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RESUMEN
Entender los parámetros físico-químicos de durante la fermentación del cacao permite lograr una calidad de grano homogénea para los productores. En el presente estudio se evaluaron los parámetros físico-químicos y microbiológicos durante la fermentación de los granos de cacao y los parámetros comerciales posterior al secado de los granos. Las muestras fueron tomadas diariamente durante 5 días. El índice de mazorca promedio de las muestras fue de 26. El peso promedio de mazorca y porcentaje de cáscara fueron de 732,8 g y 81,75%, respectivamente. Durante la fermentación, la temperatura ambiental y temperatura máxima de fermentación registraron un promedio de 23 °C ± 2,58 y 28°C, respectivamente. Mientras el pH inicial y final del mucilago estuvo en 3,61 ± 0,02 y 4,24 ± 0,12, el pH de la almendra inicial y final estuvo en 5,60 ± 0,21 y 6,04 ± 0,06, respectivamente. Se presentó aumento del % de acidez durante la fermentación. El consumo de azúcares reductores fue del 64,4%. El comportamiento de la temperatura favoreció el crecimiento de las levaduras. El índice de grano fue de 98 g/100 granos, la humedad de 17,3 ± 2,36 % y 11,70 ± 0,5el % de cascarilla, siendo evidente la necesidad de mejorar el secado del grano. La temperatura es una de las variables más importantes a controlar durante la fermentación. El pH final indicó una fermentación incompleta para las 96 horas evaluadas. Para posteriores análisis, la evaluación sensorial de los granos generaría información acerca de las características organolépticas del licor de cacao.
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ABSTRACT
Understanding the physical-chemical parameters during the cocoa fermentation allows to achieve a homogenous grain quality for the producers. In the present study, the physical-chemical and microbiological parameters during the fermentation of the cocoa beans and the commercial parameters after the drying of the grains were evaluated. The samples were taken daily for 5 days. The average cocoa fruit index of the samples was 26. The average weight of ear and percentage of husk were 732.8 g and 81.75%, respectively. During fermentation, the environmental temperature and maximum fermentation temperature recorded an average of 23 °C ± 2.58 and 28 °C, respectively. While the initial and final pH of the mucilage was at 3.61 ± 0.02 and 4.24 ± 0.12, the initial and final pH of the cotyledon was 5.60 ± 0.21 and 6.04 ± 0, 06, respectively. There was an increase in % acidity during fermentation. The consumption of reducing sugars was 64.4%. The behavior of the temperature favored the growth of the yeasts. The grain index was 98 g /100 grains, the humidity of 17.3 ± 2.36% and 11.70 ± 0.5% of husk, the need to improve grain drying was evident. Temperature is one of the most important variables to control during fermentation. The final pH indicated an incomplete fermentation for the 96 hours evaluated. For further analysis, the sensory evaluation of the grains would generate information about the organoleptic characteristics of the cocoa liquor.
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INTRODUCCIÓN
El manejo poscosecha del cacao es de gran importancia y determina la calidad del producto en el mercado (Peláez et al., 2016). Para asegurar dicha calidad, la fermentación del grano de cacao representa un proceso esencial para eliminar la pulpa mucilaginosa que envuelve los granos (despectinización) (De Vuyst y Weckx, 2016) y el desarrollo de precursores del sabor del chocolate (Ho et al., 2014). Las semillas del árbol de cacao, son estériles (sin presencia de microorganismos) dentro de la mazorca, estas semillas se extraen manualmente de las vainas de cacao recién cosechadas, a partir de las cuales comienza la fermentación, ya que la pulpa rica en carbohidratos (mucilago) que rodea al grano está inmediatamente contaminada con la microbiota del medio ambiente (Papalexandratou et al. 2011). Este proceso se realiza de cuatro a siete días donde varios microorganismos crecen en la pulpa de cacao de manera sucesional (levaduras; bacterias del ácido láctico, BAL; bacterias del ácido acético, BAA) (De Melo et al., 2013; Ho et al., 2018). Para muchos agricultores, la fermentación del cacao es un proceso empírico, lo que hace que la calidad del grano no sea constante (acidez variable y fermentación incompleta) (Lagunes Gálvez et al., 2007), conllevando a problemas posteriores en la calidad del chocolate. De esta manera, existen El objetivo del presente estudio fue evaluar los parámetros de cosecha, físico-químicos y microbiológicos durante la fermentación y secado de los granos de cacao. 
METODOLOGÍA
Muestreo y Fermentación
El seguimiento de la fermentación se realizó en una finca de cacao ubicada la vereda La Unión del municipio de Florida, departamento del Valle del Cauca, Colombia (3.270716 3° 16’ 14.58’’ N, 76.216476 76° 12’ 59.31’’ W). Las mazorcas de cacao completamente maduras de híbridos mixtos se cosecharon y se rompieron con machetes sin lavar. Las semillas más su pulpa circundante (testa mucilaginosa) se extrajeron manualmente y se transfirieron al sitio de fermentación, tal y como lo realizan en la unidad productiva. La fermentación se realizó en un recipiente plástico, donde se adicionaron 10 kg de granos de cacao s (durante 4 días). La fermentación natural se realizó a temperatura ambiental (23 °C ± 2,6). Cada 24 h durante el proceso de fermentación, se tomaron 50 g de muestra. Los análisis químicos y microbiológicos se realizaron el día de la recolección de muestras en el laboratorio de Biotecnología del Sena CBI Palmira. 
Determinación de parámetros de fermentación
[bookmark: _Hlk520273644][bookmark: _Hlk520273612]Durante el curso de la fermentación la temperatura ambiente e interna de la pulpa de cacao se determinaron cada 24 h. Para el análisis químico, el cotiledón fue separado de la testa mucilaginosa.  Se determinó el pH de la testa mucilaginosa y el cotiledón. El % de acidez titulable (NTC 4623) y los azúcares reductores fueron determinados a partir de la pulpa de cacao. Los azucares reductores (mg/g) fueron determinados mediante el método DNS (Miller, 1989). Se determinó °Brix por medio de un refractómetro digital (Opti Brix 85, UK). El porcentaje de humedad de los granos húmedos y secos se determinó por gravimetría (NTC 1252). 
Para el recuento de microorganismos, se añadieron 10 g de granos de cacao y pulpa adherente a 90 ml (dilución 10-1) de agua peptona al 0,1% (v/v) (Merck, EEUU). La pulpa fue separada, macerada y homogeneizado en agitador a 140 rpm durante 30 minutos y diluido en serie. Se determinó la concentración de levaduras (agar Saboraud, Merck), las bacterias acido lácticas (agar MRS + azul de anilina), bacterias acéticas (Agar CAAR modificado) (Romero-Cortes et al., 2012) y aerobios mesófilos (agar triptona-extracto de levadura). Después de la difusión, las placas se incubaron a 37 °C durante 48 horas para MRS y CAAR. Los cultivos de agar Saboraud y agar triptona-extracto de levadura se incubaron a 30 °C durante 48 horas. Después de la incubación, se registró el número de unidades formadoras de colonias (UFC) por gramo de cacao fresco. 
El índice de fermentación se determinó siguiendo la metodología de Gourieva y Tserrevitinov, (1979). Aproximadamente 0.1 g de la almendra de cacao seca y molida, se extrajo con 50 ml de una solución de metanol: HCl (97: 3, v/v). El homogeneizado se refrigeró a 8 °C durante 20 horas en un recipiente protegido de la luz con tapa. Luego se filtró al vacío y el filtrado se leyó en un espectrofotómetro a 460 y 525 nm de absorbancia. El índice de fermentación (IF) se estimó a través de la relación entre las lecturas de absorbancia en los rangos de 460 y 525 nm (Ecuación 1):
(Ec. 1)
Determinación de parámetros de cosecha
Se determinó el índice de mazorca (Número de mazorcas para producir 100 kg de grano seco), índice de grano (Peso de 100 granos secos en 100), número de granos promedio por mazorca, peso de mazorcas, % de cáscara y % cascarilla (NTC 1252). El porcentaje de fermentación se determinó por análisis visual, donde 40 granos de cacao fueron analizados basados en las tablas de Batista, (2009). Basados en ese criterio, se determinó el porcentaje de granos con fermentación buena, con fermentación media y violáceos.
RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Durante la fermentación, la temperatura ambiental y de fermentación registraron un promedio de 23 °C ± 2,6 y 26°C ± 1,9, respectivamente (Fig. 1), con una temperatura máxima de 27°C. Estas temperaturas, favorecen el crecimiento de microorganismos mesófilos, sin embargo, en una fermentación adecuada alcanza temperaturas entre 40 y 50°C (Romero-Cortes et al., 2012). Altas temperaturas de fermentación, permiten favorecer la muerte del embrión del cotiledón del grano de cacao, así como permitir la sucesión de microorganismos de la forma adecuada. Bajas temperaturas de fermentación indican inadecuado montaje en la fermentación, que permita mantener la temperatura de fermentación en los compartimientos usados.

Figura 1: Perfil de temperatura (ambiental y de fermentación) y % de humedad de granos frescos de cacao, durante los 5 días de fermentación.
Mientras el pH inicial y final del mucilago estuvo en 3,61 ± 0,02 y 4,24 ± 0,12, el pH de la almendra inicial y final estuvo en 5,60 ± 0,21 y 6,04 ± 0,06, respectivamente (Fig. 2). Estudios plantean que la fermentación culmina cuando el pH de la testa mucilaginosa y el cotiledón tiende al equilibrio (Romero et al., 2012; Ramos, 2017). 

Figura 2: Comportamiento del pH (testa mucilaginosa y cotiledón) durante los 5 días de fermentación.
Se presentaron variaciones en el % de acidez titulable durante la fermentación (inicial: 1,84% y final: 3,17%) (Fig. 3). El % de acidez inicial del grano, coincidió con los valores de acidez reportados por (Ortiz y Álvarez 2015; Steinau 2017). El aumento de la acidez es efecto de la formación de ácidos orgánicos como ácido acético por la oxidación del etanol producido por las BAA y ácido láctico de las BAL. 

Figura 3: Comportamiento de % de acidez titulable (testa mucilaginosa y cotiledón) durante los 5 días de fermentación.
Se presentó un consumo de azúcares del 64,4% y el % de humedad de los granos frescos pasó de 59,5 ± 1,1 a 53,8 ± 2,4%, resultados similares a los obtenidos por Peláez et al., (2016), donde se presentó un consumo de azúcares de 68,14% y el % humedad disminuyó de 51,89 a 46,33%. En cuanto a la sucesión microbiológica (Fig. 4), las levaduras presentaron crecimiento exponencial durante las 96 horas de fermentación (entre 5,27 y 7,50 log UFC/g). Entre las 48 y 96 horas las bacterias lácticas presentaron un crecimiento exponencial (1,00 a 6,28 log UFC/g). Durante las primeras 48 horas, la presencia de las bacterias acéticas fue evidente (5,06 a 6,04 log UFC/g), terminando en una fase decreciente a partir de las 48 horas. Presuntivamente, uno de los factores determinantes en la sucesión dada en el presente estudio, fue la temperatura, debido a que la máxima temperatura alcanzada fue de 26 °C, lo que favorece el crecimiento de microorganismos mesófilos (levaduras y aerobios mesófilos). 

Figura 4: Dinámica poblacional de los microorganismos (BAL, BAA, levaduras y aerobios mesófilos) en la fermentación de los granos de cacao y concentración de azucares reductores.
Los parámetros de cosecha, son independientes de la fermentación y se relacionan con condiciones genéticas de las plantas de cacao, sin embargo, valorarlas hace parte de la calidad de los granos (Tabla 1). Las características físico-químicas posteriores al secado, representan parámetros de importancia comercial, el índice de grano fue de 98 g/100 granos, que corresponde a un índice de peso bajo según NTC 1252 (bajo peso entre 61 – 99 g/ 100 granos de caca seco). La humedad de 17,33 ± 2,3 %, 10,33% por encima de la humedad sugerida para cacao seco del 7% (NTC 1252) y 11,70 ± 0,5 el % de cascarilla (Parámetro normal, según Fedecacao, 2005), siendo evidente la necesidad de mejorar la calidad para alcanzar parámetros dentro de las normas establecidas. El índice de mazorca promedio de las muestras fue de 26. Se han reportado Índices de mazorca entre 12-19 para el departamento de Santander, y de 16-19 para el departamento del Huila, según Fedecacao (2005), valores muy positivos con respecto a los obtenidos en el presente trabajo, dado que menores índices de mazorca indican mayor rendimiento en el cultivo. El peso promedio de mazorca y porcentaje de cáscara fueron de 732,8 g y 81,8%, respectivamente. El porcentaje de cáscara de cacao puede representar del 52 al 76% (Chan y Choo, 2013).
Tabla 1. Parámetros de calidad de cosecha de cacao
	Parámetro
	

	Índice de mazorca
	26

	Índice de grano
	0,98

	% Cáscara
	81,76 ± 5,3

	% Cascarilla
	11,71 ± 1,1

	
% Fermentación*
	Fermentación buena
	59

	
	Fermentación media
	36

	
	Violáceos
	5


*Determinación visual (tablas de fermentación Batista, 2009)
Se presentó un porcentaje de fermentación buena de 59%, media del 36% y violáceos (fermentación incompleta) de 5%. Para un cacao especial se requiere que entre el 65 y 70% de los granos estén con fermentación buena, mientras que para un cacao corriente debe ser mínimo de 65% (NTC 1252). Una correcta separación de los granos por tamaños, permite una correcta fermentación, pues los granos más pequeños, se fermentan más rápido que los grandes.
CONCLUSIÓN
Uno de los factores determinantes en la fermentación es la temperatura. En cuanto a la fermentación, se debe asegurar que se presente una fermentación superior al 65%. Deben propiciarse las condiciones (infraestructura) para que la temperatura adecuada se mantenga y la consecuente sucesión de microorganismos sea la adecuada, así mismo se presente una correcta fermentación. El pH de la testa mucilaginosa y del cotiledón, indican una fermentación incompleta para las 96 horas evaluadas. Se debe asegurar un porcentaje de humedad del 7% en los granos secos. Para posteriores análisis, la evaluación sensorial de los granos generaría información acerca de las características organolépticas del licor de cacao. 
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