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Resumen 

Los compuestos neoformados, como la acrilamida, el alcohol furfurílico y el ácido 

furoico, son tóxicos para la salud; dada la alta demanda de cacao, es fundamental implementar 

estrategias para reducir su presencia en los alimentos derivados de Theobroma cacao L. El 

estudio se enfocó en evaluar la adición de Saccharomyces cerevisiae durante la fermentación del 

cacao, con el fin de disminuir la formación de estos contaminantes durante el proceso de 

tostación. Se realizo la cinética de Saccharomyces cerevisiae (Levapan) y (LALCAFE BASIC - 

LALLEMAND) aislada de café, siendo el primero el que mostró un desarrollo superior, lo que 

llevó a su selección para el estudio. Se recolectaron aproximadamente 140 mazorcas de cacao de 

la variedad FEAR-5 en la finca La Maloka, ubicada en el municipio de Rivera, Huila, Colombia. 

Las mazorcas se lavaron, desinfectaron y luego se procesaron para obtener los granos. Estos 

fueron distribuidos en dos tratamientos: uno de control sin levaduras (T1) y otro con la adición 

de S. cerevisiae (T2), cada uno por triplicado. Se realizó un recuento microbiológico de 

levaduras viables cultivables al inicio y al final de la fermentación, observándose un aumento en 

la población de microorganismos en el tratamiento T2 en comparación con el tratamiento T1. 

Además, se identificó el género Aspergillus mediante técnicas de tinción de esporas en el T1. 

Finalmente, las muestras fueron sometidas a un proceso de tostación en horno a 120°C durante 

70 minutos, con una apertura del 50% en ventanillas y trampillas. La inoculación de 

Saccharomyces cerevisiae durante la fermentación, para mitigar los compuestos neoformados en 

el cacao tostado, demostró ser eficaz, logrando una reducción del 59,6% en la acrilamida y del 

22,1% en el alcohol furfurílico. 

 

Palabras clave: Inocuidad, levadura, Caracterización, fermentación, neocontaminantes.  
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Abstract 

Neoformed compounds, such as acrylamide, furfuryl alcohol and furoic acid, are toxic to 

health; given the high demand for cocoa, it is essential to implement strategies to reduce their 

presence in foods derived from Theobroma cacao L. This study focused on evaluating the 

addition of Saccharomyces cerevisiae during cocoa fermentation to reduce the formation of these 

contaminants during the roasting process. The growth of Saccharomyces cerevisiae was 

compared with y (LALCAFE BASIC - LALLEMAND) aislada de café, with the former showing 

superior development, which led to its selection for the study. Approximately 140 cocoa pods of 

the FEAR-5 variety were collected from the La Maloka farm, located in the municipality of 

Rivera, Huila, Colombia. The pods were washed, disinfected and then processed to obtain the 

beans. These were distributed in two treatments: one control without yeast (T1) and the other 

with the addition of S. cerevisiae (T2), each in triplicate. A microbiological count of viable 

culturable cells was performed at the beginning and at the end of fermentation, and an increase in 

the population of microorganisms was observed in the T2 treatment compared to the T1 

treatment. In addition, the genus Aspergillus was identified by spore staining techniques in T1. 

Finally, the samples were subjected to a roasting process in an oven at 120°C for 70 min, with a 

50% opening of windows and hatches. Inoculation of Saccharomyces cerevisiae during 

fermentation, to mitigate the neoformed compounds in the roasted cocoa, proved to be effective, 

achieving a 59.6% reduction in acrylamide and a 22.1% reduction in furfuryl alcohol. 

 

Keywords: Safety, yeast, Characterization, fermentation, neocontaminants. 
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Introducción 

El cacao (Theobroma cacao L.) es una materia prima esencial para la producción de 

chocolate y sus derivados (Samaniego et al., 2020), Colombia se destaca como uno de los 

principales países exportadores de cacao, junto con Costa de Marfil, Ghana y Ecuador (Abbott et 

al., 2018), según estudios, aproximadamente 65.000 familias productoras de cacao se benefician 

de esta actividad (MADR,2021).  

Para el año 2022 en Colombia se registró una producción de alrededor de 62.158 t y los 

departamentos destacados fueron Santander con 22.899 t, Arauca con 10.520 t, Antioquia con 

5.188 t, Tolima con 3.593 t, Huila con 3.518 t y Nariño con 3.372 t (Fedecacao, 2023). Los 

granos de cacao son utilizados para la obtención de productos finales como chocolatería fina, 

chocolate de mesa, manteca de cacao, entre otros Megias et al. (2020) siendo necesario someter 

los granos de cacao a un procesamiento postcosecha que incluye fermentación, secado y tostado 

(Rawel et al., 2019). 

La fermentación es una etapa indispensable, donde el mucilago que envuelve las semillas 

de cacao es metabolizado por microorganismos como las bacterias ácido-lácticas (BAL) y 

bacterias ácido-acéticas (BAA) que producen compuestos como etanol y ácido acético quienes 

contribuyen en cambios fisicoquímicos de vital importancia en almendras (Ordoñez et al., 2019).  

Durante la fase de tostación, los cambios de temperatura reducen el contenido de agua en 

las semillas de cacao y favorecen la formación de compuestos aromáticos, como alcoholes, 

ácidos carboxílicos, aldehídos, cetonas, ésteres y pirazinas (Aprotosoaie et al., 2016; Huang & 

Barringer, 2011; Janek et al., 2016; Rojas et al., 2022a; Voigt et al., 2018). Este proceso 

desencadena una serie de reacciones químicas no enzimáticas, como la reacción de Maillard, en 

la que participan principalmente azúcares reductores y compuestos amino, procedentes 
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principalmente de los aminoácidos esenciales como la asparagina. Estas reacciones dan lugar a la 

formación de compuestos con diferentes pesos moleculares asociados a la calidad sensorial 

(Hodge, 1953; Martins et al., 2000). No obstante, durante este proceso también pueden inducir la 

formación de compuestos denominados contaminantes de proceso (NFC), como la acrilamida, el 

alcohol furfurílico (FFA) y el 5-hidroximetilfurfural (HMF) (Albouchi & Murkovic, 2020; 

Becalski et al., 2016; Murkovic & Pichler, 2006; Surma et al., 2017). Estos compuestos pueden 

aumentar potencialmente el riesgo de cáncer (Voyer & Alvarado, 2019).  

Dada la preocupación por los efectos adversos de ciertos compuestos contaminantes, la 

Agencia Internacional de Investigación del Cáncer (IARC) ha clasificado la acrilamida y el 

alcohol furfurílico como probables y posibles carcinógenos en humanos, ubicándolos en las 

categorías 2A y 2B, respectivamente (IARC & WHO, 1994). Además, el HMF ha demostrado 

ser mutagénico, carcinogénico y citotóxico (Islam et al., 2014). Estos compuestos neoformados 

se generan durante el proceso de tostación del cacao. Si bien se han explorado diversas 

estrategias de mitigación para otros alimentos, la revisión de la literatura revela una notable 

ausencia de enfoques específicos dirigidos a reducir la formación de compuestos neoformados en 

el tueste del cacao. 

En otras matrices alimentarias como el café han publicado la importancia del control de 

temperaturas. Bertuzzi et al. (2020), alude la necesidad de emplear una temperatura en tueste de 

café superior a los 210°C para de tal forma obtener porcentajes bajos de acrilamida. Otros 

estudios han demostrado que la enzima asparaginasa, que convierte la asparagina en ácido 

aspártico, ha mostrado excelentes resultados en la mitigación de acrilamida en alimentos como 

galletas, pan y patatas mediante su adición (Anese et al., 2011; Ciesarová, 2016; Kukurová et al., 

2009; Mohan-Kumar et al., 2014; Pedreschi et al., 2008). 
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La Saccharomyces cerevisiae es una de las principales levaduras fermentadoras del 

mucílago en café (Puertas, 2013). Los requerimientos nutricionales para el crecimiento de 

Saccharomyces cerevisiae están estrechamente relacionados con la cuantificación del 

microorganismo. Los factores determinantes en esta etapa incluyen la presión osmótica, 

temperatura, desecación, luz, pH y concentración de alcohol (Suárez et al., 2016).  

Es crucial considerar que la nutrición de este microorganismo es osmótica; por lo tanto, 

se deben evitar condiciones hipertónicas o hipotónicas para prevenir la plasmólisis y la 

plasmoptisis. El estrés osmótico puede reducir la eficiencia del proceso de fermentación y la 

viabilidad celular. Las altas temperaturas disminuyen la biomasa, mientras que las temperaturas 

bajas pueden inducir un estado de latencia celular, perjudicando su desarrollo. Además, la 

desecación y la luz dificulta el desarrollo y la actividad del microorganismo, siendo perjudicial 

para su crecimiento (Suárez et al., 2016). 

El pH óptimo para el desarrollo de las levaduras se encuentra entre 4 y 5, aunque estas 

muestran cierta tolerancia a medios más ácidos. Al finalizar la etapa de fermentación, es 

recomendable mantener el grado de alcohol en niveles moderados (Suárez et al., 2016).  

Por otro lado, el Saccharum officinarum (jugo de caña de azúcar) es considerado un 

aditivo beneficioso para el crecimiento y desarrollo de Saccharomyces cerevisiae, debido a su 

alto contenido de carbohidratos. Estos carbohidratos son esenciales para el metabolismo de 

microorganismos (Panigrahi et al., 2021). 

 En este sentido, se evaluó la inoculación de Saccharomyces cerevisiae (Levapan) durante la 

fermentación de cacao como estrategia de mitigación en la formación de acrilamida, alcohol 

furfurilico y ácido furoico en el tueste del cacao. 
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Planteamiento del problema 

El procesamiento de los granos de cacao comprende una serie de etapas, donde se 

encuentra el desarrollo químico, físico y organoléptico, consideradas de vital importancia para 

las características requeridas en calidad de productos finales como (chocolatería fina, chocolate 

de mesa, manteca de cacao y otros). Dichas etapas comprenden la fermentación, secado, tostado, 

descascarillado, molienda y almacenamiento del producto, siendo necesario tener en cuenta que 

la inocuidad en cada etapa es importante para garantizar la calidad deseada y de tal forma 

satisfacer al consumidor quien determina el mercado de dicho producto (Pacheco et al., 2021). 

La etapa de tostado del cacao es crucial para la calidad final del producto, durante este 

proceso ocurren reacciones químicas como la reacción de Maillard la cual conduce al desarrollo 

de propiedades como (color, textura y aromas), favoreciendo la palatabilidad. En dichas 

reacciones se lleva a cabo interacción de aminoácidos libres con azucares reductores los cuales 

quedan disponibles en la fermentación y se le denominan precursores de sabor y aroma 

característicos de cacao y de vital importancia para la actividad de evaluación sensorial. Sin 

embargo, durante este proceso también se producen otros tipos de compuestos denominados 

contaminantes neoformados (NFC) entre los que se destacan la acrilamida, N-carboximetillisina 

(CML) y 5-hidroximetil2- furfural (HMF) donde en ocasiones dichas sustancias pueden estar 

presentes en subproductos de cacao.  

Según estudios realizados al presenciar gran porcentaje de estos compuestos ocasionan 

impactos negativos en el ser humano. Al pasar del tiempo se ha implementado actividades como 

el registro de temperatura en secado, lo ideal es que no superen 50°C conduciendo el proceso de 

secado más lento y de tal forma mitigando la producción de compuestos indeseados (Martínez et 

al., 2022). 
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Los compuestos neoformados aumentan potencialmente el riesgo cancerígeno. También, 

la acrilamida se ha asociado a daños genéticos con alteraciones cromosómicas. Algunos 

alimentos involucrados son papas fritas, tortas, café, chocolate, galletas y cereales. Por ende, es 

de vital importancia la participación investigativa para ejercer control sobre los riegos en 

productos de consumo (Voyer & Alvarado, 2019). 

Es importante controlar el contenido de acrilamida, por tanto, debe considerarse como 

resultado de reacciones contaminantes de formación y eliminación. Dicho compuesto comienza a 

formarse a temperatura >100°C después de una fase inicial de latencia durante el cual no se 

forma acrilamida. Luego, aquella concentración de acrilamida aumenta con el pasar del tiempo 

hasta llegar a una concentración máxima, cabe resaltar que esta puede disminuir por agotamiento 

de reactivos o por eliminación de acrilamida. Los mecanismos de eliminación para acrilamida no 

se han aclarado completamente y en vista de esto se requieren más investigaciones (Capuano & 

Fogliano, 2011). 

Se ha identificado que una de las herramientas con fines de controlar presencia de 

acrilamida en alimentos sometidos a procesos térmicos es la adición de la enzima asparaginasa. 

Esta enzima es capaz de catalizar hidrolisis de la asparagina en ácido aspártico y amoniaco, 

reduciendo de tal forma el contenido de asparagina precursora (Capuano & Fogliano, 2011). 

Actualmente investigaciones respecto a la mitigación de concentración de compuestos 

neoformados son escasas, por ende, surge la necesidad en desarrollar estudios enfocados en 

tecnologías de mitigación de NFC que permitan garantizar la inocuidad y calidad en el cacao. 

Por lo anterior, se plantea la pregunta de investigación ¿Cómo la inoculación de Saccharomyces 

cerevisiae durante el proceso de fermentación de cacao influye en la formación de compuestos 

neoformados y la calidad del cacao tostado? 



12 

Justificación 

El cacao (Theobroma cacao L.) es una planta perenne tropical endémica de la región 

amazónica y pertenece a la familia Malváceae. Es un cultivo de gran valor comercial en regiones 

tropicales de todo el mundo debido a su fruto, que se utiliza como base en diversos procesos 

industriales para la obtención de productos como confitería, grasas para cosméticos y 

aplicaciones médicas (Rodríguez-Velázquez et al., 2022).  

Según investigaciones realizadas la acrilamida se forma a partir de aminoácidos, 

asparagina y azucares reductores entre estos (glucosa y fructosa) que se encuentra presente en 

productos como el T. cacao. Las primeras vías para la formación de acrilamida incluyen los 

dicarbonilos y los hidroxicarbonilos, que reaccionan con la asparagina, dando lugar a la 

liberación de acrilamida, un contaminante neoformado térmico. Además, es crucial considerar 

factores como la temperatura, la humedad y el pH, ya que estos influyen significativamente en la 

formación de acrilamida (Stadler & Gökmen, 2023). 

Es importante destacar que factores como la variedad del cultivar, las condiciones de 

almacenamiento y el entorno agroclimático afectan los niveles de asparagina y, por ende, la 

formación de acrilamida. En general, a mayor temperatura de cocción, mayor es la concentración 

de acrilamida en el producto final. Sin embargo, se ha observado que la acrilamida puede 

reducirse a temperaturas superiores a 180°C en algunos alimentos. Los compuestos 

neoformados, incluida la acrilamida, se consideran neurotóxicos tanto para animales como para 

humanos (Stadler & Gökmen, 2023). 

La fermentación del cacao es esencial para desarrollar los precursores de aroma y sabor 

en el alimento. Los microorganismos desempeñan un papel crucial en este proceso: las levaduras 

metabolizan el mucílago que recubre los granos de cacao fresco, rompiendo la pectina en 
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condiciones anaeróbicas (sin presencia de oxígeno) y fermentando los azúcares para producir 

etanol. Posteriormente, las bacterias ácido-lácticas (BAL) y bacterias ácido-acéticas (BAA) 

fermentan los azúcares, generando ácido láctico, ácido acético y manitol. Es importante destacar 

que, sin la presencia de estos microorganismos, una fermentación adecuada y la obtención del 

sabor deseado del chocolate serían imposibles (El Salous et al., 2019).  

En la búsqueda de literatura, no se han encontrado investigaciones que evalúen la 

inoculación de levaduras como una técnica para mitigar la formación de compuestos 

neoformados durante el tueste del cacao. Esta ausencia de estudios destaca una brecha de 

conocimiento significativa, especialmente considerando la importancia del cacao como un 

alimento de alta ingesta. 
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Objetivos 

Objetivo general 

Evaluar la inoculación de Saccharomyces cerevisiae durante la fermentación del 

cacao como estrategia de mitigación en la formación de acrilamida, alcohol furfurilico y 

ácido furoico en el tueste del cacao.   

Objetivos específicos 

• Evaluar un medio de cultivo sólido sostenible a base de agar y jugo de caña de azúcar para 

el crecimiento de levaduras. 

• Analizar la influencia de Saccharomyces cerevisiae en la degradación de precursores 

(glucosa, fructosa y sacarosa) durante la fermentación cacao. 

• Estudiar la influencia de Saccharomyces cerevisiae en la formación de acrilamida, alcohol 

furfurilico y ácido furoico durante el tueste del cacao. 
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Marco conceptual y teórico 

El cacao (Theobroma cacao L.) es un árbol originario de los bosques tropicales de 

América del Sur. La mayor diversidad genética de esta especie se encuentra en las zonas 

fronterizas de la Amazonía, entre Perú, Brasil y el sur de Colombia (Osorio et al., 2017). El 

cacao pertenece al reino Plantae y se clasifica dentro de la división Magnoliopsida. Forma parte 

de la familia Malvaceae y de la subfamilia Byttnerioideae. Dentro de la tribu Theobromeae, su 

género es Theobroma, siendo la especie más reconocida Theobroma cacao L. (Mendoza, 2011). 

La especie del género T. cacao es un árbol, de corteza oscura generalmente café o gris, 

presenta ramas cafés y finamente vellosas, sus hojas son simples y presenta inflorescencias 

caulinares es decir que se originan desde el tallo y cimosas o cerradas, las flores son pentámeras, 

hermafroditas, actinomorfas. El fruto es indehiscente carnoso (Mazorca), polimorfa, esférica, de 

tonalidades purpura o amarillo en fase de madurez, el endocarpio se encuentra alrededor de 4 a 8 

mm en grosor, duro, carnoso y leñoso (Figura 1). Dichas mazorcas son cultivadas para el 

mercado mundial. Sus semillas son de color café- rojiza, formas ovaladas y ligeramente 

comprimidas. Sus medidas regularmente son de 10, 20 ó 35 cm de largo 7 cm de ancho y su peso 

varía de 200 a 1000 g (Arévalo et al., 2017). 

Existen tres variedades importantes en el cacao (Criollo, Forasteros y Trinitario) y a partir 

de estos se originan nuevos híbridos y clones (Arévalo et al., 2017). 
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Figura 1 

Caracterización morfológica de planta a) florescencia en planta planta de Theobroma cacao L, 

b) planta de cacao variedad FEAR 5, c) morfología de cacao, y d) pulpa de cacao.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Propia 

El origen del criollo es dado en el Norte de Sudamérica y Centro América. Este es 

caracterizado por presentar sabores suaves y aromáticos, principalmente se encuentra en 

Venezuela, América central, Las Antillas del caribe, Sri Lanka, Timor Oriental y Java. Dicha 

tipología de cultivo logro dominar el mercado internacional hasta mediados del siglo XVIII. 

Debido a su alto porcentaje de susceptibilidad a enfermedades y bajos porcentajes en 

productividad, conduciendo en gran parte falencias en el mercado. Los frutos presentan forma 

b) d) 

a) b) 
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alargada de punta pronunciada, doblada y aguda. Regularmente la superficie del fruto es rugosa, 

delgada, tonalidad verde con salpicaduras que van desde color rojo a purpura oscura (Arévalo et 

al., 2017). 

El cacao tipo forastero es caracterizado por dominar la producción y el comercio mundial 

de granos, este es originario de la cuenca amazónica y se producen en los cuatro continentes 

cacaoteros (África, Asía, América y Oceanía). Sus frutos son de forma ovalada, cortos, con 

colores que van desde verde y amarillo en fase de maduración, su superficie es lisa, corteza 

gruesa y lignificada en su interior (Arévalo et al., 2017). 

Los trinitarios son generados mediante el cruce de criollos con forasteros. Se caracterizan 

por ser heterogéneos genética y morfológicamente. La planta suele ser robusta, frutos con 

tonalidades verdes o pigmentados. El origen es dado en trinidad y Tobago, se deduce que la 

hibridación es el resultado del cruzamiento espontáneo y natural. Actualmente esta tipología de 

cultivo es extendida en América (Trinidad, Tobago, Venezuela, Ecuador, México, Centro 

América) y algunos países de África (Camerún, Samoa y Papúa Nueva Guinea), es resaltar que 

presenta alrededor del 15% de la producción mundial (Arévalo et al., 2017). 

Este cultivo tiene su propia historia en Colombia, teniendo en cuenta que es muy 

probable que dicha especie tenga origen en cuencas de los ríos Orinoco y Amazonas, región que 

hoy en día es parte de Colombia y Venezuela. Sin embargo, para la época de conquista e inicio 

de la colonia T. cacao L. ya era conocido e incluso cultivado en la parte norte de Suramérica y 

centro de América lo que hoy es México (Agrosavia, 2023). 

Conquistadores y colonizadores conocieron el cacao y posteriormente lo llevaron a 

España como uno de los trofeos en aquella conquista de dicha región del mundo y a la 

aristocracia española le llamo tanto la atención que se podría decir que la primera exportación de 
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cacao a Europa se hizo en 1.580 con cargamento proveniente de Norte de Santander 

(Agrosavia,2023). 

El grano de cacao es reconocido a nivel mundial por su excelencia en sabor y aroma, lo 

que ha generado una alta demanda por parte de empresas chocolateras en América y Europa. 

Este grano no solo se utiliza para la elaboración de chocolate, sino también en la producción de 

diversos subproductos, incluyendo dulces, bebidas alcohólicas, cosméticos, perfumes y 

aplicaciones medicinales (Martínez, 2005). 

Para obtener estos productos, los granos de cacao son sometidos a un proceso de tostado 

que se realiza en equipos de tambor. Este proceso se lleva a cabo a temperaturas que oscilan 

entre 110 y 150°C, durante un periodo que varía de 20 minutos a 2 horas, hasta que el contenido 

de agua y la actividad de agua se reducen aproximadamente al 1% y 0,2%, respectivamente 

(Rojas et al., 2022b). Sin embargo, otras investigaciones indican que el grado de tostado puede 

variar considerablemente, no solo en el tiempo, que puede ir de 5 a 120 minutos, sino también en 

la temperatura, que se sitúa entre 120 y 150°C (Żyżelewicz et al., 2016). A pesar de la 

importancia de este proceso, se evidencia una notable falta de estudios en la modelización 

matemática del proceso de torrefacción del cacao. En particular, hay escasa información 

bibliográfica disponible sobre el proceso de tostado del cacao (Rojas, 2020). 

Es importante destacar que este proceso de tostado puede dar lugar a la formación de 

compuestos neoformados NFC que son comunes en alimentos expuestos a altas temperaturas. 

Entre estos contaminantes se incluyen los productos generados por la reacción de Maillard, la 

reducción de azúcares, la degradación térmica de polifenoles y la oxidación de lípidos. Ejemplos 

de NFC son la acrilamida, el furano, el alcohol furfurílico y el hidroximetilfurfural, los cuales 

han sido asociados con posibles efectos neoplásicos (Medina et al., 2024). 
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 En este contexto en estudios realizados por Akillioglu & Gökmen (2014), se inoculó 

levadura (Saccharomyces cerevisiae) en café para la reducción del contenido de HMF y 

acrilamida, obteniendo una disminución del 99,2 % de HMF y 62% para la acrilamida. 
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Metodología 

Localización 

Los estudios para la investigación se llevaron a cabo en los laboratorios de microbiología, 

bromatología, análisis de alimentos, así como en la planta piloto de la Universidad 

Surcolombiana (Neiva). 

Diseño experimental 

La investigación se desarrolló bajo un diseño completamente al azar (DCA) con dos 

tratamientos: uno de control, sin levaduras (T1), y otro con la adición de Saccharomyces 

cerevisiae (Levapan) (T2), cada tratamiento fue llevado a cabo por triplicado, conformado cada 

replica por 4 frascos, siendo un total de 12 frascos por cada tratamiento. Las variables respuesta 

consideradas fueron catalogadas dentro del componente microbiológico y fisicoquímico, 

determinadas en diferentes etapas de procesamiento como se evidencia en la figura 2. 
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Figura 2. Variables evaluadas en los componentes microbiológicos y fisicoquímicos durante los 

procesos de fermentación, secado y tostado del cacao. 

 

Materia prima  

Se llevó a cabo la recolección y selección de 140 mazorcas de cacao en estado de 

maduración, libres de enfermedades y perforaciones por insectos. Estas mazorcas pertenecen a la 

variedad FEAR-5 y fueron obtenidas de la finca La Maloka, ubicada en la vereda El Guadual, 

municipio de Rivera, Huila, Colombia a 800 msnm. Posteriormente, la materia prima fue 

trasladadas a instalaciones del Laboratorio de Bromatología del Programa Ingeniería Agrícola de 

la Universidad Surcolombiana, se llevó a cabo el lavado de las mazorcas, y luego se sumergieron 

durante tres minutos en una solución de hipoclorito de sodio al 1%. Posteriormente, se realizó un 

segundo lavado con agua. Se utilizó material cortopunzante para la apertura de las mazorcas, y 
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luego se procedió a desgranar. Finalmente, se depositaron 750 g de cacao en cada frasco de 

vidrio de 1000 mL dejando un espacio de cabeza aproximadamente 1/4 en donde trascurrió la 

fermentación de la materia prima durante 12 días en una cámara de vida útil (Thermo Scientific, 

España), bajo las siguientes condiciones: entre las 0 y las 24 horas, la temperatura se mantuvo a 

30°C; entre las 24 y 48 horas, a 35°C; de las 48 a las 72 horas, a 45°C; y, finalmente, a 50°C 

desde las 72 horas hasta la finalización del proceso. Adicionalmente, para el T2 se inoculo 

Saccharomyces cerevisiae en el tiempo 0 de fermentación. 

Preparación medio de cultivo  

Se preparó un medio líquido utilizando agua de peptona (Agua de Peptona Tamponada 

ISO 6579, Merck, Alemania) con una dosificación de 25,5 g por L de agua destilada. La mezcla 

se disolvió en un frasco de 1.000 mL mediante un dispensador y se distribuyó en tubos de 

ensayo, alcanzando un volumen de 9 mL, y en Erlenmeyer, hasta un volumen de 90 mL. 

Posteriormente, el material preparado se autoclavó durante 20 minutos. Tras el proceso de 

esterilización (temperatura de 121°C a 15 psi), se dejó enfriar y se almacenó en refrigeración a 

4°C. 

Cinética de crecimiento  

Se llevó a cabo cinética de crecimiento para determinar las diferentes fases de 

crecimiento de la levadura respecto al tiempo, la cual representa la fase metabólica óptima del 

microorganismo para su incorporación en la masa de fermentación. Se tomaron muestras de los 

microorganismos Saccharomyces cerevisiae (Levapan) y (LALCAFE BASIC - LALLEMAND) 

aislada de café que habían sido previamente activados en agua de peptona y luego incubados 

durante 24 horas en una incubadora Shaker (Tecnal- TE-4200, Colombia) a 30°C y 90 

revoluciones por minuto (rpm). Posteriormente, se midió la densidad óptica de las muestras 
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utilizando un espectrofotómetro (Thermo Scientific, España) a una longitud de onda de 600 nm. 

Las mediciones se realizaron a intervalos de 2, 4, 6, 8, 24, 28, 32 y 48 horas. 

Preparación agar guarapo  

Para la preparación del medio sólido, se utilizó la centrifuga (Orto alresa, Biocen-22-R, 

España) para procesar 10 L de jugo de caña de azúcar (Saccharum officinarum) bajo condiciones 

de 7000 fuerza centrífuga relativa (FCR) y a una temperatura de 24°C. Posteriormente, se filtró 

con papel para eliminar los residuos, se almacenó en bolsas Ziploc y, finalmente, se trasladó al 

ultracongelador (Haier, China) para prevenir la fermentación de la materia prima. 

Posteriormente, se tomó el jugo de caña de azúcar y se le agregó agar-agar. La relación 

utilizada para la preparación fue de 20 g de agar-agar por L de jugo de caña de azúcar, luego, se 

llevó la mezcla al microondas (Panasonic Latin America, S.A.) hasta alcanzar el punto de 

ebullición. Consecutivamente, hasta al alcanzar una temperatura entre 45-50°C se procedió a 

verter la preparación en cajas de Petri, usando un volumen de 30 mL por placa, para un total de 

144 placas. Se dejó enfriar, solidificar, y se refrigeraron a 4°C hasta su uso para siembra. 

Inoculación Saccharomyces cerevisiae en fermentación de cacao 

Para la activación se añadieron 0,2576 g de Saccharomyces cerevisiae en 600 mL de jugo 

de caña de azúcar que había sido previamente filtrado y centrifugado. La mezcla se incubó en 

una incubadora Shaker (Tecnal- TE-4200, Colombia) durante 24 horas, a una temperatura de 

30°C y a 90 rpm. Pasado las 24 horas se procedió a realizar dos lavados consecutivos de las 

células mediante centrifugación, eliminación del sobrenadante y suspensión de estas en agua 

potable. Finalmente, se resuspendio en agua y fue adicionado el cultivo iniciador en masa de 

granos de cacao recién obtenidas de las mazorcas cosechadas. Los microorganismos fueron 
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dispensados en los frascos correspondientes al T2. Tras completar esta actividad, se agitó cada 

frasco para lograr una mayor homogenización. 

Secado  

Las muestras fueron sometidas a un proceso de deshidratación en un horno de la (Thermo 

Scientific, España), a una temperatura constante de 40°C. Inicialmente, se ajustaron las 

condiciones del ventilador al 70% y de la trampilla al 50%. Al final del secado, se modificaron 

estas condiciones, dejando ambos ajustes (ventilador y trampilla) al 50%. El secado continuó 

hasta alcanzar un contenido de humedad del 6,5% en el grano. 

Análisis microbiológico 

Al inicio y al final de la fermentación de los tratamientos planteados, se tomó una 

muestra de 10 g en bolsa estéril, a la que se le adicionó 90 mL de agua de peptona, se 

homogenizó en Stomacher, luego se tomó muestra de 1 mL, se hicieron diluciones seriadas y 

siembra de 100 ul en superficie de agar guarapo. Las placas se llevaron a incubar a 30°C en 

aerobiosis. Se llevó a cabo el recuento de células viables a las 24 y 48 horas.  

Tueste  

Los granos de cacao se almacenaron en bolsas Ziploc durante una semana en un lugar 

fresco, dentro de cajas de icopor, para facilitar su estabilización. Se clasificaron en dos 

categorías: granos planos y ovalados. Aquellos que compartían características similares se 

tostaron en lotes de 200 g, midiendo la humedad y la densidad aparente antes y después del 

proceso. 

Los granos se dispusieron en una capa uniforme en mallas de acero galvanizado de 1 cm 

x 1 cm y se tostaron en horno a 120°C durante 70 minutos, con una apertura del 50% en 

ventanillas y trampillas. La temperatura ambiente y humedad relativa durante el tueste fue de 
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25,8 ± 1°C y la humedad relativa promedio de 53,4 ±5,4 %. El cacao tostado se descascarilló al 

alcanzar aproximadamente 30°C. 

Potencial de Hidrogeniones (pH). 

El potencial de hidrogeno fue determinado de forma directa en las muestras de cacao y en 

el mucilago con la ayuda de un potenciómetro digital (OHAUS). 

Solidos solubles (°Brix) 

Se determinó la cantidad de solidos solubles usando un refractómetro digital 

(Milwaukee).  

Tinción simple 

La actividad consistió en depositar una gota destilada en un portaobjeto limpio y 

desengrasado, utilizando un asa de platino, se tomó una muestra de la colonia para su posterior 

examen. La muestra se extendió uniformemente sobre la gota de agua destilada y se pasó 

rápidamente por la llama de un mechero para fijar la muestra, y luego se dejó enfriar. 

Posteriormente, se aplicó violeta de genciana sobre la preparación durante un minuto. 

Transcurrido este tiempo, se enjuagó con agua destilada para eliminar el exceso de reactivo. 

Finalmente, la preparación se observó en microscopio.  

Tinción de esporas 

Se realizó tinción de esporas utilizando azul de lactofenol. La actividad consistió 

inicialmente en realizar una caracterización macroscópica del hongo, que incluyó la 

identificación de tonalidades, textura y la medición del diámetro de la colonia. Posteriormente, se 

llevó a cabo la caracterización microscópica. Para ello, se preparó un portaobjetos limpio y 

desengrasado, al que se añadieron dos gotas de azul de lactofenol. Posteriormente , se tomó una 

muestra de la colonia utilizando cinta adhesiva, la cual se colocó sobre las gotas de azul de 
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lactofenol en la superficie del portaobjetos. Finalmente, la preparación se observó en 

microscopio. 

Determinación de azúcares (fructosa, sacarosa, glucosa) 

Según lo descrito por Bertuzzi et al. (2018), la extracción de muestras se llevó a cabo 

pesando 0,5 g de cacao, que se homogenizó en un tubo de centrífuga y se mezcló con 50 mL de 

acetonitrilo al 80% (v/v). La mezcla se sometió a un baño de ultrasonido a 80°C durante 10 

minutos y, posteriormente, se centrifugó. El sobrenadante se filtró y se transfirió a viales 

utilizando filtros de jeringa de 0,22 μm. 

Se utilizó cromatografía UPLC con una columna C18 (tamaño de partícula: 2,5 µm, 

longitud: 100 mm y diámetro interno: 2,1 mm) a un caudal de 0,2 mL/min. La fase móvil 

consistió en un solvente A de formato de amonio (NH4CO2) 8 mM y un solvente B de 

acetonitrilo. 

Las condiciones cromatográficas UPLC para la cuantificación de azúcares se 

establecieron de la siguiente manera: se utilizó una columna ACQUITY UPLC BEH (Amide 1.7 

µm, Waters Corporation), manteniendo la temperatura de la columna a 15°C y un flujo de 0,2 

mL/min. La fase móvil consistió en dos solventes: A, una solución de formato de amonio 

(NH₄CO₂) a 8 mM, y B, acetonitrilo con ácido fórmico al 0,1%. A los 0 a 5 minutos, se realizó 

una rampa de 25% al 55% del solvente A; de 5 a 7 minutos, un incremento del 55% al 77% de A; 

de 7 a 8 minutos, una reducción del 70% al 25% de A; y finalmente, de 8 a 12 minutos, un 

mantenimiento constante del 25% de solvente A para acondicionar la columna para la siguiente 

corrida. El modo de adquisición fue MRM (Monitoring Reaction Multiple) para las tres 

moléculas. El espectrómetro de masas en tándem se configuro en ionización por electrospay 

(ESI) en modo negativo para la cuantificación de glucosa y fructosa y en ESI positivo para la 
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sacarosa. El voltaje capilar de pulverización fue de 0.15 kV, con un flujo de gas de desolvatación 

de 700 L/h y una temperatura de fuente de 350°C.  En cuanto a la cuantificación de fructosa, se 

emplearon los iones moleculares [M+NH₄⁺] m/z 224.97 >> 88.94, 113.00 (cuantificación) y 

178.96 (identificación); con energías de colisión de 18 V, 26 V y 8 V, y un voltaje de cono de 20 

V. Para la glucosa, se utilizó [M+NH₄⁺] m/z 225.10 >> 89.06, 119.00 (cuantificación) y 179.09 

(identificación); con energías de colisión de 16 V, 20 V y 8 V, y un voltaje de cono de 20 V. 

Finalmente, para la sacarosa, la relación de masas de fragmentación se obtuvo a partir del 

ion [M+H] (365 m/z), generando fragmentos a 185 y 203 m/z, con un voltaje de cono de 10 V y 

energías de colisión de 22 V y 20 V. 

Determinación de asparagina.  

De acuerdo con la metodología adaptada de Bertuzzi et al. (2018), se preparó la muestra 

pesando 500 mg de cacao molido en un tubo Falcon de 50 mL. Luego, se añadieron 25 mL de 

ácido fórmico al 0,2% (v/v), y la mezcla se agitó en un agitador KS 4000i Control (IKA, Staufen, 

Alemania) durante 45 minutos a 3000 rpm. Posteriormente, se realizó una dilución de 1 mL de la 

muestra en 9 mL de una solución de acetonitrilo: agua (90:10), la cual fue centrifugada en una 

centrifugadora Bioprocen 22 R (Orto Alresa, Madrid, España). El sobrenadante se filtró y se 

transfirió a viales utilizando filtros de jeringa de 0,22 μm. 

Para el análisis, se empleó una columna X-Select HSS T3 (tamaño de partícula de 2,5 

µm, 150 × 2,1 mm de diámetro interno, Waters Corporation) con un flujo de 0,2 mL/min. La fase 

móvil consistió en: A) agua con 0,2% de ácido fórmico y B) acetonitrilo con 0,2% de ácido 

fórmico, utilizando un gradiente de elución que consistió en 100% del solvente A durante 2,5 

minutos; un gradiente lineal al 15% de solvente B en 0,5 minutos, seguido de un periodo 
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isocrático de 1 minuto. El tiempo total de corrida fue de 10 minutos, incluyendo un 

condicionamiento de la columna de 7 minutos. 

Para el detector MS/MS, se utilizó el modo ESI positivo con un voltaje capilar de 

pulverización de 3,5 kV. La presión del gas envolvente y auxiliar se estableció en 35 y 12 psi, 

respectivamente, y la temperatura del capilar se fijó en 270°C. La fragmentación de los iones [M 

+ H]+ (133 m/z) se realizó con una presión de colisión de argón de 1,5 mTorr y una energía de 

colisión de 15 V, generando fragmentos a 88 y 46 m/z. 

Determinación de acrilamida 

Se preparó una solución madre de estándar de acrilamida (AA) a 1.000 mg/L, pesando 25 

mg del estándar y enrasando con 25 mL de agua tipo I. Para la acrilamida-d3 (AA-d3) a una 

concentración de 10 mg/L, se tomaron 20 µL y se diluyeron en 10 mL de agua (Medina et al., 

2024). 

El extracto de las muestras se obtuvo pesando 500 mg de cacao tostado, al que se le 

adicionó 1 mL de la solución madre de AA-d3. Se agitó durante 5 minutos en un vórtex (Thermo 

Scientific, Madrid, España) a 2500 rpm. Luego, se añadieron 4 mL de agua tipo I y se agitó 

nuevamente. Luego, se adicionaron 5 mL de diclorometano y se centrifugó en una centrífuga 

Bioprocen 22 R (Orto Alresa, Madrid, España) a 7000 G durante 5 minutos. 

Se tomaron 4 mL del sobrenadante obtenido y se mezclaron con 5 mL de acetonitrilo y 2 

g de NaCl, agitando durante 5 minutos en un vórtex (Thermo Scientific, Madrid, España) a 3000 

rpm. Posteriormente, se tomó 4 mL del sobrenadante y se dispensaron en un tubo que contenía 

1200 mg de MgSO4 y 400 mg de PSA, agitándose durante 5 minutos en un vórtex (Thermo 

Scientific, Madrid, España) a 2500 rpm. Luego, se centrifugó nuevamente a 7000 G durante 5 
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minutos en la centrífuga Bioprocen 22 R (Orto Alresa, Madrid, España). El sobrenadante se filtró 

y se transfirió a viales mediante filtros de jeringa de 0,22 μm (Medina-Orjuela et al., 2024). 

Las determinaciones se realizaron en un Acquity UPLC H Class Plus (Waters 

Corporation, Estados Unidos) acoplado a un espectrómetro de masas de cuadrupolos en tándem 

MS/MS Xevo TQ-S micro (Waters Corporation, Estados Unidos). La columna utilizada fue una 

Acquity UPLC HSS T3 (2,1 mm x 100 mm, 1,8 μm) (Waters Corporation, Estados Unidos) a 

30°C, con un flujo de 0,2 mL/min y una fase móvil compuesta por: A) 0,1% de ácido fórmico en 

agua y B) 0,1% de ácido fórmico en acetonitrilo, con un tiempo de corrida de 7 minutos. 

Las condiciones de la fuente de electrospray fueron un voltaje capilar de 0,5 kV, con una 

temperatura de la fuente y del gas envolvente de 150°C y 500°C, respectivamente. El flujo de 

gas de desolvatación y del cono fue de 1000 L/h y 50 L/h, respectivamente. Los iones 

precursores [M+H]+ para la acrilamida fueron m/z 72,8616 > 44,9627, 55,8925, con un voltaje 

de cono de 20 V y voltajes de colisión de 8 V y 14 V, respectivamente. Para la acrilamida-d3, los 

iones precursores fueron m/z 75.0000 > 32.9900, 58.1000, con un voltaje de cono de 24 V y 

voltajes de colisión de 8 V y 10 V. 

Determinación de FFA y FA 

En cuanto al extracto, se preparó a 40.000 mg/L utilizando 200 mg de cacao tostado y 

molido, el cual se homogeneizó en 5 mL de agua tipo I. La clarificación se llevó a cabo mediante 

un tratamiento con Carrez, añadiendo 0,75 mL de Carrez I (15 g de K₄[Fe(CN)₆]·3H₂O en 100 

mL de agua destilada tipo I) y Carrez II (30 g de ZnSO₄·7H₂O en 100 mL de agua destilada tipo 

I). La mezcla se agitó durante 30 segundos en un vortex y se centrifugó a 7500 G durante 10 

minutos (Albouchi & Murkovic, 2019a). Finalmente, se separó el sobrenadante y se transfirió a 

viales mediante filtros de jeringa de nylon de 0,22 μm. 
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El análisis se realizó en un cromatógrafo de alta precisión serie 1200 (Agilent 

Technologies, EE. UU.) acoplado a un detector de arreglo de diodos, utilizando una columna 

PROTECOL C8 H de 125 mm x 4,6 mm (Macherey Nagel, Alemania). La temperatura del horno 

se mantuvo a 30ºC y el volumen de inyección fue de 20 μL. La fase móvil consistió en un 80% 

de ácido acético al 0,1% en agua (A) y un 20% de metanol (B), operando de forma isocrática 

durante 15 minutos a un flujo de 1 mL/min. Las longitudes de onda utilizadas para la 

cuantificación de FFA y FA fueron 284 nm, 217 nm y 250 nm, respectivamente (Albouchi & 

Murkovic, 2019b) 

Análisis estadístico  

Los datos de glucosa, fructosa, sacarosa, asparagina, acrilamida, alcohol furfurílico y ácido 

furoico fueron analizados mediante un ANOVA simple con un nivel de confianza del 95%. 

Posteriormente, se aplicó el método LSD de Fisher para identificar diferencias significativas 

entre los tratamientos. 
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Resultados y Discusión 

Evaluación medio de cultivo 

El medio de cultivo, compuesto por agar con jugo de caña de azúcar, favoreció el 

crecimiento de levaduras (Figura 2). Esto está respaldado por lo que indican (Solomon & Singh, 

2009), quienes señalan que el pH ácido del jugo de caña, que oscila entre 5,0 y 5,5, promueve el 

desarrollo de microorganismos acidófilos, incluidas levaduras y bacterias ácido lácticas. 

Además, se observó la proliferación del género Aspergillus. Las observaciones microscópicas y 

las mediciones realizadas confirmaron que las estructuras observadas correspondían a levaduras. 

Figura 3. 

Medio solido de jugo de caña de azúcar previamente incubadas. a) Incubación de los 

tratamientos T1 y T2 a 30°C en el tiempo inicial de fermentación, b) Recuento de las colonias en 

la placa después de 48 horas de incubación. 

 

 

 

 

 

Fuente: Propia  

Cinética de crecimiento de la levadura para la inoculación en la fermentación del 

cacao 

Para la selección del microorganismo, se evaluó el crecimiento de Saccharomyces 

cerevisiae (Levapan) para uso de panificación y Saccharomyces cerevisiae aislada de café 

a) b) 
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mediante mediciones de densidad óptica a 600 nm en intervalos de 2, 4, 6, 8, 24, 28, 32 y 48 

horas. A partir de las 8 horas, se identificó un incremento lento en ambos microorganismos, 

correspondiente a la fase estacionaria del crecimiento (Figura 3). Posteriormente, se observó un 

crecimiento exponencial de la levadura Saccharomyces cerevisiae (Levapan) entre las 24 y 32 

horas, alcanzando una absorbancia de 0,536, en comparación con la levadura aislada de café. 

Después de las 32 horas, se pudo identificar la fase de latencia. Con base en estos resultados, se 

seleccionó Saccharomyces cerevisiae (Levapan) para inocularla en el proceso de fermentación 

de cacao del presente estudio. 

Figura 4.  

Cinética de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae (Levapan) y Saccharomyces 

cerevisiae (Aislada de café) mediante espectrofotometría.  

 

 

Fuente: Propia 

Los microorganismos desempeñan un papel fundamental en la calidad del cacao durante 

la etapa de fermentación (Nielsen & Arneborg, 2007, Schwan et al., 1995; Schwan et al., 1997). 

En este proceso, Saccharomyces cerevisiae se destaca por sus características importantes, como 
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su tolerancia al etanol y a altas temperaturas, lo que la convierte en un organismo eficiente en la 

metabolización de carbohidratos. Además, esta levadura tiene una notable capacidad para crecer 

en ambientes tanto aeróbicos como anaeróbicos (Meersman et al., 2015). 

El predominio de Saccharomyces cerevisiae en el proceso de fermentación se debe a su 

habilidad para prosperar a un pH ligeramente más alto, así como a su actividad pectinolítica y su 

resistencia al etanol y al calor (Heide et al., 2009). Esta levadura no solo aumenta la eficiencia de 

la fermentación, sino que también minimiza el deterioro del grano y mejora el perfil sensorial del 

producto final. Estas ventajas han llevado a su amplia implementación en la industria (Steensels 

& Verstrepen, 2014).  

En un estudio realizado por Batista et al. (2015), se investigó la inoculación de tres 

especies de levaduras, incluyendo Saccharomyces cerevisiae, Pichia kluyveri y Hanseniaspora 

uvarum. Los resultados mostraron que Saccharomyces cerevisiae predominó durante las 

fermentaciones espontáneas, subrayando su relevancia en el proceso fermentativo del cacao. 

 Recuento de células viables cultivables 

Se observó un aumento en la población de microorganismos en el tratamiento T2 en 

comparación con el tratamiento T1 (Figura 5). Sin embargo, los datos del recuento de células 

viables cultivables indican una reducción en esta población al finalizar la fermentación, lo que 

está relacionado con su dependencia de azúcares simples como la glucosa y la fructosa, que 

utilizan como fuente de energía.  
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Figura 5. 

Resultados recuento de levaduras durante la fermentación. 

 

Fuente: Propia  

Durante las etapas iniciales de la fermentación del cacao, se produce una proliferación de 

levaduras. Sin embargo, esta población tiende a disminuir a lo largo del proceso debido a varios 

factores, como la prolongada actividad fermentativa, el aumento del pH, la presencia de etanol, 

la conversión de ácido acético y el incremento de la temperatura (Rodríguez et al., 2022). Otro 

factor involucrado en la disminución de población microbiana es por el bajo porcentaje de 

azucares fermentables en el medio como fructosa, glucosa y sacarosa finalizando la fermentación 

(Warren et al., 2020; Moreno et al., 2018). 

Evolución del pH y °Brix durante la fermentación 

El pH tiene un impacto directo en el crecimiento y el proceso de fermentación de la 

levadura, así como en la composición de los productos resultantes de esta fermentación (Arroyo-

López et al., 2009; Karasu & Ozbas, 2008; Nielsen & Arneborg, 2007). Los rangos de pH entre 

4,00 y 5,00 favorecieron el crecimiento de Saccharomyces cerevisiae (Levapan) (Figura 6A), lo 

que concuerda con los hallazgos de Narendranath & Power (2005). 
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Figura 6. 

Evolución del pH y °Brix durante la fermentación. 

 

El rango óptimo de pH para el crecimiento de levaduras se establece entre 4,00 y 6,00, 

siendo influenciado por factores como la temperatura, la disponibilidad de oxígeno, el tipo de 

cultivo y la cepa de levadura utilizada. 

En la Figura 6B, se puede observar que, durante el proceso de fermentación, los sólidos 

solubles (grados Brix) se encontraron inicialmente en un rango de 12 a 16; sin embargo, al 

finalizar el proceso, se registró una disminución significativa. Este descenso se relaciona con el 

aumento de las temperaturas y la disminución de la glucosa, factores que influyen tanto en el 

crecimiento como en la muerte de las levaduras durante la fase anaeróbica de la fermentación del 

cacao (Kouamé et al., 2021). Por lo tanto, a medida que disminuyen los sólidos solubles, se 

registra una reducción adicional en la población de microorganismos. 

Según Vuyst & Weckx (2016) al inicio de la fermentación se produce una fase anaeróbica 

en la que las levaduras generan etanol a partir de los azúcares fermentables presentes en la pulpa 

de cacao.  
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Caracterización microbiológica de la fermentación del cacao 

Se realizó la técnica de tinción simple, que permitió identificar colonias con tonalidades 

blanquecinas, formas cóncavas y ovaladas, con diámetros que variaron entre 1,59 µm y 8,79 µm. 

Las colonias observadas corresponden a las grampositivas (Figura 5). 

Figura 5.  

Observación macroscópica de levaduras en los tratamientos T1 y T2. A. Diámetro de las 

levaduras del tratamiento T1. B. Diámetro de las levaduras del tratamiento T2. 

 

Fuente: Propia 

Las imágenes (Figura 5) confirman la presencia de microorganismos del tipo 'levaduras' 

en ambos tratamientos. Esto indica que, al crecer en el medio, son viables y cultivables. El 
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microorganismo inoculado, Saccharomyces cerevisiae (Levapan), estuvo activo durante la 

fermentación, al igual que los microorganismos nativos." 

Tinción de esporas 

La técnica de tinción de esporas permite observar microorganismos en función de su 

capacidad para retener o no determinadas sustancias colorantes, lo cual depende de la carga de la 

célula y del tipo de colorante utilizado Moreno & Albarracín (2012). En este estudio, se realizó 

una tinción de esporas con azul de lactofenol, seguido de una caracterización macroscópica y 

microscópica que permitió identificar el género Aspergillus utilizando claves de identificación de 

acuerdo con (Guevara, 2007). Esta identificación es especialmente relevante, ya que la presencia 

de hongos durante la fermentación del cacao se considera indeseable; su aparición suele estar 

relacionada con la formación de sabores desagradables, el deterioro del producto y la 

acumulación de micotoxinas (Copetti et al., 2010; Schwan & Wheals, 2004). 

Las características observadas coincidieron con lo señalado por Samson et al. (2014), 

quienes indican que Aspergillus spp. produce conidios y presenta típicas cabezas conidiales 

(Tabla 1). Además, otros estudios realizados por Agyirifo et al. (2019) y Viesser et al. (2020) 

indican que durante la etapa de fermentación intervienen diversos microorganismos, entre los 

que se incluyen levaduras, bacterias lácticas (BAL), bacterias del ácido acético (BAA) y hongos. 
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Tabla 1. 

Identificación genero Aspergillus spp. en tratamiento T1. 

Vista macroscópica Vista microscópica (Objetivo10X) 

 

Fuente.Propia 

Análisis de precursores al inicio y final de la fermentación 

En la Tabla 2, se presentan los resultados de la concentración de azucares y asparagina, se 

puede afirmar que hubo diferencias estadísticamente significativas (p<0,05) en la composición 

de sacarosa, fructosa y glucosa en el tratamiento T2 entre el inicio y el final de la fermentación. 

También se observaron diferencias en la concentración de fructosa entre los tratamientos T1 y T2 

al finalizar la etapa de fermentación. 
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Tabla 2. 

Concentración de azúcares y asparagina al inico y final de la fermentación en grano. 

Compuestos Inicio Final 

T1 T2 T1 T2 

Sacarosa (g/Kg) 2,09±1,42 aA 1,68±0,42aA 0,02±0,001aA 0,001± 0,001aB 

Fructosa (g/Kg) 1,07±0,63 aA 1,56±0,69 aA 0,78±0,02aA 0,21±0,08bB 

Glucosa (g/Kg) 0,84 ±0,46 aA 1,15±0,52 aA 0,39±0,25Aa 0,25±0,04aB 

Asparagina (mg/Kg) 67,98±12,18 aA 54,30±14,18 aA 53,19±3,32aA 49,84±4,53aA 

Nota: Esta tabla presenta la concentración de sacarosa, fructosa, glucosa y asparagina al inicio y 

al final de la fermentación en grano. Fuente. Propia 

Letras minúsculas diferentes indican diferencias estadísticamente significativamente ( P < 0.05) entre tratamiento en 

cada una de las etapas.  

Letras mayúsculas diferentes indican diferencias significativas entre un mismo tratamiento al inicio y final de la 

fermentación.  

Los datos presentados en la figura 6 reflejan un aumento de sólidos totales disueltos a 

partir de las 50 horas de fermentación. Este aumento puede asociarse a las levaduras hidrolizan 

disacáridos como la sacarosa, que se degrada en glucosa y fructosa. La disminución de la 

sacarosa, que se confirma en la tabla 3, está respaldada por estudios de (Brunetto et al. (2020; 

Megias et al. (2020); Rottiers et al. (2019) quienes indican que la sacarosa comienza a disminuir 

durante la fermentación debido a la presencia de invertasa endógena en el cotiledón. Como 

consecuencia, este compuesto se convierte en glucosa y fructosa. 

Sin embargo, al final de la fermentación, se evidenció una disminución de fructosa y 

glucosa. Esto se debe a que estos compuestos son utilizados en el metabolismo de los 

microorganismos, especialmente las levaduras, como se muestra en la figura 5. Durante el 
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proceso de fermentación, se presenta un mayor contenido de fructosa en comparación con la 

glucosa. La glucosa se consume entre las 48 y 72 horas, mientras que la fructosa se consume 

después de las 120 horas (Viesser et al., 2021). Esto es atribuible a la presencia de 

microorganismos como levaduras y bacterias lácticas (BAL) (Herrera et al., 2021; Mota et al., 

2018).  

En cuanto al compuesto asparagina, no se encontraron diferencias estadísticamente 

significativas (p>0.05) durante la etapa de fermentación, sin embargo, se evidencio una 

disminución de este compuesto en la materia prima. 

En investigaciones llevadas a cabo por (Brunetto et al., 2020) se observó que la 

asparagina, en relación con el tiempo de fermentación, tiene un efecto pequeño pero significativo 

en el contenido de azúcares reductores. Esto sugiere que la influencia del tiempo de fermentación 

sobre los azúcares reductores está directamente relacionada con los niveles de asparagina 

presentes en el sistema. Además, la levadura utiliza asparagina durante la fermentación para 

llevar a cabo su actividad metabólica. 

Tabla 3. 

Concentración de compuesto al inicio y final de la fermentación en mucilago. 

Compuestos Inicio Final 

T1 T2 T1 T2 

Glucosa (g/Kg) 0,7±0,07aA 1,38±0,23aA 0,2±0,1aB 0,21±0,12aB 

Fructosa (g/Kg) 1,73±0,39aA 2,19±0,66bA 0,22±0,11aB 0,26±0,29aB 

Sacarosa (g/Kg) 4,04±2,91aA 4,09±1,62aA 0,01±0,02aB 0,07±0,06aB 

Asparagina(mg/Kg) 24,99±6,63aA 25,52±1,42aA 23,55±5,37aA 25,72±1,95aA 

Nota: Esta tabla presenta la concentración de glucosa, fructosa, sacarosa y asparagina al inicio y 

al final de la fermentación en mucilago. Fuente. Propia 
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Se realizó una evaluación de los compuestos al inicio y al final de la fermentación en 

grano y mucílago. En el mucílago, se encontraron diferencias estadísticamente significativas 

(p>0,05) entre los tratamientos T1 y T2 al inicio de la fermentación. También, se observaron 

diferencias significativas (p<0,05) en la concentración de glucosa, fructosa y sacarosa dentro del 

mismo tratamiento antes y después de la fermentación. Por otro lado, la asparagina no mostró 

diferencias estadísticamente significativas (p>0,05). 

La pulpa de cacao presenta un elevado contenido de azúcar, lo que crea un entorno 

favorable para que los microorganismos generen etanol y CO2 a partir de la glucosa. Además, la 

pulpa acuosa genera condiciones anaeróbicas durante la fermentación en masa, lo que favorece el 

crecimiento de levaduras. En esta fase, el metabolismo de las levaduras influye en la 

fermentación de los carbohidratos, la producción de compuestos orgánicos volátiles y la 

hidrólisis de la pectina a través de la enzima pectinasa (Marwati et al., 2024). Se asume que los 

metabolitos generados durante la fermentación llegan al interior del grano de cacao. 

Análisis de precursores en cacao seco y tostado 

Los resultados obtenidos revelan diferencias estadísticamente significativas (p<0,05) 

entre los procesos de secado y tostado en cuanto a los niveles de fructosa y asparagina (Tabla 4). 

Este hallazgo sugiere que las condiciones térmicas y de humedad influyen notablemente en la 

composición química de los productos. Mientras que la fructosa y la asparagina mostraron un 

comportamiento diferenciado, la glucosa presentó un patrón opuesto, lo que podría indicar 

interacciones complejas entre los azúcares y los aminoácidos durante los procesos de 

transformación. 
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Tabla 4. 

Concentración de compuesto en secado y tostado. 

Compuestos 

Seco Tostado 

T1 T2 T1 T2 

Glucosa (g/Kg) 1,07±0,44aA 0,51±0,15aA 1,18±0,32aA 0,81±1,01aA 

Fructosa (g/Kg) 1,12±0,97aA 0,75±0,65aA 1,69±0,83aB 1,31±0,46aB 

Sacarosa (g/Kg) 0,21±0,3aA 0,04±0,07aNS 0±0nsB 0±0NS 

Asparagina(mg/Kg) 32,66±1,84aA 30,67±0,77aA 16,41±2,14aB 25,04±5,47aB 

Nota: Esta tabla presenta la concentración de glucosa, fructosa, sacarosa y asparagina al inicio y 

al final de la fermentación en mucilago. Fuente. Propia 

La degradación total de la sacarosa observada durante el proceso de tostación coincide 

con las investigaciones previas (Clarke et al., 1997; Eggleston, 2006) que evidencian las altas 

temperaturas favorecen la hidrólisis de la sacarosa, transformándola en glucosa y fructosa en 

condiciones de pH ácido. Este fenómeno no solo subraya la importancia del control de 

temperatura en el procesamiento de alimentos, sino que también resalta la conexión entre la 

caramelización y la reacción de Maillard, que juega un papel crucial en el desarrollo del sabor y 

aroma en productos como el cacao. 

Adicionalmente, según lo señalado por Tamimi et al. (2023), durante el proceso de 

tostación del cacao, se generan compuestos precursores de aroma, que incluyen aminoácidos y 

azúcares reductores. Estos compuestos se forman a partir de la hidrólisis de proteínas y sacarosa 

presentes en los granos de cacao. 

Es relevante mencionar la relación entre la asparagina y los azúcares reductores en la 

formación de acrilamida. La literatura indica que, la asparagina libre y los azúcares reductores 
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son considerados los sustratos principales en la síntesis de acrilamida. Sin embargo, es 

importante destacar que la acrilamida también puede generarse a partir de la asparagina simple, 

en ausencia de azúcares, a través de reacciones como la descarboxilación y la desaminación a 

temperaturas elevadas (Granvogl & Schieberle, 2006). Este aspecto destaca la necesidad de un 

manejo cuidadoso de las condiciones de procesamiento para minimizar la formación de 

compuestos indeseables, mientras se busca maximizar el desarrollo de aromas y sabores 

deseables. 

Formación de compuestos neoformados 

En relación con el grano tostado, no se encontraron diferencias estadísticamente 

significativas (p>0,05) en los compuestos neoformados asociados a ciertos peligros para la salud. 

Sin embargo, se observó una reducción del 59,6% en la concentración de acrilamida y del 22,1% 

en alcohol furfurílico, mientras que el ácido furoico mostró un aumento del 1,1% (Tabla 5). Este 

último se presentó en mayor cantidad en el tratamiento T2 (sin adición de levadura) en 

comparación con el tratamiento T1 (con adición de levadura), que registró concentraciones 

significativamente menores. Esto sugiere que la adición de Saccharomyces cerevisiae influye en 

la formación de acrilamida, ya sea reduciendo los precursores o interfiriendo en las vías de 

formación.  

 

 

 

 

 

 



44 

Tabla 5. 

Concentración de compuesto AA, FFA Y FA en grano tostado.  

Compuestos T1 T2 

AA (mg/Kg) 5,66±2a 2,29±0,13a 

FFA (mg/Kg) 17,15±1,1a 13,37±8,57a 

FA (mg/Kg) 11,97±8,1a 14,13±3,7a 

Nota: Esta tabla presenta la concentración de acrilamida (AA), alcohol furfurilico (FFA), Ácido 

furoico (FA) en grano tostado. Fuente. Propia  

Respecto a los otros dos compuestos, el alcohol furfurílico y el ácido furoico, no se 

encontraron diferencias significativas (p>0,05). Esto podría indicar que las levaduras no afectan 

los precursores más relevantes para la formación de estos compuestos. 

Se considera que las principales vías de formación de acrilamida durante el 

procesamiento de alimentos están relacionadas con la asparagina (Guo et al., 2024). Estas vías se 

refieren a alimentos que contienen un alto porcentaje de carbohidratos, principalmente en forma 

de azúcares reductores, y proteínas ricas en asparagina. Cuando estos alimentos se deshidratan, 

pueden formar bases de Schiff inestables a temperaturas de cocción superiores a 120°C 

(Nematollahi et al., 2021). 

El alcohol furfurílico se encuentra en diversas fuentes naturales, como frutas, café, té y 

cacao. Este compuesto se genera durante la hidrólisis ácida o el calentamiento de polisacáridos 

que contienen hexosas o pentosas. Se han reportado concentraciones más altas de alcohol 

furfurílico en cacao y café, con niveles que oscilan entre 55 y 255 mg/kg (Petisca et al., 2014) 
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Conclusiones 

La prueba piloto utilizando un medio sólido (agar con jugo de caña de azúcar) favoreció 

el crecimiento de microorganismos nativos y de Saccharomyces cerevisiae. 

La inoculación de Saccharomyces cerevisiae durante la fermentación logró una reducción 

de los compuestos neoformados en el cacao tostado del 59,6% en la acrilamida y del 22,1% en el 

alcohol furfurílico. Estos resultados son muy positivos, ya que se mitiga la presencia de estos 

compuestos tanto para la inocuidad como la calidad del producto final.  

La Saccharomyces cerevisiae utiliza la glucosa como su principal fuente de energía 

durante la fermentación. Los resultados indican una disminución de este precursor tanto al inicio 

como al final del proceso de fermentación. Además, se observa una reducción de la sacarosa, ya 

que esta se hidroliza casi por completo a fructosa y glucosa mediante la acción de la enzima 

invertasa. Esto resulta en un aumento de las concentraciones de los precursores (glucosa y 

fructosa), que son metabolizados por la microbiota presente en la matriz. 
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Recomendaciones 

Exploración del uso de diversas cepas de levaduras durante la inoculación en la 

fermentación del cacao, evaluando y comparando los porcentajes de reducción de compuestos 

neoformados en el proceso de tostación de la materia prima. 

Desarrollo de un análisis sensorial para evaluar la eficiencia de Saccharomyces cerevisiae 

en relación con los sabores y aromas característicos del cacao. 

Evaluación de diferentes clones representativos del departamento del Huila mediante la 

inoculación de Saccharomyces cerevisiae durante la fermentación, con el propósito de analizar 

las variaciones en la reducción de compuestos neoformados en el cacao tostado. 
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