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RESUMEN

Introducciodn: el cacao es una de las principales fuentes de polifenoles. Estos
compuestos se encuentran relacionados con la actividad antioxidante y las
caracteristicas organolépticas del cacao y sus subproductos. Durante el
procesamiento, los granos de cacao son sometidos a diferentes etapas que pueden
afectar el contenido de esos metabolitos, pero que son cruciales para el desarrollo de
la calidad organoléptica. Una de estas etapas es la fermentacion.

Objetivo: evaluar el efecto de la fermentaciéon sobre el contenido de metabolitos
secundarios y la actividad antioxidante en 5 clones de cacao cultivados en Colombia.
Métodos: en los clones estudiados se determiné el contenido de fenoles totales,
antocianinas totales y taninos condensados, mediante métodos espectrofotométricos;
asi como catequina, epicatequina, teobromina y cafeina por cromatografia liquida de
alta resolucion. La capacidad antioxidante se evalué mediante las metodologias del
DPPH- (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl), FRAP (ferric reducing antioxidant power),
ORAC (oxygen radical antioxidant capacity) y la capacidad atrapadora de radicales
superoéxido.

Resultados: el efecto de la fermentacion sobre los clones de cacao no fue uniforme,
observandose tanto cambios positivos como negativos en los contenidos de los diversos
metabolitos secundarios y la actividad antioxidante, en dependencia de la variedad.
Sin embargo, los cambios en la actividad antioxidante expresada como TEAC (trolox
equivalent antioxidant capacity) DPPH estan correlacionados con los diversos cambios
en el contenido de fenoles totales durante el proceso de fermentacién y descritos por
la expresién siguiente: ADPPH= 6,36099*Afenoles+5,10923, con r’= 0,982.
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Conclusiones: la fermentacion afecta el potencial antioxidante de los clones de
cacao, lo cual es importante para el desarrollo de las propiedades organolépticas de
los productos finales.

Palabras clave: cacao, fermentacién, compuestos fenélicos, metilxantinas, actividad
antioxidante.

ABSTRACT

Introduction: cocoa is one of the main sources of polyphenols. These compounds
are related with the antioxidant activity and sensory characteristics of cocoa and its
sub-products. During processing, cocoa beans are subjected to different stages, which
may affect the content of these metabolites. However, these processes are crucial in
the development of organoleptic quality of cocoa beans. One of these stages is the
fermentation.

Objective: to evaluate the effect of fermentation on the content of secondary
metabolites and the antioxidant activity in five Colombian cocoa clones.

Methods: the total phenol content, total anthocyanins and condensate tannins were
determined for the studied clones by spectrophotometric methods. Additionally, the
content of catechin, epicatechin, theobromine and caffeine were determined by high-
performance liquid chromatography (HPLC). The antioxidant capacity of cocoa clones
was determined by the methods DPPH' (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl), FRAP (ferric
reducing antioxidant power), ORAC (oxygen radical absorbance capacity) and
superoxide radical scavenging capacity.

Results: the effect of fermentation on cocoa clones was not uniform. Both positive
and negative changes in the contents of various secondary metabolites and
antioxidant activity were observed depending on the variety. However, changes in
antioxidant activity expressed as TEAC (trolox equivalent antioxidant capacity) DPPH
were correlated with the changes in the total phenol content during fermentation and
described by the following expression: ADPPH= 6.36099* Aphenols + 5.10923, with
r’= 0.982.

Conclusions: fermentation affects the antioxidant potential of cocoa clones, which is
important for the development of organoleptic properties of final products.

Key words: cocoa, fermentation, phenolic compounds, methylxanthines, antioxidant
activity.

INTRODUCCION

Los alimentos como frutas, vegetales y granos son reportados por contener una alta
variedad de compuestos antioxidantes, incluidos los compuestos fenélicos; los cuales
han recibido gran atencién debido a sus funciones fisiolégicas como antimutagénicos y
antimicrobianos.* Los compuestos fendlicos son producidos en el metabolismo
secundario de las plantas y desempefia un papel importante en los procesos de
maduracién, mecanismos de defensa y caracterizaciéon sensorial de los productos
alimenticios derivados de las plantas.*®

El cacao (Theobroma cacao L.), es en particular rico en polifenoles, estos representan
entre 12 y 18 % del peso seco de los granos, y se encuentran fuertemente asociados
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con la actividad antioxidante y con las caracteristicas organolépticas de los productos
elaborados a partir del cacao.**® Los polifenoles en los granos de cacao son
almacenados en las células pigmentarias de los cotiledones, y le aportan colores que
van desde el blanco hasta un morado oscuro, dependiendo de la cantidad de
antocianinas almacenadas.’ En los frutos de cacao se pueden distinguir 3 tipos de
polifenoles: catequinas o flavan-3-oles (37 %), antocianinas (4 %) y
proantocianidinas (58 %). La principal catequina es (-)-epicatequina con un maximo
de hasta 35 % del contenido de polifenoles. También se han encontrado en
cantidades menores (+)-catequina, (+)-galocatequina y (-) epigalocatequina.*®

La fermentacion y el secado son pasos criticos en el procesamiento del cacao, causan
descomposiciéon de las paredes de las células pigmentarias; sus contenidos quedan
expuestos a otros componentes dentro del grano y otorgan otras caracteristicas
fisicas y organolépticas, como olor y sabor. En la fermentacion aerobia se forman en
los granos pigmentos marrones constituidos por polifenoles; la epicatequina y
catequina se oxidan a quinonas, y la condensacion de las proteinas y polifenoles
causan una reduccioén de la astringencia y sabor amargo. Las quinonas también
pueden acomplejarse con aminoacidos, péptidos, proteinas o polimerizar con otros
flavonoides.?*! Los taninos de alto peso molecular se acomplejan con proteinas a
través de puentes de hidrégeno, y el resultado de estas reacciones es un pigmento
marrén, insoluble en agua. Los granos frescos de cacao contienen pigmentos
antocianinicos morados, como el cianidin-3-oa-L-arabinosido y cianidin-3-R-D-
galactosido. Durante la fermentacién, estos pigmentos son hidrolizados por
glicosidasas, que provocan una decoloracion de los cotiledones.®*

Se ha evidenciado que el cacao y sus derivados presentan una gran variedad de
propiedades beneficiosas para la salud en humanos. Algunos reportes sefalan que el
consumo de cacao o chocolate reduce el riesgo de contraer enfermedades
cardiovasculares. Varios estudios en humanos han mostrado el efecto de los
polifenoles del cacao en los niveles lipidicos, como una disminucién en el colesterol
total y regulacion en la presion arterial sist6lica y diastélica. También, inactivan
radicales superoéxido, hidroxilo y radicales lipidicos; asi mismo, inhiben la peroxidacion
lipidica (LDL) in vitro e in vivo. Ademas, se ha observado el mejoramiento en la
capacidad vasodilatadora de las arterias braquiales, en pacientes con enfermedad de
las arterias coronarias, al suministrarles bebidas de cacao.'**®

Aunque la mayoria de los estudios indican que los beneficios en la salud del cacao y
sus subproductos son atribuidos a los polifenoles, debe sefialarse que los productos
de cacao no solo son ricos en polifenoles, también tienen altos contenidos de
metilxantinas, que representan alrededor de 3,2 % de la composicién del chocolate
sin azUcar y sin grasa. Las principales metilxantinas de cacao son la teobromina (3,7 %
sobre una base sin grasa) y cafeina (alrededor de 0,2 %). La posible sinergia de las
interacciones entre los flavonoides y metilxantinas ain no son claras, sin embargo, se
debe considerar la contribucién a la salud de la teobromina en los productos de
cacao.'’” El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la fermentacién sobre el
contenido de metabolitos secundarios y la actividad antioxidante por diferentes
metodologias, en 5 clones de cacao cultivados en Colombia.

METODOS

Muestras: se utilizaron 5 clones de cacao fermentados y secos (CCN 51, ICS 1, ICS
60, ICS 95 y TSH 565) suministrados por FEDECACAO. El material vegetal de estudio,
se recolect6 en la "Granja Tierradura"”, ubicada en el municipio Miranda en el
departamento de Cauca. Los frutos en estado de colecta con edades similares y sin

393
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Plantas Medicinales. 2013;18(3):391-404

presencia de patdgenos en su corteza, fueron seleccionados de forma aleatoria en las
diferentes partes del arbol. Parte de los granos colectados se fermentaron por un
periodo de 6 dias. Los granos de cacao sin fermentar y fermentados se secaron al sol
durante 5 dias.'®

Reactivos y equipos: el radical libre DPPH- (1,1-difenil2-picrilhidrazilo), fosfato acido
de sodio, metanol, acido acético, tricloruro de hierro, 2,4,6-tri (2-piridil) triazina (TPTZ)
se obtuvieron de Aldrich Chem. Co (Millwakee, WI). AAPH [2,20-Azo-bis (2-amidinopropano)
dihydrochloride], usado como una fuente de radicales peroxilos, Trolox (acido 6-hidroxi-
2,5,8-tetrametilchromano-2-carboxylico), fluoresceinato de sodio, acido ascérbico,
catequina, (-)-epicatequina, teobromina y cafeina, se adquirieron de Sigma Chemical
Co. (St.Louis, MO). El acido sulfarico, vainillina y el reactivo de Folin se recibieron de
Merck (Alemania). Las medidas de absorbancia se realizaron en un espectrofotémetro
UV-Vis Jenway 6405. Las lecturas de fluorescencia se hicieron en un espectrofluorimetro
marca Perkin EImer modelo LS- 55.

Extraccion metandlica: se homogenizaron 10 g de muestra macerada de granos de
cacao en 100 mL de metanol. La mezcla se almacend en un shaker (New Brunswick,
Innova 4400) a 150 rpm, 30 °C durante 48 h y, finalmente, se filtr6. El extracto
obtenido se utilizé para la determinacién de la capacidad antioxidante y el contenido
de metabolitos secundarios.

Extraccion de metabolitos secundarios para el analisis de HPLC: la preparacion del
extracto se realiz6 siguiendo la metodologia, modificada, descrita por Gu y otros.*® Se
extrajo 1 g de muestra macerada de granos de cacao en 10 mL de metanol en un
tubo de polipropileno de 50 mL, mediante ultrasonido durante 15 min en un sonicador
(VWR Scientific, BI500A-DTH). El tubo se centrifugé a 4 000 rpm durante 10 min en
una centrifuga (Thermo Scientific, Heraeus Biofuge) y el sobrenadante se decant6 a
un tubo limpio de 50 mL. La muestra se extrajo con otros 10 mL de metanol. Los
extractos de metanol se combinaron y fueron filtrados a través de un filtro Sartorius
de 0,45 um antes de la inyeccion en el equipo.

Determinacion de fenoles totales: se determind por el método de Folin-Ciocalteu. En
un tubo de reacciéon se adicionaron 50 L del extracto metandlico, 425 yL de agua
destilada y 125 uL del reactivo Folin-Ciocalteu (grado analitico, Merck). Se agité y
luego se dej6 en reposo por 6 min. Posteriormente se adicionaron 400 puL de Na,CO3 a
7,1 %. Después de 1 h en la oscuridad se ley6 la absorbancia a 760 nm.?° Se usaron
soluciones de acido galico (Sigma-Aldrich®) entre 50 y 500 pug/mL para construir la
curva de calibracion. Los resultados se expresaron como mg de acido galico/g de
cacao.

Determinacién de taninos condensados: se utilizé una técnica para estimacion
espectrofotométrica de taninos condensados.?* En un tubo de reaccién se adicionaron
230 pL del extracto metanolico y 670 pL de una solucion de vainillina 10 000 ppm (en
acido sulfarico 70 %). Se agité y se incubé en un bafio de agua a 20 °C durante 15 min.
Luego se registro la absorbancia a 500 nm. El contenido de taninos se expresé como mg
de catequina/g de cacao.

Determinacion del contenido total de antocianinas: el contenido de antocianinas
totales en los extractos se determind por el método diferencial de pH. Las lecturas se
realizaron a 530 y a 700 nm para la eliminaciéon de interferencias debidas a la
turbidez de fondo, en buffer a pH 1,0 y 4,5, utilizando la ecuaciéon 1 y un coeficiente
de extincion molar de 26 900. En un tubo de reaccion se adicionaron 100 pL del
extracto y 900 pL del buffer. Se agit6 y luego se dej6 en reposo por 30 min.?? Los
resultados se expresaron como mg de cianidina-3-glucésido/g de cacao.
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A= (As30 - A700) PH 1,0 (Asso - A700) PH 4,5 (1)

Determinacion de (+)-catequina y (-)-epicatequina: se realiz6 mediante un analisis
cromatogréafico por HPLC (high perfomance liquid cromatography).*® Se utiliz6 un
cromatografo liquido (Shimadzu, LC-20AD), equipado con un auto inyector SIL-20A/HT,
un moédulo de comunicacién CBM-20A y un detector con arreglo de fotodiodos (PDA)
SPD-M20A, calibrado a 280nm. La separacion de (+)-catequina y (-)-epicatequina se
llevé a cabo en una columna C-18 ultra acuosa cuyas dimensiones eran 5 um de
tamafo de particula, 250 mm de longitud y 4,6 mm de diametro. Como fase movil se
utilizé metanol (A) acidulado con acido férmico 0,1 % (B), con gradientes de elucidn
de 0,01 min 60 % de A; 5-12 min 80 % de A; 13-14 min 60 % de A. La razon de flujo
de la fase moévil fue 1,0 mL/min. La identificacion de los picos se hizo comparando con
estandares de (+)-catequina y (-)-epicatequina (Sigma-Aldrich®).

Determinacion de teobromina y cafeina: se analiz6 por HPLC.?® Se utiliz6 un
cromatografo liquido (Shimadzu, LC-20AD), equipado con un auto inyector SIL-20A /HT,
un maédulo de comunicaciéon CBM-20A y un detector con arreglo de fotodiodos (PDA)
SPD-M20A, calibrado a 280 nm. La separacion de teobromina y cafeina se llevo a
cabo en una columna C-18 ultra acuosa cuyas dimensiones eran 5 um de tamafio de
particula, 250 mm de longitud y 4,6 mm de didmetro. Como fase maévil se utilizé
metanol 100 % trabajando en modo isocratico a un flujo de 1,0 mL/min. La
identificacion de los picos se hizo comparando con estandares de teobromina y
cafeina (Sigma-Aldrich®).

Actividad atrapadora del radical libre DPPH: la actividad antioxidante de las muestras
se evalu6d mediante la capacidad captadora del radical DPPH-, utilizando la
metodologia de Bondet y otros, con algunas modificaciones.?**® En un tubo de ensayo
se adicionaron 10 pL de extracto metanolico o del estandar y 990 pL de una solucion
de DPPH (20 mg/L) que se preparo con anterioridad en metanol. Como referencia se
usé la misma cantidad de DPPH y 10 pL del solvente de la muestra (metanol). Las
mezclas se agitaron vigorosamente y se almacenaron a temperatura ambiente y en
oscuridad durante 30 min. La absorbancia se registré a 517 nm. Los resultados se
expresaron como valores TEAC (umol de trolox/g de cacao) mediante la construcciéon
de una curva patron usando varias concentraciones del antioxidante Trolox®.

Medida de la capacidad reductora con el ensayo FRAP: el método consiste en evaluar
la capacidad antioxidante de una muestra de acuerdo con su capacidad para reducir el
complejo tripiridiltriazina (TPTZ) - Fe** hasta su forma ferrosa (Fe?").?® El reactivo de
FRAP se prepardé mezclando buffer acetato 0,3 pM (pH 3,6), TPTZ 10 uM (en HCI 40 mM)
y FeCI3.6H20 20 uM en una relacién de 10:1:1. En un tubo de ensayo se adicionaron
50 yL del extracto de cacao o acido ascorbico (estandar), 50 pL de buffer acetato 0,3 pM
(pH 3,6) y 900 pL de la solucién FRAP. Luego de 30 min de reaccion, se registro la
absorbancia a 595 nm. Los resultados se expresaron como mg de acido ascoérbico/g
de cacao.

Método ORAC: se determiné por la metodologia descrita por Ou y otros, con algunas
modificaciones.?’?° Se prepararon 3 mL de la siguiente solucién: 21 pL de una
solucién de fluoresceina 10 uM, 2 899 uL de buffer fosfato 75 mM (pH 7,4), 50 pL de
AAPH 600 mM y 30 pL de extracto de cacao o Trolox 500 uM (estandar). La
fluorescencia se registré cada 60 s a 37 °C, usando un espectrofluorimetro Perkin
Elmer LS45, con una multicelda termostatizada. Las lecturas se realizaron a una A de
excitacion de 493 nm y una A de emisién de 515 nm. El valor ORAC se calculé
utilizando la ecuacién 2 y los resultados se expresaron como valores TEAC (umol de
trolox/g de cacao).
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Donde: AUC es el area bajo la curva y f es el factor de dilucién de los extractos.?®

Evaluacion de la capacidad atrapadora de radicales superdoxido: en este ensayo se
evalla la capacidad de los antioxidantes para atrapar el radical superéxido, los cuales
son generados por el sistema NADH/PMS.*° La reaccion se llevé a cabo en buffer
fosfato 75 mM, pH 7,4. Las soluciones se adicionaron en las cantidades siguientes: 60 uL
de NBT 156 pM, 60 pL de NADH 468 pM, 15 pL de extracto de cacao o catequina
(estandar) y finalmente 165 pL de PMS 10 uM. Luego de 5 min de reaccién, se
registro la absorbancia a 560 nm. Los resultados se reportan como mg de catequina/g
de cacao.

Andlisis estadistico: los datos se procesaron con un analisis de varianza (ANOVA) y
minima diferencia significante (LDS), con el paquete estadistico SAS 9.2. Las
regresiones lineales se hicieron en el paquete estadistico Statgraphics Centurion XV;
p< 0,05 se seleccion6 como el criterio de diferencias significativas.

RESULTADOS
Contenido de fenoles totales, taninos condensados y antocianinas

En la tabla 1 se muestra el contenido de metabolitos fendlicos en los granos de cacao
sometidos al proceso fermentativo. El contenido de fenoles totales vari6é en un
intervalo de 21,69 y 38,64 mg.g™ en granos sin fermentar, y 22,58 y 50,23 mg.g™ en
granos fermentados. Los clones de cacao que presentaron mayor contenido de fenoles
totales fueron ICS 60 y TSH 565 en los granos sin fermentar, e ICS 1 en los granos
fermentados. El efecto de la fermentacion sobre los clones de cacao no fue uniforme,
se observaron cambios positivos y negativos en el contenido de fenoles totales
dependiendo de la variedad. El clon CCN 51 no presentdé cambios significativos. En
ICS 1 e ICS 95, los fenoles totales aumentaron después del procesamiento, mientras
que se evidencié una disminucién en ICS 60 y TSH 565.

El contenido de taninos condensados arrojo valores entre 32,09 y 77,24 mg.g™ en
granos sin fermentar, y 28,12 y 104,52 mg.g™* en granos fermentados. Los clones de
cacao que presentaron mayor contenido de taninos condensados fueron TSH 565 en
los granos sin fermentar, e ICS 1 en los granos fermentados. El efecto de la
fermentacion sobre el contenido de taninos condensados no fue regular, similar a lo
presentado antes en el contenido de fenoles totales. En los clones ICS 1 e ICS 95
hubo un incremento de procianidinas. En CCN 51, ICS 60 y TSH 565 se evidenci6é una
disminucidon de estos compuestos después de ese procesamiento.

En cuanto al contenido de antocianinas se observa que los valores varian en un
intervalo de 0,59 y 1,60 mg.g™ en granos sin fermentar, asi como 0,27 y 1,05 mg.g™
en granos fermentados. Los clones de cacao que presentaron mayor contenido de
antocianinas totales fueron TSH 565 en los granos sin fermentar, e ICS 1 en los
granos fermentados. Se observa que el contenido de antocianinas disminuyo después
de la fermentacién, excepto en el clon ICS 95.

396
http://scielo.sld.cu



Clon

CCM 51
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ICS 95

TSH 565
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Tabla 1. Variacién en el contenido de metabolitos fendlicos de & genctipos de cacao
sometidos al proceso de fermentacion

Fenoles

Taninos

Antocianinas

Epicatequina
(mg.g)

Cat i
totales condensandos totales {?_nzq;.lﬂ:a
(mg.g?t) {mg.g?) (mg.g?) =
Sin fermentar | 21,69+0,51a 32,01x0,05a 0,99=x0,010a ,250=x0,018a3
Fermentado 22,58+0,393 28,12x0,51b 0,27+0,003b ,672x0,045b

Sin fermentar | 35,36=x0,18b 66,10+0,66¢C

104,52+1,05d

1,26x0,045c
1,05+0,021d

,222£0,025cC

Fermentado 50,23+1,96¢c ,023=0,004d

1
0
0
0
0
0,92+0,011e 0,130+0,005e
2
0
0
0

Sin fermentar | 37,31x1,79d 46,92+1,08e 1,01+0,017a ,215%+0,018c
Fermentado 20,81+0,55e 43,35+0,51f

Sin fermentar | 22,80x0,20a3 32,09+1,023 0,59+0,019f ,249+0,101f
Fermentado 3L5,22+2,77f 41,56+1,47g 0,65=0,008g ,098=0,004g
Sin fermentar | 38,64+1,92d 77,24+1,19h 1,60+0,027h ,527+0,082h
Fermentado 25,11+1,09g 29,74+1,19i 0,48+0,013i ,121+0,000e

Los valores son expresados como la media £ desviacidn estandar {(n= 2}, Las medias con letras
diferentes son estadisticamente desiguales a un nivel de p«< 0,05.

Determinacion de (+)-catequina y (-)-epicatequina

El contenido de catequina en los granos de cacao sometidos al proceso de
fermentacion se muestra en la tabla 1. Los valores varian entre 0,215y 2,249 mg.g™
en granos sin fermentar, y 0,023 y 0,672 mg.g™ en granos fermentados. El clon de
cacao que presenté mayor contenido de catequina fue ICS 95 en los granos sin
fermentar y CCN 51 en granos fermentados. En cuanto al contenido de epicatequina,
resultd mayor que el contenido de catequina para los clones de cacao evaluados,
tanto en los granos crudos como fermentados. En la tabla 1 se presenta el contenido
de epicatequina de los granos de cacao sometidos al proceso de fermentacion. Los
valores varian en un intervalo de 3,14 y 10,20 mg.g™ en granos sin fermentar, y 0,26
y 3,90 mg.g™* en granos fermentados. Los clones de cacao que presentaron mayor
contenido de epicatequina fueron ICS 1 en los granos sin fermentar, e ICS 60 en los
granos fermentados. Después de la fermentacion se observa un efecto negativo en el
contenido de catequina y epicatequina.

Determinacion de teobromina y cafeina

En la tabla 2 se presenta el contenido de metilxantinas en los granos de cacao
sometidos al proceso fermentativo. El contenido de teobromina varié entre 2,75y
4,38 mg.g* en granos sin fermentar, y 1,24 y 3,32 mg.g™* en granos fermentados.
Los clones de cacao que presentaron mayor contenido de teobromina fueron ICS 60
en los granos sin fermentar, y CCN 51 e ICS 95 en granos fermentados. Se observa
que el contenido de teobromina en los granos de cacao disminuyd después de la
fermentacioén. Por otro lado, el contenido de cafeina fue menor con respecto al
contenido de teobromina para los clones de cacao evaluados. Los valores varian en un
intervalo de 0,43 y 3,54 mg.g™ en granos sin fermentar, y 0,32 y 1,49 mg.g* en
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3,310%0,1743
2,007+0,027b
10,202+0,469¢
3,336+0,031d
8,256+0,015e
3,807+0,058f
7,259+0,079g
1,732+0,089h
3,144+0,051a
0,262+0,044i
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granos fermentados. El clon de cacao que presentdé mayor contenido de cafeina fue
ICS 60 en los granos sin fermentar y fermentados. Después de la fermentacion, se
evidenci6 que el contenido de cafeina disminuyd excepto en el clon ICS 95.

Tabla 2. Variacidn en el contenido de metilxantinas de & genotipos de cacaco
sometidos al proceso de fermentacion

Teobromina Cafeina
Clon A 17
(mg.g™) (mg.g™)
Sin fermentar | 3,99x0,076a 0,96x=0,000a
CCMN 51
Fermentado 3,26+0,055hb 0,55+0,010b
Sin fermentar | 2,75+0,050c 0,50+0,001c
ICs 1
Fermentado 1,24+0,038d | 0,32+0,014d
Sin fermentar | 4,38+0,000e | 3,54+0,000e
ICSs a0
Fermentado 2,00+0,003f 1,49+0,018f
Sin fermentar | 3,86x0,067g | 0,43+0,038g
IC5 95
Fermentado 3,32x0,038b | 0,96%=0,023h
Sin fermentar | 3,11+0,0688h 0,91+0,046i
TSH 5akb
Fermentado 2,760,094 0,47+0,028]

Los valores son expresados como la media = desviacion estandar {n= 3). Las medias con letras
diferentes son estadisticarnente desiguales a un nivel de p< 0,05,

Actividad antioxidante

En la tabla 3 se presenta el efecto de la fermentacién sobre la actividad antioxidante
de los clones de cacao, evaluada por diferentes metodologias. La actividad atrapadora
del radical DPPH" varié entre 251,59 y 367,80 umol Tx.g™ en los granos sin
fermentar, y 253,75 y 464,64 umol Tx.g™ en los granos fermentados. Los clones de
cacao que presentaron mayor potencial antioxidante por esta metodologia fueron ICS
1, ICS 60 y TSH 565 en los granos sin fermentar, e ICS1 en los granos fermentados.
Después de la fermentacion, se observé un incremento de esta propiedad en los
clones ICS 1 e ICS 95.

El poder reductor de los clones de cacao medidos por el método FRAP, varié entre
25,15 y 50,18 mg.g™ en los granos sin fermentar, y 32,98 y 59,35 mg.g™ en los
granos fermentados. El clon de cacao que presentdé mayor poder reductor fue ICS 1
en los granos sin fermentar y fermentados. Después del procesamiento, se evidenci6
un incremento de esta caracteristica en los clones CCN 51, ICS 1 e ICS 95.

Los valores de la actividad antioxidante evaluada por el método ORAC variaron entre
1 473,22y 2 873,58 umol Tx.g™* en los granos sin fermentar, y 1 410,83 y 2 337,14 pmol
Tx.g™ en los granos fermentados. Los clones de cacao que presentaron mayor
potencial antioxidante por esta metodologia fueron ICS 60 en los granos sin
fermentar, e ICS 1 y TSH 565 en los granos fermentados. Después de la
fermentacion, se observa un aumento significativo en la actividad antioxidante del
clon ICS 1.
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Tabla 3. Variacidn en la actividad antioxidante de 5 genotipos de cacac sometidos

Clon

Sin fermentar
CCM 51

Fermentado

Sin fermentar
ICs 1

Fermentado

Sin fermentar
ICS ad

Fermentado

Sin fermentar
ICS 95

Fermentado

Sin fermentar
TSH LE&E

Fermentado

al proceso de fermentacion

DPPH-
(pmol.g)

251,50+10,52a
253,75+ 16,443
362,06+3,29b
464,54+21,08¢c
351,41+10,98b
325,48+ 16,724
287,46+19,13e
369,23+ 18,76f
367,80+15,27b
278,13+5,42g

FRAP
(mg.g?)
27,20x0,633
32,098+0,44b
50,18+0,83c
59,35+0,39d
44,00+0,08e
42,37+0,52f
25,15%0,46g
45,02x0,79h
44, 760,57
40,70£0,34]

02"
(mg.gt)
8,22+0,92a
6,90+0,61a
16,05+1,79b
25,05+1,32¢c
19,00+1,73d
24,37+0,42¢
31,54=x0,95e
11,69x1,40f
27,49+1,51g
17,29x0,20h

ORAC
{pmol.gt)

1473,22+65,15ab
1410,83+95,273
2 036,23%+1,22¢
2 337,14+33,06d
2 §73,58+141,40¢
2 096,56+84,51f
1 604,29+32,22b
1 551,79+11,86ab
2 311,52+1,26d
2 308,77+202,15d

Los valores son expresados como la media £ desviacion estandar (n=3). Las medias
con letras diferentes son estadisticamente desiguales a un nivel de p< 0,05,

ADPPH.(umolTx.g™")

20

110 - ICS 1
¥ ;
1~dF
~F
70 " ICS 95
-
i-"'-
| -~
30 ,r”#
104 P * const
ICS 6Q, Py
e
-50 - -
-~
-~
-~
904 & TSH 565
-15 -10 -5 0 5 10 15
-130

aFenoles totales (mg.g”)

Fig. Correlacion entre el contenido de fenoles totales y la actividad antioxidante
evaluada por la metodologia DPPH.
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La capacidad atrapadora de radicales superéxido arrojo valores entre 8,22 y 31,54 mg.g™
en los granos sin fermentar, y 6,99 y 25,05 mg.g™ en los granos fermentados. Los
clones de cacao que presentaron mayor capacidad atrapadora de radicales superéxido
fueron ICS 95 en los granos sin fermentar, e ICS 1 y ICS 60 en los granos
fermentados. La fermentacidén incrementé la capacidad atrapadora de radicales
superoxido de los clones ICS 1 e ICS 60.

No hay un patrén de comportamiento regular en el proceso de fermentacion de los
granos de los diferentes clones de cacao colombiano. Sin embargo, al correlacionar
los cambios en el contenido de fenoles contra los cambios en la actividad antioxidante
por la metodologia DPPH-, para los diversos clones fermentados y sin fermentar, se
encuentra que son las Unicas variaciones asociadas entre si y que pueden describir el
proceso fermentativo. De tal manera, que la expresion antioxidante de los
compuestos fendlicos reductores polares y medianamente polares, que son disueltos
en metanol (solvente de la metodologia DPPH), estan correlacionados con los diversos
cambios en el contenido de fenoles totales durante el proceso de fermentaciéon y
descritos por la expresion siguiente: ADPPH = 6,36099*Afenoles + 5,10923, con
r’= 0,982 (Fig.).

DISCUSION

Existen varios factores internos y externos que afectan la calidad o cantidad de los
compuestos fendlicos en las plantas, como la diversidad genética (variedad y origen
de la muestra), variables ambientales (intensidad de la luz, temperatura, uso de
fertilizantes, heridas), procesamiento (fermentacién, secado, tostado, alcalinizacién) y
almacenamiento.**3*

El efecto de la fermentacion sobre los clones de cacao no fue uniforme, observandose
cambios positivos y negativos en los contenidos de los diversos metabolitos
secundarios, en dependencia de la variedad. En los clones ICS 1 e ICS 95, los fenoles
totales aumentaron después del procesamiento en 42 y 54 %, respectivamente. En
ICS 60 y TSH 565, hubo una disminucion de 20 y 35 %. Un comportamiento similar
se encontrd para granos recién cosechados, mostrando que el contenido total de
compuestos fendlicos no evolucioné de una forma regular durante este proceso en
comparacion con los granos fermentados.** De otro lado, se sugiere que las pérdidas
de fenoles totales son debidas a la difusién de los polifenoles fuera de los cotiledones
durante la fermentaciéon y puede estimarse como 24 % después de 60 h de
fermentacion, que alcanza 58 % después de 8 dias. Ademas, los compuestos fendlicos
pueden acomplejarse con proteinas, polisacaridos y alcaloides del cacao.*? Por otro
lado, el incremento de los polifenoles durante el proceso de fermentacion puede
reflejar una formacién de proantocianidinas poliméricas (taninos).**3?

El contenido de taninos condensados no evolucioné regularmente después del proceso
de fermentacion. Este comportamiento fue similar al presentado antes en el contenido
de fenoles totales. Los clones con un efecto negativo en el contenido de polifenoles
durante la fermentacion, mostraron una disminucién en el contenido de procianidinas.
De igual forma, los clones que aumentaron o mantuvieron su contenido de fenoles
durante la fermentacion, presentaron valores crecientes en el contenido de taninos
condensados.®® Se ha encontrado que los niveles de procianidinas disminuyen de 3 a
5 veces durante la fermentacion, mostrando una correlacion negativa del contenido
de procianidinas con el grado de fermentacion y el cambio de color pdrpura a marrén
del grano.** Este decrecimiento se debe a que los taninos interactian a través de
puentes de hidréogeno con proteinas, produciendo pigmentos marrones insolubles en
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agua. Por otro lado, el incremento de las procianidinas puede deberse a la interaccion
entre los polifenoles durante la fermentacion.***?

Por otra parte, las antocianinas son los pigmentos mas importantes de las plantas
vasculares. Estos pigmentos solubles en agua son responsables del color naranja
brillante, rosa, rojo, violeta y azul, en las flores y frutos de algunas plantas. Son muy
inestables y sensibles a la degradacion. Su estabilidad se ve afectada por varios
factores como el pH, temperatura de almacenamiento, productos quimicos,
estructura, concentracion, luz, oxigeno, solventes, presencia de enzimas, flavonoides,
proteinas, iones metalicos y tratamiento térmico.*® Durante la fermentacion de los
granos de cacao, las antocianinas son hidrolizadas por accién de las glicosidasas, que
causan el blanqueamiento de los cotiledones. Estas enzimas hidrolizan el enlace
glicosidico de las antocianinas y producen azucar y aglicona, que reduce asi el
contenido de antocianinas.*

La disminucion del contenido de catequina y epicatequina durante la fermentacion se
debe principalmente a que estos polifenoles son oxidados a quinonas. Las quinonas
pueden acomplejarse con aminoacidos, péptidos y proteinas; y polimerizar con otros
flavonoides para formar taninos. La reduccién también es causada por la difusion de
los compuestos fendlicos en los exudados liberados durante este proceso.®%32

Las metilxantinas estan distribuidas en diferentes partes de la semilla del cacao, en el
grano, la pulpa y cubierta. En cuanto al contenido de metilxantinas, los resultados
revelan que las diferentes especies de granos de cacao contribuyen a niveles
diferentes de teobromina y cafeina, mostrando que el genotipo determina el
contenido de alcaloides del cacao. Durante la fermentacion, la reducciéon del contenido
de teobromina y cafeina se debe sobre todo a la difusién de estos alcaloides con los
liquidos celulares y al genotipo evaluado.?®3* Ademas, el contenido de cada
metilxantina es mas alto durante los primeros dias de fermentacion, y disminuye
gradualmente mientras aumenta el tiempo de fermentacién.?® Sin embargo, teniendo
en cuenta la alta permeabilidad de la cubierta del grano de cacao, Lambert y otros
describieron un comportamiento que favorece la acumulacién de los alcaloides.3®
Ademas, establecieron que durante los primeros dias de fermentacion, la estructura
del grano de cacao no es afectada y permite que los alcaloides penetren a través de la
cubierta, que sean acumulados y, por tanto, aumentar su contenido.®’

Cabe resaltar que los diversos granos de los clones de cacao colombiano tienen
actividad antioxidante muy superior a la gran mayoria de las frutas y hortalizas
reportadas, y expresadas como valores TEAC por los métodos DPPH" y ORAC, y
valores AEAC por FRAP; ademas son grandes atrapadores de los radicales superéxido
importantes dentro de muchos procesos fisiolégicos.*>*8

Los cambios en la composicién después de la fermentacién, que si bien no son iguales
entre clones, explican las transformaciones en el grano responsables de sus
propiedades organolépticas finales.
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