comparado con los obtenidos con cajas equivalentes de madera [26].
En consecuencia, se debe evaluar el material del contenedor para

futuros estudios.

3.4 Tiempo de aguante

El tiempo que hay entre la cosecha y el desgrane de las mazorcas se
define como tiempo de aguante [30]. El tiempo de fermentacion de las
variedades criollo y forastero varia de tres a cuatro dias y de seis a siete
dias, respectivamente. Mientras, Graziani y col. mencionan que, en
Cuyagua, estado Aragua (Venezuela), es costumbre un tiempo de

aguante de cinco dias por parte de los productores [31].

Por otro lado, Torres y col.; Portillo y col. evaluaron la fermentacion al
usar dos niveles de tiempo de aguante, es decir, cero y cinco dias,
hallando que un tiempo de aguante de cinco dias produce
temperaturas mas altas en la masa de granos de cacao en fermentacion,
en comparacion a los ensayos asociados a mazorcas que fueron

desgranadas el mismo dia (cero dias) de la cosecha [9, 30].
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Un tiempo de aguante mayor a cero, acelera el aumento de la
temperatura superior a los 45 °C durante las primeras 20 h [27, 30],
lo cual, promueve una mayor actividad enzimatica por parte de los
microorganismos de interés y resulta de utilidad para reducir la
proporcion de granos germinados, factor considerado por la norma
COVENIN 50:2018 [1], ya que, a mayor velocidad con la cual ocurra el
incremento de la temperatura, mas rapido se alcanzara la muerte de los
embriones [9, 11]. Ademas, mejora el indice de fermentacion, puesto
que, al alcanzar temperaturas mayores se favorece el proceso de

fermentacion y por ende el numero de almendras pardas [9, 30].

Ademas, se observé que a medida que se incrementa el tiempo entre la
cosecha y el desgrane aumenta la posibilidad de una sobre
fermentacion, por lo cual es conveniente reducir el tiempo de
fermentacion cuando la proporciéon de mazorcas desgranadas
tardiamente sea alta. De ahi que, definir un valor 6ptimo del tiempo de
aguante es un terreno que brinda oportunidades para nuevos
proyectos de investigacion; pues, a pesar de sus ventajas potenciales,
Torres y col. advierten que un tiempo de aguante indebido puede
conducir a una fracciéon mayor de granos negros [9], es decir, sobre-

fermentados [1, 9].

Un incremento exagerado y rapido de la temperatura, podria pensarse
que conduciria a la muerte también rapida de las levaduras
responsables de producir el etanol; sin embargo, algunas de estas
levaduras pueden ser termoestables [12, 25]. La tolerancia de una
levadura a la temperatura estd sujeta a su carga genética [16], en
consecuencia, podria utilizarse inoculos artificiales para mejorar los

resultados asociados a estos microorganismos si se sospecha que altas
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temperaturas inhiben la actividad de las levaduras nativas durante las

primeras 48 h fermentacion [34, 35].

El retardo del desgrane también influyé sobre las caracteristicas
quimicas, obteniéndose un contenido mas alto de taninos y acidez total
en el cotileddn, asi como pH bajos (5,46 - 5,49) [9, 31]. La elevacién de
la acidez en el cotiledon ha sido atribuida a la absorcion de los acidos
producidos por la degradaciéon microbiana de la pulpa, los cuales son
difundidos hacia el cotiledén, provocando reacciones de hidrolisis y

oxidacion de pigmentos [29].

Merece especial mencion que los resultados de Graziani y col.; Torres
y col. sugieren que la acidez final de los cotiledones guarda una relacion
positiva con la temperatura del sistema [9, 31]. Hamdouche y col.
sefnalaron que un tiempo de aguante mayor a cero se observan mas
bandas de ADN de comunidades de bacterias y levaduras. Lo que
probablemente significa que la abundancia de especies microbianas
aumenta con el tiempo de almacenamiento, ya que, estas comunidades
podrian estar presentes en la superficie de las vainas y desarrollarse

durante ese tiempo [22].

En resumen, estas evidencias apoyan al modelo de fermentacién
expuesto y respaldan que debe haber un tiempo de aguante mayor a
cero, pues resulta favorecedor para la fermentacion y por ende una

mejor calidad en el sabor del grano.

CIENCIA EN REVOLUCION, ISSN-e: 2610-8216 CNTQ, Mincyt CIENCIA Y TECNOLOGIA 95




5

)

i __ ] . @ @)
SO Mangt GENCRENREVOLUCION 58 O T

Ciencia en Revolucion, Vol. 8, N° 23, (enero-abril, 2022)

3.5 Acidez final de los cotiledones

Por ultimo, el modelo estudiado sugiere que toda buena fermentacion
debe conducir a la produccion de acido acético, pero una acidez
elevada en el grano fermentado es perjudicial para la calidad [9, 12].
Por ello, los autores recomiendan que, para un grano fermentado y
seco, el pH ideal debe estar alrededor de 5,30, ya que, si los granos de
cacao tienen un pH alto (5,5 - 5,8) después de la fermentacion, se
consideran que no presentan un nivel de fermentacion adecuado, con

un indice de fermentacion bajo [8, 17].

Cuando finaliza la fermentacion e inicia la labor del secado de los
granos, un nuevo contexto bioquimico inicia; a medida que ocurre la
deshidratacion de la testa, el agua del interior del grano, por efecto
osmotico, responde deslizandose hacia la cascarilla, arrastrando trazas
de 4cidos organicos junto a ella; estos, al ubicarse en la testa y al quedar
expuestos al efecto de los vientos y de los rayos solares, volatilizan,

reduciendo la acidez del grano [11, 32].

Un exceso de acido acético en los granos no es deseable, pero también,
segun el modelo expuesto de fermentacion, un aumento de la actividad
de las bacterias acido acéticas es favorable. En consecuencia, para
contrarrestar el posible excedente de acido acético en los granos, hay
que regular el procedimiento de secado con el proposito de desprender
del grano la mayor fracciéon posible de este acido. Jinap y col.
determinaron que las muestras de granos de cacao secados al sol y por
soplado de aire no tuvieron diferencias significativas con respecto a la

acidez, acidos grasos volatiles, apariencia fisica y calidad del sabor.
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Por lo tanto, el secado por soplado de aire debe practicarse cuando el

secado al sol no es posible [8].

4. Conclusiones

La evidencia descrita en el modelo confirma que los eventos que yacen
detras de la fermentacion de semillas de cacao reconoce a las
levaduras, asi como a las bacterias acido lacticas y acéticas, como
protagonistas principales de este proceso; ademas, sugiere que toda
fermentacion bien orientada conduce a una produccién de acido
acético. Durante las primeras 48 h, las levaduras, en un entorno
deficiente de oxigeno, y temperaturas alrededor de los 45 °C,
produciran etanol, el cual es sustrato para la formacion de acido
acético por parte de las bacterias acido acéticas; por lo tanto, conviene
estimular la produccion de etanol para que la formacion de acido
acético sea alta. Para que las levaduras puedan alcanzar maximos de
actividad, es necesario que exista el menor intercambio de calor entre
los granos fermentantes con el entorno, lo cual puede ser alcanzado
haciendo la primera remocion de los granos a las 48 h, y por medio del
empleo de contenedores de forma cuadrada. Adicionalmente, un
tiempo de aguante superior a cero dias ha demostrado ser una tactica
apropiada para elevar tanto los maximos de temperatura como la

rapidez de ascenso de este ultimo factor durante las primeras 48 h.
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