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RESUMEN: El sabor y aroma de los granos de cacao
(Theobroma cacao L.) fueron las principales razones que
promovieron su domesticacion y uso alimentario por los
pueblos precolombinos de Mesoamérica. Incluso hoy
dia, la calidad sensorial determina la clasificacion entre
cacaos finos y a granel. Muchos compuestos quimicos de
las almendras son responsables de la calidad sensorial,
pero sobresalen los polifenoles y los alcaloides, com-
puestos que de manera directa inciden en el sabor y pa-
latabilidad de las almendras y de manera indirecta sobre
los precursores de aroma. Los alcaloides estan asociados
con el amargor. Su concentracion esté relacionada con la
variedad y se modifica con el procesamiento. Los polife-
noles son responsables, junto con otras moléculas de la
astringencia (poco deseable en chocolates), pero también
de propiedades antioxidantes deseables por los consu-
midores. En esta revision se abordan aspectos de la bio-
sintesis de estas importantes moléculas en las almendras
de cacao, de las implicaciones en el sabor y aroma, asi
como los cambios que ocurren durante el procesamiento
de las mismas.

Palabras clave: Theobroma cacao; alcaloides; metil-
xantinas; antioxidantes; fermentacion.

SUMMARY: Cacao alkaloids and polyphenols: Me-
chanisms that regulate their biosynthesis and its im-
plications on the taste and aroma The flavor and aro-
ma of cacao (Theobroma cacao) beans were the main
reasons that promoted its domestication and food-use by
pre-Columbian peoples of Mesoamerica. Polyphenols
and alkaloids are compounds that directly affect the fla-
vor of the cocoa beans and indirectly on the flavor pre-
cursors. The alkaloids are associated with bitterness; its
concentration is related to the cultivar and its modifying
through the processing. Polyphenols molecules are res-
ponsible together with other molecules of the astringen-
cy (not desirable in chocolate), but also are responsible
for antioxidant properties, very desirable by consumers.
This review focuses on aspects of the biosynthesis of
these important molecules in cocoa beans as well as im-
plications in taste and flavor. The changes of these mole-
cules that occur during processing are also approached.

Key words: Theobroma cacao; alkaloids; methylxanthi-
nes; antioxidants; fermentation.

INTRODUCCION

El cacao (Theobroma cacao L.) es una planta
de reproduccion preferentemente aldégama, con
niimero cromosémico 2n = 20 (1), de la familia
Malvaceae, cultivada en las regiones tropicales
del mundo y de cuyos frutos se obtienen almen-
dras que son empleadas en la industria alimenta-
ria, farmacéutica y cosmética. En el afo 2012, a
nivel mundial se produjeron poco mas de 5 000
000 de toneladas de granos secos, lo que repre-
sentd un ingreso superior a los 4 000 millones de
dolares (2). La industrializacion de los granos, y

la produccion de derivados del cacao, ha reporta-
do histéricamente dividendos por mas de 73 000
millones de dolares (3).

En el neotrdpico, la importancia y demanda de
los granos de cacao, data de tiempos precolom-
binos. Aunque se ha documentado ampliamente
que el cacao es originario de la Cuenca Amazoni-
cay a partir de ahi se dispers6 por Centro y Sud-
américa, existen vestigios de su domesticacion y
uso con fines comestibles, hacia los afios 1600
— 1200 a.C. por los Mokaya, pobladores asenta-
dos en el sitio conocido como Paso de Amada en
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Soconusco, Chiapas; México (4) y los Olmecas
de la regién de San Lorenzo, Veracruz; México
(5). A la llegada de los espafioles a América, se
documentd ampliamente el uso del cacao como
moneda entre los nativos, mostrando la importan-
cia social y econdmica que ostentaba este cultivo.
Paralelo al empleo como moneda, los Aztecas,
habitantes de la region central de lo que hoy es
México, destinaban su consumo soélo a las clases
sociales de mayor estatus y en eventos religiosos,
pues era sindnimo de poder y de divinidad. A la
fecha se sabe que el cacao se consumia como res-
taurador del estado de animo, como energético,
como estimulante de la libido y de la digestion.
Con fines medicinales o curativos se documenta-
ron hasta 150 usos diferentes (6), ademas de era
empleado en eventos ceremoniales funebres de
dignatarios (7).

Posterior a la época de colonizacién de Amé-
rica, el cacao se extendio6 hacia las regiones tropi-
cales de Africa y Asia, donde actualmente se pro-
duce mas del 80% del cacao mundial y del que los
corporativos mundiales obtienen igual porcentaje
de materia prima para producir la gran cantidad
de productos derivados como la cocoa en polvo,
chocolates, confites, cosméticos y medicamentos.
La continuada popularidad del cacao se debe tanto
a los factores intrinsecos de las almendras como
a los productos que posteriormente se obtuvieron
a partir de ellas: chocolate, cocoa y “manteca” de
cacao. La manteca de cacao llega a comprender
hasta el 56% del peso seco de la almendra y su
composicion, evaluada como la relacion acidos
grasos saturados: insaturados (promedio de 1 :
0.60) permite obtener una grasa solida a 25 °C,
con punto de fusién entre 33 - 37 °C (8) lo que
confiere a los productos la capacidad de derretirse
al estar en contacto con el cuerpo humano, carac-
teristica altamente apreciada en los chocolates y
en productos farmacéuticos.

Se puede inferir que los pueblos mesoameri-
canos que domesticaron el cacao, hace casi 4000
afios, basaron sus criterios de seleccion en aspec-
tos relacionados con el sabor y el aroma tanto del
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fruto como de las almendras, criterios empiricos
que en la actualidad se siguen empleando para ca-
lificar la “calidad” de las almendras comerciali-
zables y para obtener nuevos individuos (plantas)
productores de cacaos finos.

Las almendras de cacao son ricas en polife-
noles (aproximadamente 15% de peso seco) y
alcaloides (hasta 4%) y éstos contribuyen con el
sabor y aroma del cacao. Los polifenoles confie-
ren sensacion de amargor y astringencia y con-
tribuyen a los olores a verde y afrutado de las
almendras, mientras que los alcaloides confieren
amargor y estan involucrados en la palatabilidad
de los alimentos que los contienen (9). La canti-
dad y proporcion de estos grupos de moléculas
pueden variar en las almendras por aspectos ge-
néticos y ambientales, por lo que el conocimiento
en su biosintesis puede impactar en el disefio a ni-
vel biotecnologico (regulacion de la expresion de
genes) o modificando las condiciones que afectan
esas rutas de biosintesis y con ello producir ca-
caos con caracteristicas mas deseables por el con-
sumidor o la industria.

Por lo anterior, en esta revision se aborda el
papel de los alcaloides, particularmente metil-
xantinas y de los compuestos fendlicos en el sa-
bor y aroma del cacao, la principal ruta biosintéti-
ca de dichas moléculas, asi como los cambios que
dichas moléculas tienen durante el procesamiento
de las almendras.

Factores que la afectan la calidad del cacao

Un ejemplo tipico de la composicion proximal
de almendras de cacao de diferente origen y va-
riedad puede verse en la Tabla 1. Con estos datos
puede verse que la composicion es resultado de la
interaccion de factores genéticos, ambientales y
de manejo es, sin lugar a dudas, una caracteristi-
ca que ha contribuido a la popularidad del cacao
ya que influyen tanto en las caracteristicas senso-
riales del producto, junto a moléculas igualmente
importantes como los alcaloides y los compues-
tos fenolicos. Estos ultimos, actualmente tienen
gran importancia, pues contribuyen a la capaci-
dad antioxidante total del cacao y sus derivados
(Figura 1).
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TABLE 1. Composicion proximal de almendras de cacao de
diferentes variedades y regiones geograficas (g/100 g).
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que se encuentra en los productos
de los arboles de cacao, sus semi-

Variedad de cacao

llas y cascaras, pertenece a una cla-

Parametro cv. Criollo* cv. Criollo OC63** cv. MAR 4*** se de moléculas alcaloides conoci-
Humedad 525 4.62 6.37 das como metil-xantinas, las cuales
Proteina 7.88 19,15 14,0 se producen de forma natural hasta
Grasa 23,92 56,37 56,0 en 60 diferentes especies de plantas
Fibra cruda 3,13 423 0,37 y también incluyen a la cafeina (la
Cenizas 2,07 5,24 3,32 principal metil-xantina del café) y
Carbohidratos 10,5 10,39 19,94 teofilina (la principal metil-xantina

*Resultados expresados en base huimeda, realizados con almendras
frescas de cacao proveniente del sureste de México (12). **Resultados
expresados en base seca, realizados con almendras provenientes de Ve-
nezuela (8). ***Resultados en base seca, realizados con almendras pro-

venientes de la region de Cuyagua, Venezuela (89).

Otro factor determinante en la calidad del ca-
cao, es el procesamiento al que son sometidos,
primero los frutos (principalmente tiempo de al-
macenamiento) y posteriormente las almendras,
ya que se ha demostrado el efecto que puede ejer-
cer el procesamiento poscosecha (10, 11), princi-
palmente la fermentacion, el secado y tostado de
las almendras que promoveran la transformacion,
disminucién o sintesis de moléculas que han de
contribuir con las caracteristicas sensoriales y que
determinan la calidad o defectos en los cacaos.

Alcaloides del cacao

La teobromina (3,7-dihidro-3,7-dimetil-1H-
purina-2,6-diona), el principal alcaloide—purina
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del t¢). Los cotiledones de almendras
maduras contienen entre 2,2 y 2,7%
del peso en base seca de teobromina
para la variedad Forastero y hasta 1,5
% en la variedad Criollo. La segunda

metil xantina importante por su contenido es la
cafeina, cuyos valores se reportan desde 0,1 hasta
0,8%, siendo mas elevado su contenido en almen-
dras de la variedad Criollo respecto a las varie-
dades Forastero y Trinitario (12). Otros alcaloides
reportados para cacao o especificamente para el
género Theobroma pero en concentraciones mas
bajas son la teofilina con 0,3 % (12) y menos de
0,5% de teacrina (13) (Figura 2).

Sobre la funcidén que desempefian los alca-
loides en los tejidos vegetales (hojas, frutos, al-
mendras), existen diferentes teorias. La mas so-
lida, argumenta que su acumulacion implica un
rol biologico como quimicos de defensa, ya que
fungen como antiherbivoros y como compuestos
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FIGURA 1. Actividad antioxidante evaluada por el método ORAC (IZQ) y contenido de poli-
fenoles totales (DER), en polvo de cacao (cocoa) comparado con polvo de otras frutas (41).
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cas de los alcaloides como
estimulantes del sistema
nervioso, y otros efectos
farmacologicos que se les
atribuyen, fueron segu-
ramente responsables de
muchas de los usos que se
dio al cacao (o derivados
de éste), antes incluso de
conocer su composicion
(18).

El contenido de estos
alcaloides durante las fases

0 — ‘ ‘ .
Theobroma  Theobroma  Herrania sp Paullinia llex Citrus maxima
cacao grandiflorum cupana  paraguariensis

FIGURA 2. Contenido de alcaloides — purina en almendras de cacao (pro-
medio para nueve muestras de las tres variedades provenientes de Brasil)
comparado con otras fuentes (13, 90).

alelopaticos (14,15); esto, al igual que lo ocurre
con los polifenoles, es de suma importancia pues
la planta de cacao estd continuamente expuesta
al ataque de diversos hongos que producen man-
cha negra, moniliasis, escoba de bruja entre otros
problemas fitosanitarios. También se ha propues-
to que su presencia en los tejidos, responde a pro-
ductos de desecho o almacenamiento del nitroge-
no sobrante, como una equivalencia a la del 4cido
urico o de la urea en los animales o bien como
reguladores del crecimiento, ya que se ha repor-
tado su contenido incrementado en almendras en
estado de germinacion, sobre todo con deficiencia
de nutrimentos (16).

Desde la perspectiva del consumo, las almen-
dras de cacao deben su sabor amargo en mayor
medida a los alcaloides presentes, que no exclusi-
vamente, ya que se ha comprobado (17), que otras
moléculas de naturaleza diferente a alcaloides
(dicetopiperazinas, L-aminoacidos libres o pép-
tidos) contribuyen a la percepcion de amargor, o
que pueden generar confusion en la percepcion
entre amargo-astringente (taninos de bajo peso
molecular como epicatequina, catequina, procia-
nidinas). Es indudable que algunas caracteristi-

del procesamiento prima-
rio se ve disminuido dando
a los productos tostados el
balance adecuado de amar-
gor deseable en cacaos fi-

nos. Con los datos antes presentados, puede no-
tarse como los cacaos Criollos resultan ser menos
amargos como resultado del mayor contenido de
cafeina, pero sustancialmente menor contenido
de teobromina que resulta a la precepcion de un
consumidor hasta once veces mas amargo que la
misma cafeina (17).

Algunas versiones sugieren que la relacion
teobromina / cafeina en almendras de cacao, pue-
de resultar un indicio de la “fineza” del cacao,
toda vez que los cacaos Forasteros o “a granel”
presentan valores de esta relacion por arriba de 4,
pudiendo superar el valor 10, mientras que los ca-
caos Criollos debieran reportar valores inferiores
a 4; tal como se reporta (12), con valores en esta
relacion de 11,2 y 1,6, para cacaos fermentados
Forastero y Criollo, respectivamente.

Biosintesis de las metil xantinas

Aunque la cafeina, que es la principal metil
xantina estudiada, fue conocida desde los afios
1800’s no fue sino hasta el afio 2000, cuando se
elucidé completamente la ruta de su biosintesis
(19). Basado en esto, se establecié que las me-
tilxantinas, derivan de nucleotidos de purina los



ALCALOIDES Y POLIFENOLES DEL CACAO, MECANISMOS QUE REGULAN

cuales son compuestos importantes para el meta-
bolismo energético y como elementos esenciales
para la biosintesis de acidos nucleicos (20,21). Se
sintetizan en las plantas tanto por la via de novo
como por la via de salvamento de purinas. La via
de novo que produce nucledtidos de purina a par-
tir de moléculas precursoras mas pequenas, tales
como los aminoacidos y CO2, es conservada,
pero la via de salvamento difiere entre especies
(22).

La biosintesis de teobromina a partir de las
purinas se ha estudiado mucho menos comparada
con la biosintesis de cafeina en café y otros culti-
vos. La teobromina, al igual que en cacao resul-
ta ser el alcaloide predominante en plantas como
Camellia ptilophylla (23) y Camellia irrawadien-

ces (24) aunque se ha reportado no se pro-
duce en todas las especies del genero Theo-
broma y relacionados de la misma familia
como se puede comprobar en la Figura 2.

La sintesis de cafeina (Figura 3), con
teobromina como intermediario, esta cata-
lizada predominantemente por la enzima
cafeina sintasa bifuncional y fue purificada
originalmente a partir de hojas de té (25).
Esta enzima es monomérica, con una masa
molecular aparente de 41 kDa, y muestra
un pH 6ptimo de pH 8,5. La longitud to-
tal del ADNc aislado, denominado TCS1
(AB031280), es 1 438 pb y codifica una
proteina de 369 aminodcidos (26).

En café, la cafeina sintasa bifuncional
ha sido parcialmente purificada a partir de
frutas y hojas (27). Esta preparacion enzi-
matica poseia actividad N-metil-transferasa
asociado con los ultimos pasos de biosin-
tesis de cafeina, y ya se han reportado los
genes que codifican para los tipos de N-
metil-transferasa implicadas en los mismos
dos ultimos pasos (28-30). Estos son CTS1
(AB034700), CaMXMT1 (AB048796),
CCS1  (AB086414) 'y CaDXMTI
(AB084125).

SAM \C
Teobromina sintasa \ SAH
SAH Cafeina sintasa L §
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A diferencia de lo ocurre en café, en cacao y
otras especies de Camellia, la teobromina es el
alcaloide principal, lo que puede ser explicado
porque la enzima cafeina sintasa posee actividad
de metilacion en 3-N pero no en 1-N. Ensayos
realizados en este sentido, muestra que extractos
de C. ptilophylla se ha demostrado que pueden
metilar 7-metilxantina, pero no las dimetilxan-
tinas, teobromina, teofilina paraxantina (23).
Un gen homologo (BTS1) para la cafeina sinta-
sa fue clonado a partir de Theobroma cacao por
RT-PCR. Plasmidos de expresion para BTS1 se
construyeron en el vector pET23d y BTSI1 re-
combinantes fueron producidos en E. coli BL21
(BL21). Cuando un lisado bacteriano se incubo
con una variedad de derivados de xantina en la

0
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FIGURA 3. Via de sintesis de alcaloides en plantas (91).
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presencia de [metil-14C] SAM, BTSI catalizo la
3-N-metilacion de 7-metilxantina, lo que sugiere
que BTS1 era teobromina sintasa. La acumula-
cion de alcaloides de purina es por lo tanto, de-
pendiente de especificidad por el sustrato de la
N-metil-transferasa (30).

Polifenoles del cacao

Los principales compuestos fenolicos presen-
tes en las almendras de cacao se localizan en tres
grupos, las catequinas o flavan 3-ol que represen-
tan el 37% del total; las antocianinas con cerca
del 4% y las proantocianidinas con el 58% (31).
Del primer grupo, la epicatequina es casi la unica
molécula que compone el grupo (cerca del 98%
del total de catequinas), aunque las proantocia-
ninidinas sean el principal componente fendli-
co en almendras de cacao (32). Los compuestos
fendlicos o polifenoles pertenecen a un amplio
grupo de sustancias quimicas, considerados no
esenciales para la supervivencia de las plantas
(metabolitos secundarios), pero que poseen gran
cantidad de actividades, tanto como estructuras
quimicas (33), ya que comprende mas de 8 000
compuestos distintos identificados. Constituyen
uno de los grupos de productos mas numerosos
y ampliamente distribuidos en el reino vegetal.
Por citar solo algunos ejemplos, los polifenoles
incluyen flavonoides, elagitaninos, cumarinas,
furanocumarinas, estilbenos, ligninas y lignanos.
Un grupo muy importante y sobre el que se ha es-
tudiado ampliamente son los flavonoides, los cua-
les tienen diversas funciones en la bioquimica,
fisiologia y ecologia de las plantas (34). Constitu-
yen los pigmentos en flores frutos, contribuyen a
la tolerancia al estrés bidtico y abiotico, defensa
contra radiacion UV daiiina y tienen papel en la
fertilidad del polen (35,36).

Quimicamente, los compuestos fenodlicos son
sustancias quimicas que poseen un anillo aroma-
tico, un anillo benceno, con uno o mas grupos hi-
droxidos incluyendo derivados funcionales como
los ésteres, metil ésteres, glicosidos, etc. (33).
La naturaleza de los polifenoles varia desde mo-
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léculas simples como los acidos fendlicos hasta
compuestos altamente polimerizados, como la
lignina o los taninos. Se pueden encontrar en los
tejidos vegetales en forma conjugada con uno o
mas residuos de azucar unidos al grupo hidroxi-
lo, aunque en algunos casos se pueden producir
uniones directas entre una molécula de azlcar
y un C aromatico. Por ello la forma mas comun
de encontrarlos en la naturaleza es en forma de
glucodsidos, siendo solubles en agua y solventes
organicos (37). Los azlcares asociados a los po-
lifenoles pueden ser monosacaridos, disacaridos
o incluso oligosacaridos. Los compuestos a los
que se encuentran unidos con mas frecuencia son:
glucosa, galactosa, arabinosa, ramnosa, xilosa,
y acidos glucurdnico y galacturonico. También
pueden encontrarse unidos a acidos carboxilicos,
acidos organicos, aminas, lipidos y a otros com-
puestos fendlicos (38).

En las ultimas tres décadas, se han multiplica-
do exponencialmente los reportes que atribuyen
a los compuestos fenolicos incorporados en la
dieta, efectos benéficos para la salud humana y
animal, bien como antioxidantes, antitumorales,
antinflamatorios y antiaterosclerosis (39). La es-
tructura polifendlica de flavonoides por ejemplo,
resulta ideal para la actividad secuestrante de ra-
dicales libres, ademas han demostrado ser varias
veces mas eficaces como antioxidantes que por
ejemplo las vitaminas E y C (40), empleados con-
vencionalmente como los mas potentes antioxi-
dantes naturales.

Por otra parte, los compuestos fenolicos estan
relacionados con la calidad sensorial de los ali-
mentos de origen vegetal. Su contribuciéon a la
pigmentacion de los alimentos vegetales esta cla-
ramente reconocida, por ejemplo, las antociani-
dinas, son responsables de los colores rojo, azul,
violeta, naranja y purpura de muchos frutos cla-
sificados incluso como “superfrutos” por su no-
table actividad antioxidante (41) y que, en cacao
se ha demostrado el contenido de polifenoles y
potencial antioxidante es superior (Figura 1). Asi
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también, los compuestos fenolicos, particular-
mente los taninos condensados o proantocianidi-
nas se asocian con la astringencia que presentan
muchos frutos, como lo es el cacao al momento
de ser cosechado.

Las células llamadas de almacenamiento de
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por si mismos producto de la via de shikimato,
mientras que el anillo A, a partir de tres unida-
des de malonil-CoA (42,43). Estas tres unidades
de malonil-CoA se afiaden a través de sucesivas
reacciones de descarboxilacién de condensacion,
que inicia la biosintesis de flavonoides. La feni-

polifenoles o células de pigmentos de
los cotiledones, en cacao van de color
blanco a violeta oscuro, dependiendo
de la cantidad de antocianinas presen-
tes. La degradacion de las antocianinas,
que ocurre principalmente durante la
fermentacion, explica el blanqueo del
color purpura de los cotiledones. Los
polifenoles que se conservan en los co-
tiledones, son transformados median-
te oxidacion hacia quinonas, mediado
por las Polifenol-Oxidasas (PPO), que
como antes se dijo reduce el contenido
de polifenoles (astringencia) y permite
el desarrollo de color marrén.

Biosintesis de los compuestos fendli-
cos

Los polifenoles son productos de la
ruta de los fenilpropanoides, sinteti-
zados por la via de shikimato, al igual
que los compuestos fendlicos mas sim-
ples, tales como 4acido galico y acido
cinamico. La biosintesis de polifenoles
complejos como los flavonoides esta
relacionada con el metabolismo prima-
rio a través de productos intermediarios
derivados de pléstidos y mitocondria,
siendo exportados en forma individual
al citoplasma donde se incorporan en
forma separada. Los flavonoides tienen
un esqueleto carbonado base C6-C3-
C6, donde los dos C6 (llamados anillos
A'y B, respectivamente) son de natura-
leza fenolica y el C3 llamado anillo cro-
mano. El anillo aromatico B y el anillo
cromano se originan a partir del ami-
noacido fenilalanina (Figura 4), siendo

Via shikimato
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Figura 4. Ruta metabolica de la biosintesis de flavonoides (49).
El nimero de copias de genes ortdlogos a cada enzima localizados en el
genoma de Theobroma cacao se indican entre paréntesis. PAL: fenilala-
nina amonioliasa, C4H: cinamato 4-hidroxilasa, 4CL: 4-cumarato-CoA
ligasa, CHS: chalcona sintasa, AS: auresidina sintasa, CHI: chalcona
isomerasa, FS1/FS2: flavona sintasa (nimero de copias no determina-
do en cacao), F3H: flavanona 3 hidroxilasa, F3'H: flavonoide 3’-hi-
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DFR: dihidroflavonol 4-reductasa, LDOX (ANS): leucoantocianidina
dioxigenasa, LAR: leucoantocinidina reductasa, ANR: antocianidina
reductasa, OMT: O-metiltransferasa, UFGT: UDP-glucosa:flavonoid
3-O-glucosiltransferasa, RT: ramnosil transferasa (numero de copias
no determinado en cacao), PPO: polifenol oxidasa. C: catequina, EC:
epicatequina.
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lalanina amonio liasa (PAL, por su nombre en
inglés phenylalanine ammonia lyase) es una en-
zima clave de la via fenilpropanoide que cataliza
la conversion de la fenilalanina en acido cindmico
(C6-C3). Posteriormente, el intermediario final
4-cumaril-CoA y tres moléculas de malonil-CoA
se condensan para dar la primera estructura fla-
vonoide, chalcona naringenina por accion de la
enzima chalcona sintasa (CHS). La chalcona es
isomerizada por la chalcona flavona isomerasa
(CHI) a una flavanona. La flavanona es un inter-
mediario fundamental, porque es basicamente de
donde todas las clases de flavonoides (subgrupos
incluidos), se ramifican (43).

Se han reportado, los mecanismos que con-
trolan la biosintesis de flavonoides en diferentes
tejidos. En almendras en germinacion de Arabi-
dopsis, se ha reportado que los niveles de ARNm
que codifican a las enzimas PAL1, CHS, CHI y
dihidroflavanol reductasa (DFR) se mantienen en
estado estacionario en plantulas crecidas en luz
blanca. En plantas cultivadas en oscuridad, sola-
mente la enzima PAL mantiene niveles altos de
ARNm. Al inducir la expresion de las enzimas
se puede ver que, siguen el mismo orden que las
etapas de biosintesis de los flavonoides. Ademas
se ha comprobado que los genes de biosintesis de
flavonoides son inducidos por la luz UV-B y por
la luz azul, sugiriendo la presencia de un receptor
especifico para ésta ultima (44).

Es asi que los isoflavonoides principalmente,
tienen efecto protector contra la radiacion UV, en
cuyos niveles elevados se induce la acumulacion
(45). También se ha sugerido que los isoflavo-
noides pueden actuar como quimio-atrayentes de
organismos fijadores de nitrégeno, ya que se ha
comprobado que los niveles bajos de nitrogeno
incrementan la concentracion de éstas moléculas
(46).

Muchos factores pueden inducir la acumula-
cion de compuestos de naturaleza fendlica. Los
flavonoles por ejemplo se acumulan en respuesta
al ataque de patogenos, en el sitio de la infeccion
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suelen encontrarse en concentraciones que resul-
tan toxicas al patogeno (47); del mismo modo el
kaempferol, se acumula en lesiones causadas por
herbivoros, siendo toxico para éstos (48) y tam-
bién se acumula durante el desarrollo del polen
sugiriendo efecto aseptizaste (47). Las flavonas y
antocianinas se acumulan en respuesta a exposi-
cion intensa a la luz, actuando como fotoprotecto-
res, reduciendo la cantidad de luz que llega a los
sistemas fotosintéticos (45).

Mediante andlisis comparativo, se han identi-
ficado 96 genes ortdlogos a Arabidopsis thaliana
que estan implicados en la ruta biosintética de los
flavonoides, los cuales pueden revisarse a detalle
en (49). Son 60 genes mas que en Arabidopsis, y
de los cuales se ha evaluado en tabaco son genes
funcionales. Algo importante de notar es el ele-
vado numero de genes ortologos a dihidroflavon-
4-reductasa (DFR), mientras que para Arabidop-
sis solo se encuentra uno, en cacao se encontraron
18. Los DFR catalizan la reaccion que produce
los flavan-3, 4-dioles, quienes son los precursores
inmediatos de los flavonoides catequina y epica-
tequina; lo que explicaria la acumulacion de es-
tos compuestos fendlicos de entre 8-12% de peso
seco de las almendras desgrasadas y que coloca
como ya antes se apunt6 al cacao como una de las
fuentes mas ricas conocidas de este fitonutriente
(49,50).

Aroma y sabor del cacao, efecto del procesa-
miento poscosecha

Ademas de las caracteristicas reoldgicas de la
pasta de cacao (obtenida de la molienda de las
almendras secas y tostadas), o de las propieda-
des fisicas de la manteca de cacao (extraida por
prensado, disolventes u otro método), el aroma y
sabor de las almendras y de los derivados de éstas
(particularmente el chocolate), son las principales
razones de la popularidad del cacao. A su vez, el
aroma y sabor esta en funcion de la presencia y/o
ausencia de diversos compuestos (51). Algunos
autores (11,52) han realizado esfuerzos para rela-
cionar la presencia de algunos compuestos tanto
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con la calidad sensorial como con la ausencia de
aroma y/o sabor caracteristico de las almendras.
En este sentido, se ha indicado que los acidos is-
obutirico, isovalérico y propionico pueden fungir
tanto como indicadores de calidad deficiente o
aromas no deseables en un cacao (rancio, astrin-
gente, acidez extrema, aroma a queso o a jamoén)
que puede a su vez ser el resultado de tiempos
prolongados en los procesos de fermentacion
(11). Asi mismo, algunos alcoholes producidos
durante la fermentacion (comentadas mas ade-
lante) también son empleados como indicadores
de calidad (53), o los &cidos organicos (principal-
mente acético) son indicadores de la acidificacion
de las almendras y consecuentemente de su ca-
lidad. En este sentido se pueden revisar reportes
mas completos para ver la contribucion de com-
puestos volatiles y no volatiles y su implicacion
en la calidad sensorial.

Sin embargo, existen moléculas no volatiles
como los polifenoles y los alcaloides que de ma-
nera directa participan en el sabor de las almen-
dras y de manera indirecta como precursores de
moléculas que participan en el olor. Los polife-
noles estan implicados tanto en la astringencia de
las almendras como en la intensidad de aromas a
cacao, verde, afrutado. Por su parte, los alcaloi-
des, especificamente la teobromina, la cafeina y
la teofilina, son los principales responsables del
sabor amargo de las almendras y de la palatabi-
lidad de los productos elaborados a partir de las
almendras. La concentracion de estos compues-
tos, estd influenciada por el procesamiento de las
almendras (52,54).

De lo anterior, es importante hacer notar que,
el sabor y aroma de las almendras producidas por
el arbol del cacaotero, o correctamente expresado,
sus precursores son el resultado de varios factores.
El mas determinante es el origen genético, pues se
ha documentado que de las variedades diferencia-
das en hasta diez grupos genéticos usando marca-
dores moleculares microsatélites, se pueden obte-
ner cacaos con variabilidad en la calidad sensorial
(55); sobre todo entre cacaos del grupo genético
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Criollo (independientemente de su origen geogra-
fico) y los otros grupos genéticos (56). Otro factor
determinante es el ambiente donde se desarrollan
los arboles, dado por las condiciones edafo-cli-
maticas y la vegetacion asociada a los arboles,
que se ha comprobado influyen en los aromas y
sabores que habran de desarrollar las almendras.
Por ejemplo, se ha demostrado que la cantidad y
composicion de compuestos polifenodlicos (tam-
bién de metil xantinas) varia con la altitud a la
que se encuentran las plantaciones debido posi-
blemente al diferencial de radiacion UV-B que
como antes se discuti6 influye de manera directa
en la biosintesis de polifenoles (57). Los demas
factores, atribuibles al manejo pre y poscosecha
son las practicas culturales de manejo de la plan-
tacion, que en las plantaciones de América reviste
de importancia por las plagas y enfermedades que
aquejan a este cultivo (moniliasis, mancha negra,
hormigas, ardillas), fertilizacion (sintética u orga-
nica), momento de cosecha, tiempo transcurrido
entre la cosecha y el procesamiento de la mazor-
ca, asi como las atribuibles (igualmente impor-
tantes) al procesamiento de las mismas (58). La
fermentacion, secado y tostado de las almendras,
se han reportado como los principales procesos
poscosecha implicados en las caracteristicas fi-
nales de sabor y aroma que habran de poseer las
almendras y consecuentemente los productos de
ellas obtenidos como cocoa, chocolate, manteca
de cacao (52,54).

Por la relevancia que tiene el procesamiento
primario de los frutos y las almendras, y dado que
existe un consenso en la comunidad cientifica
acerca de que los principales cambios que ocu-
rren a las almendras durante la fermentacion, se-
cado y tostado conlleva implicaciones que habran
de reflejarse en el sabor y aroma de las almen-
dras, toda vez que se dice que un cacao que no es
procesado de este modo, no puede desarrollar las
caracteristicas sensoriales deseables de un buen
cacao, tendiendo a permanecer astringente y con
caracteristicas heterogéneas (59), resulta de inte-
rés ver de manera particular como cada proceso
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poscosecha influye en la produccion y/o transfor-
macion de biomoléculas.

Fermentacion

Las frutos de cacao (mazorcas) son bayas con
un espeso y duro exocarpio (cascara) de entre 7 y
20 mm de grosor, la cual sirve de proteccion a las
almendras dispuestas a lo largo de un eje embrio-
nario, y envueltas por un fluido mucilaginoso, el
cual dada su composicidon quimica actuia como
medio de cultivo para que de manera espontanea
se desarrollen una sucesion de microorganismos,
que dan origen a la fermentacion del mucilago
y transformacion de las todavia almendras por
éste envuelto. Los principales componentes del
mucilago o pulpa son agua (82-87 %) azuicares
(10-15%), pentosanas (2-3 %), acido citrico (1-3
%), cuyo contenido determina el pH del mucila-
go (~3,6) y pectina (1-1,5 %) (60). Esta ultima,
responsable del aspecto mucilaginoso, aunque
contribuyendo de manera importante se han re-
portado citratos, hemicelulosa y lignina (61).
También se han reportado como componentes de
la pulpa proteinas, aminoacidos, vitaminas, (prin-
cipalmente vitamina C) y minerales, los cuales
complementan los principales requerimientos de
levaduras, bacterias acido lacticas, acido acéticas
y otras que se han reportado participan de la fer-
mentacion (54).

La fermentacion es un proceso que se lleva a
cabo de manera espontanea, en un periodo gene-
ralmente de cuatro a seis dias, en cajas, cestas, o
en plataformas (62,63). Pese a que hay algunos
informes del desarrollo e inoculacion de cultivos
iniciadores (66-66), el proceso se sigue dando de
manera espontanea, al menos entre los pequeiios
productores. La primera etapa de la fermentacion
conlleva un aumento moderado de la temperatura
a valores de entre 35 y 45 °C (56) que provoca
la transformacion de la pulpa mucilaginosa alre-
dedor de los granos, la muerte del embrion y la
aparicion de metabolitos sensorialmente desea-
bles (67).

Las profundas transformaciones que sufren
tanto el mucilago como los granos, son el resul-
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tado de la intensa proliferacion y actividad mi-
crobiana que provocan cambios bioquimicos en
el interior de las almendras y que, contribuyen a
la reduccion de amargor y astringencia; asi mis-
mo a la aparicion de diferentes compuestos vo-
latiles considerados como indicativos de la cali-
dad del grano (11). A diferencia de otras materias
primas fermentables, las enzimas endogenas de
las almendras de cacao, al ser activadas juegan un
papel fundamental en el desarrollo de moléculas
asociadas con el sabor o precursoras del aroma.
Estas enzimas, aunadas a la de los microorganis-
mos enddfitos de los frutos (aunque se reportan
que son estériles) y a las de los que “contaminan”
la pulpa, tienen actividad degradadora importante
(68).

Durante la primera fase de la fermentacion, el
metabolismo de levaduras es favorecido por la
acidez del medio (dado por el contenido de acido
citrico), la riqueza en carbohidratos fermentables
y el bajo contenido de oxigeno de la masa; estos
microorganismos provocan la despectinizacion
(depolimerizacion de la pectina) del medio, dan-
do lugar a la aparicion de alcoholes simples (prin-
cipalmente etanol) que junto con el 4cido citrico,
al permear a las almendras provocan la muerte
del embrion (69).

Los metabolitos antes producidos, aunados a
azucares simples (sacarosa, glucosa y fructosa)
optimizan el medio para la aparicion de bacterias
(tolerantes al etanol) acido lacticas (BAL 6 LAB)
microaerofilicas y acido acéticas (BAA) aerdfi-
las, que promueven la degradacion de azlcares
y la oxidacion (exotérmica) de etanol hasta aci-
dos lactico y acético, respectivamente, ademas de
manitol (66), lo que conlleva a un ligero aumento
en la acidez de la pulpa, y al permear a través de
la testa de los cotiledones disminuye el pH inter-
no (de 6,5 a 4,8), lo que como antes se citd, activa
enzimas endogenas implicadas en la degradacion
de pigmentos tales como invertasas, glucosida-
sas, proteasas y polifenol oxidasas (68, 70).

Aunque existen algunos reportes recientes que

sugieren que los cambios que ocurren en la fer-
mentacion de las almendras de cacao y que de-
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terminan la aceptabilidad del producto final esta
dada casi exclusivamente por las levaduras (71,
72), es todavia innegable el importante papel que
desempefian las bacterias tanto acido lacticas
como acido acéticas en la produccion de meta-
bolitos que imparten aromas muy particulares al
cacao (73). En este sentido las investigaciones
posteriores seran muy importantes.

Un aspecto adicional importante en el proceso
de fermentacion y consecuentemente en el de-
sarrollo de sabor y aroma, son los manejos téc-
nicos o tecnoldgicos que habran de tenerse para
lograr la correcta sucesion de microorganismos.
El tamafo del fermento (pila, caja, etc.) se ha pro-
puesto como un factor importante, ya que puede
regular en gran medida la temperatura de la masa
y junto con el mezclado y volteado constante
(diariamente o hasta dos veces al dia) durante los
dias que dura el proceso resultan medulares para
evitar el desarrollo de hongos no deseados (74),
o la desaparicion abrupta de mesofilos deseables
en la aparicion de moléculas de interés por la fal-
ta de aireacion o el aumento de la temperatura
(75). Una revision mas detallada del proceso de
fermentacion puede ser consultada en Schnaw y
Wheals (54).

En suma, los principales cambios que se aso-
cian con la fermentacion pueden ser agrupados en
funcion de la ruta metabdlica que habra de seguir,
para estar presentes en las almendras fermenta-
das:

1. Degradacion o transformacion: proteinas
de almacenamiento (mayoritariamente
globulinas) por accidon de endo — aspartato-
proteasas y carboxipeptidasas, sacarosa
(por accion de endo-invertasas), glucosi-
dos (antocianinas), epicatequina y antocia-
nidinas (que son oxidadas por accion de las
polifenol oxidasas y transformados en qui-
nonas), quinonas que forman complejos
con otros polifenoles, proteinas o péptidos.

2. Formacién, basicamente a expensas de
otros metabolitos degradados o acompleja-
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dos: glucosa y fructosa (a partir de sacaro-
sa), aminodcidos libres (tanto hidrofilicos
como hidréfobos), oligopéptidos, alcoho-
les (etanol), taninos condensados (a partir
de polifenoles), antocianidinas (degrada-
cion de antocianinas), galactosa, arabino-
sa, quinonas, acidos organicos (principal-
mente acético y lactico).

3. Disminucioén: principalmente por difusion
de las células de almacenamiento promo-
vida durante el tiempo de fermentacion y
que se ha reportado reduce hasta el 30%
del total de alacaloides y hasta 20% de po-
lifenoles totales (taninos como las proan-
tocianididas y flavonoides como la flavan
3-ol).

Estos cambios, generan un amplio nimero de
moléculas agrupadas en familias, de las que so-
bresalen los esteres, alcoholes y acidos (76) que
habran de modificarse o aumentar su contenido
con los tratamientos posteriores (Tabla 2) pero
que desde esta etapa disminuyen la astringencia
(disminucion de polifenoles totales) y la tonali-
dad purpura de las almendras (transformacion y
degradacion de antocianinas), amargor (disminu-
cion de alcaloides) de las almendras, desarrollo
de coloracidon marrdn (presencia de quinonas). In-
cluso, algunos parametros que se emplean a nivel
industrial para evaluar el grado de fermentacion
son los contenidos de antocianinas y el color ma-
rron.

Secado

Una vez completada la fermentacién, la hu-
medad de los granos que esta por el 60% (77),
debe reducirse hasta un nivel que garantice, por
un lado que las almendras conservaran su testa, es
decir no tan secos que se vuelva quebradiza, pero
tampoco con humedad suficiente para permi-
tir la proliferacion de hongos que se desarrollan
durante el almacenamiento y que pueden gene-
rar sabores desagradables o mas riesgosamente,
producir toxinas. Valores de humedad entre 6 y
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TABLA 2. Distribucion de las familias de moléculas y
numero de compuestos volatiles identificados en una

muestra tipica de cacao (76)
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que se inicio en la fermentacion, por lo que
el secado juega un papel importante en la
disminucién de la astringencia, amargor y

acidez del grano, asi como en el desarrollo

Familias Cacao fresco  Cacao seco Cacao tostado
Aldehidos 8 12 11
Alcoholes 15 13 13
Acidos 14 14 12
Cetonas 9 13 13
Esteres 22 27 26
Hidrocarburos 3 7 3
Pirazinas 3 7 15
Miscelaneos 3 5 3
Pirroles 1 4 4
Furanos 6 7 7
Azufres 1 1 2
Terpenos 3 4 3
Fenoles 4 6 6
Oxazoles 0 1 1
Total 92 121 119

del color marrén a partir de los compuestos
fenolicos mediado como antes se dijo por
polifenol oxidasas (52,81).

Tostado

Laultima etapa del procesamiento prima-
rio de las almendras de cacao es el tostado,
que cumple varias funciones fisico - quimi-
co - sensoriales. Esta etapa ayuda a reblan-
decer y retirar la testa de las almendras, las
vuelve mas fragiles, como preparacion a la
molienda o prensado, pero sobretodo, desa-
rrolla a partir de los precursores generados
en la fermentacion y secado, aiin mas el sa-
bor del cacao o caracteristico a chocolate.

8% son altamente deseables (78). Este proceso
se lleva a cabo casi exclusivamente, y cuando las
condiciones lo permiten, con secado solar. Cuan-
do las condiciones ambientales son adversas, es
decir lluvias por periodos prolongados, se recurre
a secadores mecanicos, los mas empleados son
del tipo Samoa o estufas de aire forzado (79). El
uso de uno u otro método se ha reportado, puede
ejercer efecto sobre las caracteristicas sensoriales
del producto final, en este sentido se ha reportado
(11, 80), que los contenidos de alcoholes, ésteres
y pirazinas se ven aumentados durante el proce-
so de secado al sol, mientras que los de acidos,
aldehidos y cetonas disminuidos, lo cual coloca
el secado al sol como el mejor método para ob-
tener el maximo sabor (81). Ademas de los con-
tenidos, las familias de compuestos también se
ven modificadas tal como se aprecia en la Tabla
2. Es notorio que los grupos que se sugiere dis-
minuyen en concentracion durante el secado, no
muestran aumento sustancial en el nimero de fa-
milias (acidos). Estos cambios, pueden ser expli-
cados debido a la continuidad de la fase oxidativa

Este proceso contintia promoviendo la
disminucion de la acidez, al reducir las con-
centraciones de acidos volatiles como el aci-

do acético (82); aunque no la de otros acidos no
volatiles como el oxalico, citrico, tartarico, succi-
nico y lactico (83). Sin embargo, los principales
cambios derivan de las reacciones de Maillard y
Strecker, donde participan los aminoécidos libres,
péptidos y azucares reductores (84). La reaccion
de Maillard es una reaccion de oscurecimiento
no enzimatica que requiere un aminoacido y un
azucar reductor, tal como glucosa o fructosa. Las
condiciones ideales para la reaccion de Maillard
que se produzca son, temperatura elevada y bajo
contenido de humedad, condiciones que se dan
durante el tostado (85). La degradacion de Strec-
ker se produce cuando un carbonilo derivado de
la reaccidon de Maillard, reacciona con otros ami-
noacidos libres del producto. Esto provoca la de-
gradacion de los aminoacidos a aldehidos, amo-
niaco y dioxido de carbono. Los aldehidos que se
producen contribuyen al aroma. La degradacion
de Strecker de cada aminoécido especifico, pro-
duce un aldehido unico con un aroma tnico (85).
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Se ha reportado que aminoacidos hidrofobicos
como la leucina, alanina, fenilalanina y tirosina,
liberados durante la fermentacion contribuyen de
manera importante al unirse a fructosa y glucosa
(reductores) que se producen por la hidrélisis de
sacarosa (86-88).

CONCLUSION

Los alcaloides y los compuestos polifendlicos
presentes en las almendras de cacao participan en
el aroma y sabor de las mismas y de los productos
que de ellas se obtiene; son responsables de los
gustos a amargo, astringente y en menor medida
acido asi como los olores acido, verde y afrutado,
entre los principales. La biosintesis de los polife-
noles esta regulada por la expresion de enzimas
implicadas en la via del shikimato, ademas su
contenido en la planta y almendras de cacao pa-
rece responder a inductores ambientales, como la
radiacion UV-B, lesiones y ataque de patdgenos.
Los alcaloides por otra parte disminuyen su con-
centracion en las almendras con la maduracion
del fruto y con el procesamiento poscosecha, y su
biosintesis es conservada por la sintesis de novo.
A diferencia de lo que ocurre en la mayoria de
plantas que contienen alcaloides y, debido a que
la enzima cafeina sintasa implicada en la forma-
cion de teobromina no posee actividad metiladora
en el N1, la teobromina resulta ser el principal
alcaloide de las almendras de cacao, por lo que la
regulacion en la expresion de esta enzima parece
ser el mecanismo mas apropiado para manejar los
contenidos de teobromina:cafeina en las almen-
dras de cacao.
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