UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA DE LA SELVA
ESCUELA DE POSGRADO

MAESTRIA EN CIENCIAS AGRICOLAS
MENCION: CULTIVOS TROPICALES

TINGO MARIA

CADMIO Y POLIFENOLES TOTALES EN LA FERMENTACION
DE LOS GRANOS DE CACAO (Theobroma cacao L.) CLON
CCN-51

TESIS

Para optar al Grado Académico de

MAESTRO EN CIENCIAS AGRICOLAS
MENCION: CULTIVOS TROPICALES

GEIDER FALCON PAREDES

Tingo Maria — Peru

2019


User
Texto tecleado
MENCIÓN: CULTIVOS TROPICALES



UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA DE LA SELVA
ESCUELA DE POSGRADO
DIRECCION

"Aiio de (a lucha can{f;a la corrupeion y A impuni/a/’

ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
firo. 023-2019-EPG-UNAS

En la ciudad universitaria, siendo las 6:00pm, del dia jueves 18 de julio del 2019,
reunidos en la Sala de Grados de la Universidad Nacional Agraria de la Selva, se

instal6 el Jurado Calificador a fin de proceder a la sustentacién de la tesis titulada:

“CADMIO Y POLIFENOLES TOTALES EN LA FERMENTACION DE LOS GRANOS DE
CACAO (Theobroma cacao L.) CLON ((N-51”

A cargo del candidato al Grado de Maestro en Ciencias Agricolas, mencién Cultivos
Tropicales nombre Geider FALCON PAREDES.

Luego de la exposicién y absueltas las preguntas de rigor, el Jurado Calificador
procedi6 a emitir su fallo declarando APROBADO con el calificativo de MUY
BUENO.

Acto seguido, a horas 8:30 pm. el presidente dio por culminada la sustentacién;
procediéndose a la suscripcién de la presente acta por parte de los miembros del
jurado, quienes dejan constancia de su firma en sefial de conformidad.

........................

—

AOVErS

Pt

&

DIRECCION ‘£)
&
*

ey, o5
»-“/

7013 da O

o

------------------------------------------

M.Sc. JO ILA

Carretera Central km 1.21 Tingo Maria- Email: posgrado@unas.edu.pe




DEDICATORIA

A Dios todopoderoso por brindarme la vida y la fortaleza diaria y por haberme
puesto en mi camino a aquellas personas que han sido mi soporte y compafiia

durante el dia a dia.

A mis queridos padres, Geremias Falcon Mishama y Diomar Paredes Arce,
porque siempre han estado en cada uno de los pasos que doy, los logros y las
caidas, los aciertos y los desaciertos, con su inmenso amor, comprension y

esfuerzo.

En reconocimiento al gran gesto de carifio, amor y apoyo, mi amada esposa,
Diana Jara Hualcas y queridas hijas; Heidy Nayelee y Emily Geydi, por su

constante motivacion y ayuda emocional.

A mis hermanos Ruth Guirleni, John Lewis y Jessenia Violeta, por el apoyo moral

gue me brindaron durante mi formacién profesional.

A toda mi familia porque con sus consejos y palabras de aliento hicieron de mi

una mejor persona.



Al

Al

AGRADECIMIENTO

la Universidad Nacional Agraria de la Selva, mi Alma Mater y a todo el
personal que la conforma, por su apoyo y confianza, en especial a los
docentes de la Escuela de Posgrado por impartirme sus sabios

conocimientos y contribuir en mi formacién profesional.

M. Sc. Jorge Adriazola del Aguila, en calidad de asesor de la presente
tesis; por su apoyo técnico y cientifico en la ejecucion y redaccion del

presente trabajo.

Dr. José Wilfredo Zavala Sol6rzano, en calidad de presidente de jurado
de tesis, Dr. Hugo Alfredo Huamani Yupanqui y M. Sc. José Luis Gil
Bacilio en calidad de miembros de jurado de tesis, por su oportuna

orientacion, revision y correccion en la realizacion del trabajo de tesis.

la Cooperativa Agroindustrial Cacao Alto Huallaga por el financiamiento
del presente trabajo de investigacion, en especial a su gerente general

CPC Jorge Simon Ccollana.



Péag.
l. INTRODUCCION.......oiiviieeeee ettt ete et 10
. REVISION DE LITERATURA .....oiiiiieee ettt 12
P2 B O - o Yo I O O V- 31 AT 12
2.1.1. Composicion quimica del cacao ...........cccceeeeeeeeiiiiniiinnnnn, 12
2.1.2. Fermentacion del grano de cacao............cccceeeeevvevvnnnnnnnn. 14
2.1.3. SECAUO ..oevvvtiiiiiie e 17
2.1.4. Prueba de corte para el andlisis de fermentacion ........... 17
2.2. POIFENOIES ... 19
2.2.1. Polifenoles de la semilla de cacao ..........cccccceeeevveivnnnnnnnn. 19
2.2.2. Compuestos fendlicos: influencia del procesado desde
el grano hasta el polvo de cacao y chocolate.................. 20
2.2.3. Clasificacion de los polifenoles ...........ccccccevvviiiiiiiiiinnnnn. 23
2.2.4. Fuentes naturales principales de polifenoles .................. 24
2.2.5. Medicion de polifenoles totales............ccooevviieeieriiininn... 24
2.2.6. Factores que intervienen en la extraccion de polifenoles 25
2.3. Metales PeSAUOS ........cceiiiiiiiiiiii e 25
2.3. 1. Elcadmio.......coiiiiiiiiie e 25
2.3.2. Origen del cadmio.........cooeveuuiiiiiiiiiiiiee e 26
2.3.3. Dinamica de los metales pesados en el suelo ................ 26
2.3.4. Comportamiento del cadmio en el suelo............ccc..een..... 27
2.3.5. Ingreso, transporte y acumulacion de cadmio en las
PIANTAS ... .o 27
2.3.6. Contaminacion del cacao con cadmio y plomo ............... 28
2.3.7. Determinacion de metales pesados en alimentos........... 30
2.3.8. Estrategias para disminuir el contenido de cadmio en
(012 To7- 10 NN PP 30
. MATERIALES Y METODOS ......oooieitieieeie et e e 34
3.1 MALEHAIES ..o 34
3.1.1. CAMPO experimental ............ccoevuuiiiieeiiiiiiiie e 34

INDICE GENERAL



VI.
VIL.
VIII.

-5-

3.1.2. Analisis fisico-quimico del suelo .................ccoovvviiininnnns 35
3.2, MELOAOS ...t 37
3.2.1. Componentes en eStUAIO ..........eeeeeeiiiiiieiiiiiiiei e 37
3.2.2. Tratamientos €N eStUdio .........ccceuvuiiiiiiiiiiiini e 37
3.2.3. Disefio experimental..............coovviiiiiiiiiiiiii e 37
3.2.4. Ejecucion el eXperimentO.........cccuueeveeeeveiiiiieeeeeiiineeeeeenns 38
3.2.5. Variablesaevaluar........c.ccccooeoviiiiiiiiiiiiie e 40
RESULTADOS Y DISCUSION .....ooiiuiiiiiiecieecee et 42
4.1. Contenido de macro y microelementos de los granos de cacao
ClON CCN-5L. e 42

4.1.1. Contenido de macro y microelementos totales en el
cotiledon de los granos de cacao clon CCN-51 .............. 42
4.1.2. Contenido de macro y microelementos totales en la
cascarilla de los granos de cacao.............cccevvveeeeerennnnnn. 51
4.2. Contenido de polifenoles totales de los granos de cacao clon
CON-B L e e e e e e e e e e e e 60
4.3. Caracteristicas fisicas de los granos de cacao CLON CCN-51... 64
4.4. Correlacion de Pearson y analisis de regresién en el cotiledon y
cascarilla de los granos de cacao CLON CCN-51...........cc.ccee 66
4.4.1. Correlacion de Pearson en el cotiledén y cascarilla de
[0S Qran0s d€ CACA0........ccuuuiieeiiiiiiii e eeeeiie e e et eaeaees 66
4.4.2. Analisis de regresion en el cotiledén de los grano de
(072 T07= [0 1P PP 67

4.4.3. Analisis de regresion en la cascarilla de los granos de

(o= (o7 1o 72
CONCLUSIONES.......oiitiieecee ettt ste e are e 77
RECOMENDACIONES........ooiiieeeeeee ettt 78
RESUMEN ..ottt ettt teeae e tesveeteeaesneaneens 79
BIBLIOGRAFIA ...ttt 81
N =5 TR 91



W DN

10.
11.
12.

13.

14.

15.

16.

INDICE DE CUADROS

Composicién quimica de la pulpa de cacao (100 g de pulpa fresca)...
Composicion quimica de la almendra y cascara de cacao (%). ..........
Composicion quimica de 100 g de polvo de cacao...........cccccevevvvnnnnn..
Niveles maximos admisibles de cadmio y plomo en alimentos,
manteca y polvo de CaCa0.......... cccooiiiiiiiiiiiiiie e

Niveles maximos de cadmio en el chocolate y productos derivados de

Niveles maximos admisibles de cadmio en derivados de cacao segun

la Unién Europea, vigente a partir del 1 de enero del

Datos meteorologicos registrados durante la ejecucion del
experimento — ano 2018 ........ccooiiiiiiiiiii e
Andlisis fisico — quimico del suelo (parcela)...............cceevviiiieeennnn,
Descripcion de los tratamientos en estudio ...........ccccuvvevieeeiiiiiiieeennns
Esquema del analisis de variancia (ANVA).......... s
Cuadrados medios del analisis de variancia (a = 0.05) para el
contenido de macroelementos (nitrégeno, fésforo, potasio, calcio y
magnesio) totales analizados en el cotiledon de los granos de cacao.
Prueba de Tukey (a = 0.05) para macroelementos (nitrégeno, fosforo,
potasio, calcio y magnesio) totales analizados en el cotiledén de los
(o] =T g0 SR e [ or=Tox= To H U
Cuadrados medios del analisis de variancia (a = 0.05) para el
contenido de microelementos (cobre, zinc, hierro y cadmio) totales
analizados en el cotileddn de los granos de cacao.......... ....ccceeeeuneee
Prueba de Tukey (a = 0.05) para microelementos (cobre, zinc, hierro
y cadmio) totales analizados en el cotiledon de los granos de cacao..
Cuadrados medios del andlisis de variancia (a = 0.05) para el

contenido de macroelementos (nitrégeno, fosforo, potasio, calcio y

Pag.
13
13
14

29

29

29
30
35
36

37
38

43

44

47

48



17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.
27.
28.
29.

30.
31.

magnesio) totales analizados en la cascarilla de los granos de cacao.
Prueba de Tukey (a = 0.05) para macroelementos (nitrégeno, fésforo,
potasio, calcio y magnesio) totales analizados en la cascarilla de los
(o= TaTo IS o (SR or= Tot= T TR
Cuadrados medios del andlisis de variancia (a = 0.05) para el
contenido de microelementos (cobre, zinc, fierro y cadmio) totales
analizados en la cascarilla de los granos de cacao................cccce.....
Prueba de Tukey (a = 0.05) para microelementos (cobre, zinc, hierro
y cadmio) analizado a la cascarilla de granos de cacao. ....................
Analisis de variancia (a = 0.05) para el contenido de polifenoles en
cotiledon y cascarilla de granos de cacao............ccccvvvvviiiiiieieeeeeeennn.
Prueba de Tukey (a = 0.05) para polifenoles totales analizados a en
el cotiledon y la cascarilla de los granos de cacao...........cc..cceevvvennnn...
Analisis de variancia (a = 0.05) para las caracteristicas fisicas de los
QrAN0S A€ CACAD. . .vvvuuuun i e e e e e e eeeeee ettt e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e eees
Prueba de Tukey (a = 0.05) para las caracteristicas fisicas de los
(o= TaTo XS o [N or Tot= T TR
Correlaciéon de Pearson entre el contenido de cadmio (cotileddn,
cascarilla) con respecto a los macro y micronutrientes y las
caracteristicas fisicas de l0s granos de cacao. ..........ccccceeeeiiiiieeeeennnnn.

Macro y microelementos totales en el cotiledon de los granos de

Cadmio total (ppm) del cotiled6n de los granos de cacao...................
Macro y microelementos en la cascarilla de los granos de cacao.......
Cadmio total (ppm) de la cascarilla de los granos de cacao................
Contenido de polifenoles totales en el cotiledén y cascarilla de los
(o= TaTo IS0 [N or-Tot= T 1
Porcentaje de fermentacion de los granos de cacao...............cc........

Porcentaje de granos VIOletas. ..........ccooevvviiiiiiiiicii e,

53

56

57

60

61

64

65

67

92
92
93
93



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

INDICE DE FIGURAS

Porcentaje de compuestos polifendlicos en los cotiledones de la
semilla freSCa de CACA0D ........coevviiiiiiiiiiiee e
Absorcion de metales pesados por levaduras (CHAVEZ et al., 1993).
Contenido de macroelementos en funcion a los tratamientos en
=251 (1 [0 [ o PP
Contenido de microelementos en cotiledon de granos de cacao
respecto a los tratamientos en estudio ..........ccoceevevvviiiieeeieiiiie e,
Contenido de macroelementos en cascarilla de granos de cacao
respecto a los tratamientos en estudio ..........ccoeeevveeiiiiieeieiiiiiee e
Contenido de microelementos en cascarilla de los granos de cacao
respecto a los tratamientos en estudio. ..........cccccevevviiiieeeiiiiieeeeeeeienn,
Contenido de cadmio en cotiledén y cascarilla de granos de cacao
respecto a los tratamientos en estudio.........ccceeevvveveiiieeeeeiiiiieeeeeeiennn.
Contenido de polifenoles en granos de cacao respecto a los
tratamientos €N eStUAIO. .........ooevvviiiiiiiiii e
Contenido de polifenoles totales en el grano de cacao fermentado. ...
Caracteristicas fisicas de los granos de cacao respecto a los
tratamientos €N eSTUAIO. ........vviiiiiiiii e
Diagrama de dispersion y recta de regresion entre el cadmio y el
fésforo del cotileddn de los granos de cacao. ...........ccceevvieeeeeeeinnnnnnnn.
Diagrama de dispersion y recta de regresion entre el cadmio y el
potasio del cotiledén de los granos de cacao. ..........ccccceeeevvvvvvnnnnnnnnnn.
Diagrama de dispersion y recta de regresion entre el cadmio y el
magnesio del cotiledon de los granos de cacao. ...........ccccceeeeeeeeennnnnn.
Diagrama de dispersion y recta de regresion entre el cadmio del
cotiledon y el porcentaje de fermentacion de los granos de cacao. ....
Diagrama de dispersioén y recta de regresion entre el cadmio del
cotileddén y el porcentaje de granos violetas. ........cccceeovvvviieeeeieiiinenn.
Diagrama de dispersion y recta de regresion entre el cadmio del

cotiledon y el cadmio de la cascarilla de los granos de cacao. ...........

Pag.

20
32

45

49

54

58

59

63
63

66

68

68

69

70

71

72



17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,
25.

26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.

34.

35.
36.
37.
38.

Diagrama de dispersion y recta de regresion entre el cadmio y el
nitrogeno de la cascarilla de los granos de cacao. .........cccccceeeeeevennnnn. 73
Diagrama de dispersion y recta de regresién entre el cadmio y el
fésforo de la cascarilla de los granos de cacao. ............ccceeeeevevvvnnnnnn... 73
Diagrama de dispersion y recta de regresion entre el cadmio y el
potasio de la cascarilla de los granos de cacao............cccccceeeveeeeeennnnn. 74
Diagrama de dispersion y recta de regresion entre el cadmio y el
magnesio de la cascarilla de los granos de cacao. .........cccccceveeeeeeennnn. 74
Diagrama de dispersién y recta de regresion entre el cadmio y el zinc
de la cascarilla de los granos de Cacao. ..........c.ccuveeeeeeveiiiiieeeeeeiieea, 75
Diagrama de dispersion y recta de regresion entre el cadmio de la
cascarilla y el porcentaje de fermentacion de los granos de cacao..... 76
Diagrama de dispersion y recta de regresion entre el cadmio de la
cascarilla 'y el porcentaje de granos violetas. .............cccoeevieeeevieiinnnn. 76
Contenido de cadmio inicial en la parcela de cacao clon CCN-51. ..... 96

Analisis de macro y microelementos de la cascarilla del cacao

(Muestra 1: ToR1 — tratamiento O, repeticion 1). .........ccccccvvvvvviiirinnnnnn. 97
Transporte de los granos de frescos de cacao. ...........ccceeeeeeeeeevnnnnnnnn. 98
Escurrido de los granos frescos de cacao, tratamiento T1. ................. 99
Adicién de los granos de cacao a los cajones fermentadores............. 100
Control de temperatura de 10s tratamientos. ..........coooevveviiiineeeeeiinnennn. 100
Adicidn de las levaduras al tratamiento T2..........evvviiiiiiiiiieeiniiiiiiiiinnns 101
Secado de las muestras de cacao de cada tratamiento...................... 102
Obtencion del JuQO de CACAO. .......uuveiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 102

Verificacion de la tesis a cargo del Dr. Hugo Huamani, miembro del
L8] 7= T [ TS PP 103

Rotulacion de las muestras de cacao de cada tratamiento, para su

enVio al 1aboratorio. ..........oooeeiiiiiiii e 104
Control de temperatura de los tratamientos en fermentacion.............. 105
Prueba de corte del tratamiento T1 ..o 106
Prueba de corte del tratamiento To.........cccccummvvimmiiiiiiiiiiiieee e 106

Andlisis fisico-quimico de la parcela de cacao.........cccccceeeeeveviiieeennnns 107



l. INTRODUCCION

“El cacao es un producto de exportacién importante para muchas economias
en desarrollo en Africa, Asia y América Latina. Segin la Organizacion
Internacional del Cacao (ICCO) en el 2010 su produccién representé un valor en
el mercado de US$ 12 mil millones y es un medio de sustento para un estimado
de 50 millones de personas en todo el mundo. (MORALES et al., 2015).

El Perl es reconocido a nivel mundial como un productor de cacao fino de
aroma; sin embargo, los granos de cacao producidos en la zona del Alto
Huallaga, provincia de Leoncio Prado; poseen un alto contenido de metales
pesados, alcanzando 1.53 y 13.69 ppm de cadmio y plomo, respectivamente
(HUAMANI et al., 2016); los cuales estan muy por encima de los limites méaximos
permitidos de 0.50 ppm (Mas y Azcue, 1993; citado por GARCIA vy
DORRONSORO, 2002). Este problema afecta principalmente a las diversas
organizaciones de pequefios productores existentes en la zona como son:
asociaciones y cooperativas agricolas dedicadas a la produccion y

comercializacion de cacao en grano organico.

La fermentacion del cacao es un proceso bioquimico el cual implica la
transformacion y eliminacion de sustancias organicas desde los cotiledones
hacia el exterior del grano (transporte de macro y microelementos); en la
presente investigacion se realizd la fermentacion de los granos bajo ciertas
condicionantes, como el escurrido del jugo y uso de levaduras; dado que el jugo
y la pulpa del cacao contienen en promedio 6.80 ppm de cadmio (IPNI, 2015) y
los microrganismos como las levaduras, tienen la propiedad de secuestrar
cadmio en sus paredes celulares y por ende se disminuir la concentracion de

cadmio de los granos de cacao.

“Los polifenoles son metabolitos secundarios ampliamente distribuidos en el
reino vegetal; desde el punto de vista quimico, los polifenoles se caracterizan por
contener un anillo aromatico unido a dos o mas grupos hidroxilo (grupo fenol).
Los polifenoles estan asociados al color, las caracteristicas sensoriales (sabor,

astringencia y dureza), las caracteristicas nutritivas y las propiedades
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antioxidantes de los alimentos de origen vegetal. La actividad antioxidante se
debe principalmente a sus propiedades redox, el cual les permite actuar como
agentes reductores, donadores de hidrégeno y secuestradores de oxigeno

singlete; ademas de tener potencial para quelatar metales” (PALADINO, 2008).

La presente tesis se llevo a cabo en el centro de beneficio de cacao de la
Cooperativa Agroindustrial Cacao Alto Huallaga (CAICAH); planteandose los

siguientes objetivos:

Objetivo general:
v' Evaluar cadmio y polifenoles totales en la fermentacion de los granos de

cacao clon CCN-51

Objetivos especificos:

1. Determinar el efecto de la fermentacion de granos de cacao en el contenido
de macro y microelementos, cadmio.

2. Determinar el efecto de la fermentacion de granos de cacao en el contenido
de polifenoles totales.

3. Evaluar el efecto de la fermentacion en las caracteristicas fisicas del grano
de cacao.

4. Realizar la correlacién de Pearson y andlisis de regresion en el cotiledon y

cascarilla de los granos de cacao.



I. REVISION DE LITERATURA

2.1. Cacao CCN-51

“El cacao CCN-51 es el resultado de la combinacion de tres clones, de los
cuales dos son amazoénicos (ICM-67 y Canelo), y del ICS-95 (Trinitario) y en
donde el ICS-95, proviene de un amazonico criollo. Esto nos muestra que el
CCN-51 no es un trinitario ya que las cualidades intrinsecas del ICS no fueron
heredadas por el CCN-51" (Bustamante, 2010; citado por BURGA, 2016).

“El clon CCN-51 es una planta de 5 a 6 m de altura, de arquitectura buena.
El sistema radicular es fasciculado con 3 a 4 raices principales, posee un tallo,
de donde emergen las ramas (de tres a cinco), a la altura de un metro, con
crecimiento lateral que forma la horqueta; tienen tantos gametos masculinos
como femeninos. El fruto es una baya, que se conoce como mazorca. Las
mazorcas se encuentran distribuidas desde la parte basal hasta la parte superior
del arbol, la mazorca es de color rojo con contenido medio alto de mucilago.
Generalmente contiene en su interior de 35 a 45 granos de forma aplanada, de
2.4 cm de longitud, recubiertos por pulpa dulce y ligeramente acida” (Agama,
2015; citado por CAMPOVERDE, 2010).

2.1.1. Composicion quimica del cacao

“La pulpa estd compuesta por 80 a 90% de agua y 10 a 13% de
azucares, ademas de pequefas cantidades de acido citrico, proteinas y otros
componentes con porcentajes menores” (MINIFIE, 1989; citado por PAZMINO,
2012). “La composicion de la pulpa es importante porque es a partir de los
azucares contenidos en ella, se inicia el proceso fermentativo. La composicion
de la pula de cacao es variable depende la variedad de cacao y de la época de
cosecha” (PAZMINO, 2012).

En el Cuadro 1, se muestra la composicion quimica y la
concentraciéon de carbohidratos, proteinas y compuestos nitrogenados de la

pulpa mucilaginosa.
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Cuadro 1. Composicion quimica de la pulpa de cacao (100 g de pulpa fresca).

Componente Cantidad (%)
Sacarosa 4.35
Glucosa 3.00
Fructosa 3.80
Nitrégeno total 0.11
Aminoécidos libres 0.15
Proteinas/péptidos 0.57
Amonio 0.02

Fuente: PAZMINO (2012).

“La composicion quimica de la almendra de cacao depende de
varios factores: tipo de cacao, origen geografico, grado de madurez, calidad de
la fermentacién y el secado. El beneficio postcosecha también influye sobre su
composicion gquimica” (WAKAO, 2002). En el Cuadro 2, se presenta la

composicion quimica de la almendra y cascara de cacao fermentadas y secas.

Cuadro 2. Composicion quimica de la almendra y cascara de cacao (%).

Componente Almendra (%) Céscara (%)
Agua 5.00 4.50
Grasa 54.00 1.50
Cafeina 0.20 -
Teobromina 1.20 1.40
Polihidroxifenoles 6.00 -
Proteinas brutas 11.50 1.90
Mono-oligosacaridos 1.00 0.10
Almidon 6.00 -
Pentosanos 1.50 7.00
Celulosa 9.00 26.50
Acidos carboxilicos 1.50 -
Cenizas 2.60 8.00

Fuente: CALDERON (2002).

La composicion quimica del polvo de cacao se muestra en el
Cuadro 3.
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Cuadro 3. Composicion quimica de 100 g de polvo de cacao.

Componente Concentracion g/100 g
Proteinas 215¢g
Carbohidratos 35.0¢
Grasa 2569
Nitrégeno 2590
Calcio 0.169 g
Magnesio 0.544 mg
Hierro 0.013 mg
Cobre 0.004 mg
Fosforo 0.795 mg
Potasio 2.057 mg
Sodio 0.009 g
Zinc 0.007 g
Teobromina 259
Flavonoides 7049

Fuente: MORALES et al. (2012).

2.1.2. Fermentacién del grano de cacao

“La fermentacién consiste en una serie de cambios fisico-quimicos
que generan el desarrollo de sabor y aroma a chocolate, con: cambios en la
pigmentacion interna, color violeta a marrén claro; transformacion del sabor
astringente de los cotiledones; transformacion de los azlUcares en alcoholes por
las levaduras, los cuales son a su vez convertidos en acido acético por las
bacterias acéticas. Durante este proceso, existe una relacién ordenada entre
microorganismos y las variaciones de temperatura, pH y humedad, con la
formacion de alcoholes, acidos y compuestos polifendlicos, que matan el
embrién, disminuyen el sabor amargo y se producen las reacciones bioquimicas
gue forman el chocolate. Dichas alteraciones quimicas en el interior del haba de
cacao, dependen de la muerte de las células del cotiledén, con la cual sus
membranas celulares se degradan y aumentan su permeabilidad, permitiendo el
contacto entre los diversos componentes celulares. Asi los polifenoles, que
producen el sabor astringente, pueden difundirse entonces hacia las células

adyacentes, donde se encuentran con diversas enzimas que provocan
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reacciones hidroliticas gracias a las condiciones anaerobias del haba. Si no se
degradan, pasan al grano seco, provocando el color violeta de la almendra, que

indica errores en el proceso de fermentacién” (TENEDA, 2016).

“‘La fermentacion incluye dos fendmenos distintos pero
dependientes. La fermentacion microbiana de los azucares de la pulpa va a ir
degradando el mucilago que recubre a la semilla, por otro lado, las reacciones
bioquimicas daran lugar a la formacion de precursores del sabor y aroma a
chocolate que se produce durante el tostado” (Cros, 2004; citado por
ZAMBRANO, 2018). La fermentacion se da en dos etapas:

a. Fermentacion anaerdbica

“La fermentacion anaerdbica inicial toma de 24 a 48 horas. Una
vez iniciado el proceso, varios géneros de levaduras, entre ellos: Candida,
Hanseniospora, Saccharomyces, Kloeckera, Pichia, Kluyveromyces y otras
salvajes presentes en el ambiente y en el mismo cacao como la microflora
predominante, degradan los azucares y otros carbohidratos mas complejos del
mucilago, produciendo principalmente alcohol y anhidrido carbénico como
metabolitos. La microflora crece exponencialmente, ya que la masa en un inicio
esta aireada lo suficiente para que las levaduras se reproduzcan” (ZAMBRANO,
2018).

“La pulpa del cacao tiene 10% de azucares y 2% de acido
citrico, estas son las condiciones para que las levaduras metabolicen estas
sustancias, siendo esta reaccion exotérmica, elevando la temperatura. El
metabolismo del acido citrico disminuye la acidez. El aumento de temperatura y
la disminucién de la acidez provoca un efecto sinérgico que favorecera la
proliferacion de bacterias acido-lacticas, de tal forma que mientras avanza la
fermentacion la masa se vuelve anaerobica y con ello la fase reproductiva de las
levaduras declina. Posteriormente, las bacterias acido-lacticas como
Lactobacillus predominan, mientras que, las levaduras van disminuyendo”
(RAMOS, 2004).
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b. Fermentacion aerdbica

‘La fermentacion aerObica se da cuando se realizan las
remociones que permiten circular el aire. La fermentacién por parte de bacterias
acido-lacticas hetero-fermentadoras genera, ademas del acido lactico, acido
acético y 3-hidroxibutanona. Esto genera una accidén antagonista para las
levaduras que se inhiben por el acido acético. Estas reacciones bioquimicas
generan una pérdida de liquido y por ende de peso en las almendras” (Ramos,
2004; citado por ZAMBRANO, 2018).

‘La fase acética es eminentemente aerobica. El aumento de
etanol y las remociones que permiten la circulacion del aire provocan la
transformacion de etanol en &cido acético, produciendo ademas monoxido de
carbono y agua. Durante este proceso altamente exotérmico, se puede alcanzar
temperaturas que van desde 48 °C a 50 °C. Mientras avanza esta etapa de
fermentacion, la concentracion de lactato y acetato mata a las bacterias. Con las
remociones se inserta mas aire al sistema y permite una mejor distribucion de la
concentracion de metabolitos, lo cual ayuda a que las bacterias se reactiven y
sigan con su proceso de fermentacién para que el embrién muera (RAMOS,
2004). El embrion muere aproximadamente al tercer dia de fermentacion cuando
el proceso alcanza 40 °C a 50 °C” (MAISINCHO, 2006).

“La duracion de la fase de fermentacién dependera de cada tipo
de cacao, ademas de las condiciones ambientales y de presion, del método de
fermentacion, frecuencia de remocién, volumen de cacao a fermentar, estado de
madurez de las mazorcas, condiciones sanitarias del grano y condiciones post
cosecha. Sila fermentacién dura mas tiempo del debido, la masa fermentable se
contamina con bacterias proteoliticas que generaran amoniaco, neutralizando

los acidos y generando olores y sabores extrafios” (AMORES et al., 2006).

“Durante la fermentacién ocurre la eliminacién mas significativa
de polifenoles solubles, que son reducidos aproximadamente al 10 — 20%. Dicha
pérdida ocurre a través de la eliminacién de liquidos drenados producto de la
fermentacion o por la accion de la enzima polifenol oxidasa que se encarga de

oxidar los polifenoles a polifenoles condensados insolubles de alto peso
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molecular, conocidos como taninos” (Weisburguer, 2001; citado por CADENA,
2008). “La frecuencia de las reacciones de condensacion de los polifenoles se
evidencia en la reduccion del contenido de (-) epicatequina entre el primero y
segundo dia de fermentacion” (Hansen et al., 1998; citado por CADENA, 2008).

2.1.3. Secado

“Los métodos de secado al sol o secado natural y secado artificial
se realizan para asegurar la conservacion del cacao reduciendo el contenido de
humedad del grano hasta un 6 — 7%. En esta etapa el pH del cotiledén aumenta
como consecuencia de la eliminacion del acido acético y otros acidos volatiles
presentes en la superficie de la testa y de la aceleracion de las reacciones de
oxidacion por el incremento del contenido de oxigeno en el tejido expuesto de
los granos. Aqui, son de gran importancia las oxidaciones no enziméticas de los
polifenoles, se produce una disminuciéon del 50% del contenido de (-)
Epicatequina” (Hansen et al., 1998 citado por CADENA, 2008). “La pérdida de
estos polifenoles se evidencia en la disminucion de la astringencia y el sabor
amargo de los chocolates” (Nazaruddin, 2006; citado por CADENA, 2008).

2.1.4. Pruebade corte para el andlisis de fermentacion

“Es una prueba subjetiva de evaluacién, que requiere de la
observacién visual y se utiliza para determinar el grado de fermentacién de las
almendras, por su influencia directa sobre el sabor y aroma a chocolate. Es
recomendable su aplicacion como maximo a los 30 dias después del secado,
para aislar en lo posible el efecto de oxidacién que continta en alguna medida
durante el almacenamiento. La oxidacién de los tejidos en los cotiledones, hace
gue los colores internos cambien naturalmente, pudiendo estos adquirir un color
marron tipico de la fermentacion, pero el sabor y aroma de las almendras no
mejora” (BRAVO, 2011).

“La prueba de corte es el procedimiento que se realiza para
determinar el porcentaje de fermentacion del grano de la siguiente manera: hacer
un corte longitudinal por la parte central de cada uno de los 300 granos, a fin de
exponer la maxima superficie de corte de los cotiledones. Examinar visualmente

las dos mitades de cada grano a la luz diurna o bajo una iluminacién artificial
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(lampara fluorescente). Contar separadamente los granos defectuosos, es decir
aquellos mohosos, pizarrosos, partido, violeta, vanos, mdultiple, germinados,
dafiados por insectos segun lo definido y graficado a continuacion: Grano
mohoso. Grano que ha sufrido deterioro parcial o total en su estructura interna
debido a la accion de hongos, determinado mediante prueba de corte. Grano
dafiado por insectos. Grano que ha sufrido deterioro en su estructura
(perforaciones, picados, etc.) debido a la accion de insectos. Grano germinado.
Grano que ha sufrido deterioro evidente en su estructura por el proceso de
germinacion, o por la accibn mecéanica durante el beneficiado. Grano multiple.
Es la unién de dos o mas granos. Grano plano vano o granza. Es un grano
cuyos cotiledones se han atrofiado hasta tal punto que cortando la semilla no es
posible obtener una superficie de cotiledon. Grano partido (quebrado).
Fragmento de grano entero. Grano pizarroso (pastoso). Es un grano sin
fermentar, que; al ser cortado longitudinalmente, presenta en su interior un color
gris negruzco o verdoso y de aspecto compacto. Grano violeta. Grano cuyos
cotiledones presentan un color violeta intenso, debido al mal manejo durante la
fase de beneficio del grano. Grano de buena fermentacién. Grano fermentado
cuyos cotiledones presentan en su totalidad una coloracion marréon o marron
rojiza y estrias de fermentacion profunda. Para el tipo de cacao marfil vira a color
marrén interno o cubierta externa al retirar cascarilla. El grano una vez
fermentado se caracteriza por lo que hincha y se llena de aire en su interior lo

cual le permite flotar al suspenderse en agua” (GUTIERREZ, 2009).

Célculo:
% F = (Nf/300 granos) x 100

Donde:
% F = Grado de fermentacion en %

Nf = Nuumero de granos fermentados

El porcentaje (%) de los demas defectos del grano se determinaran,
teniendo como base 100 granos de la muestra, tal como lo estipula la NTP-ISO-
1114:2006, granos de cacao: prueba de corte (GUTIERREZ, 2009).
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2.2. Polifenoles

PALADINO (2008) “menciona que los fenoles son metabolitos secundarios
ampliamente distribuidos en el reino vegetal. Se localizan en todas las partes de
las plantas y su concentracion es variable a lo largo del ciclo vegetativo, estos
compuestos participan de diversas funciones, tales como la asimilacion de
nutrientes, sintesis proteica, actividad enzimatica, fotosintesis, formacion de
componentes estructurales, defensa ante los factores adversos del ambiente.
Los fenoles estan asociados al color, las caracteristicas sensoriales (sabor,
astringencia y dureza), las -caracteristicas nutritivas y las propiedades
antioxidantes de los alimentos de origen vegetal y la caracteristica antioxidante
de los fenoles se debe a la reactividad del grupo fenol. La actividad antioxidante
de los polifenoles se debe principalmente a sus propiedades redox, el cual les
permite actuar como agentes reductores, donadores de hidrogeno vy
secuestradores de oxigeno singlete; ademas de tener potencial para quelatar
metales”. UGARTONDO (2009) “manifiesta que, desde el punto de vista quimico,
los polifenoles se caracterizan por contener un anillo aromético unido a dos o
mas grupos hidroxilo (grupo fenol); la estructura de los polifenoles varia de
moléculas simples, como los acidos fendlicos, a estructuras complejas, como los
taninos condensados. Se clasifican en cuatro familias en funcion del nimero de
anillos fendlicos y de los elementos estructurales unidos a esos anillos:

flavonoides, acidos fendlicos, estilbenos y lignanos”.

2.2.1. Polifenoles de la semilla de cacao

“El creciente interés sobre los polifenoles ha incentivado el estudio
de su concentracion natural en plantas y frutos y los factores que le impactan,
debido en parte a sus propiedades funcionales como antioxidantes. En la semilla
de cacao los polifenoles se encuentran en la cascara y en el cotiledon, el cual se
caracteriza por el color violeta intenso, color relacionado con polifenoles
especificos como las catequinas y antocianinas. Los polifenoles en la semilla de
cacao constituyen aproximadamente entre el 8% y el 10% del peso seco de la
semilla” (Padilla et al., 2008; citado por SUAZO, 2012).

‘Aunque en la semilla de cacao se encuentran diversos

compuestos como se ilustra en la Figura 1, los de interés son aquellos que
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pertenecen a los flavonoides (p.ej., catequinas) compuestos que han adquirido
notoriedad publica a raiz de su actividad biolégica en el hombre, que al
consumirlos a través de vegetales o derivados como el chocolate, ejercen
funciones anti inflamatorio, antioxidantes y por tanto preventivas ante diversas
enfermedades como las del tipo cancerigenas” (Tuckmantel et al., 1999; citado
por SUAZO, 2012).

(%) de compuestos polifendlicos en la (%) de compuestos
Compuesto
célulaalmacenadora polifendlicos en los cotiledones
Catequina > 25,0 3,0
Cotiledo
Proantocianidina 21,0 ' 2,5
Polimeros de Proantocianidina ... > 17,5 21
Antocianinas & 3,0 0,4
Fenolestotales > 66,5 80
Teobromina —— 14,0 1,7
Cafeina > 0,5 0,1
Azlcares libres > 1,6 -
Polisacaridos > 3,0 -

Otros > 14,4
Figural. Porcentaje de compuestos polifendlicos en los cotiledones de la
semilla fresca de cacao (RUSCONI y CONTI, 2010).

2.2.2. Compuestos fendlicos: influencia del procesado desde el
grano hasta el polvo de cacao y chocolate

“Las semillas o granos frescos de cacao obtenidos de la mazorca

son excepcionalmente ricas en compuestos (poli)fendlicos, su fraccion

(poli)fendlica estd compuesta por: 37% de catequinas o flavan-3-oles, siendo la

(-)-epicatequina la catequina mas importante dentro de su grupo; ademas se han

identificado en cantidades mas bajas (+)-catequina y trazas de (+)-

galocatequina y (-)-epigalocatequina. 58% de proantocianidinas oligoméricas,

principalmente los dimeros B1, B2, B3, B4, trimero (C1) y tetramero (D). 4% de

antocianos, siendo estos ultimos los responsables de la coloracién purpura de

las semillas. La fraccion de antocianidinas esta formada preferentemente por el
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cianidin-3-a-L-arabindsido y cianidin-3-B-D-galactésido. Aunque en menores
cantidades, también estan presentes en cacao los flavonoles quercetina y
quercetin-3-O-glucédsido (isoquercitrina), quercetin-3-O-galactésido (hiperdsido),
quercetin-3-O-arabindsido y las flavonas apigenina, apigenina-8-C-glucdsido
(vitexina), luteolina y luteolina-7-O-glucdsido, naringenina, clovamida y acidos
fendlicos como el acido cafeico, acido ferulico, acido galico y acido p-coumarico”
(Sanchez-Rabaneda et al., 2003; citado por JOVELLANOS, 2016).

“El cacao es de todos los alimentos el que posee el contenido mas
alto de flavanoles por peso y, por tanto, un contribuyente significativo a la ingesta
dietética total de flavonoides. Asi, el contenido de (poli)fenoles de semillas de
cacao es de un 6% (semillas con un contenido graso del 54% y un 6% de
humedad)” (WOLLGAST y ANKLAM, 2000).

“Sin embargo, hay que tener en cuenta que, aunque la materia
prima de cacao tenga una gran cantidad de (poli)fenoles, no implica
necesariamente un elevado contenido en el producto final elaborado debido a
las pérdidas que se producen durante las etapas de procesado. Asi, este
contenido de (poli)fenoles en semillas depende de varios factores como son la
variedad del grano (genotipo) y origen” (ZAPATA et al., 2015); “condiciones de
tratamiento del grano posterior a su recoleccion (tratamientos post-cosecha),
como por ejemplo el tiempo de almacenamiento de las mazorcas durante la
prefermentacion y, del nivel de fermentacion del grano” (Nazaruddin et al., 2006;
citado por JOVELLANOS, 2016).

“La fermentacién del grano de cacao, es uno de los factores que
mas afecta al contenido de (poli)fenoles en las semillas, ya que se producen
cambios quimicos que conducen a un descenso notable de los mismos. Las
intensas modificaciones que sufren, se inician después de la muerte de las
semillas, cuando las sustancias fendlicas y enzimas son liberadas de sus
respectivas zonas de almacenamiento en la célula. Los (poli)fenoles se propagan
desde sus células almacenadoras al liquido de drenaje. Desde el primer dia de
la fermentacion, la pulpa adherida a las semillas, empieza a convertirse en un

liguido que comienza ser drenado. Bajo condiciones anaerdbicas, los
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microrganismos comienzan a producir acido acético y etanol. La muerte ocurre
durante el segundo dia, siendo los principales factores que contribuyen el acido
acético producido por la pulpa y las altas temperaturas que se llegan a alcanzar
(entre 45-50 °C). Como resultado de esta fase anaerdbica se producen
reacciones de hidrdlisis enziméaticas; las antocianinas son hidrolizadas debido a
la accion de enzimas glucosidasas a antocianidinas libres, que son oxidadas a
quinonas y polimerizan con catequinas para formar taninos complejos;
resultando en la pérdida de la coloracién violeta de los cotiledones. Las
antocianinas desaparecen rapidamente durante el proceso de fermentacion,
estimandose un 93% de pérdidas después de 4 dias de fermentacion”
(WOLLGAST y ANKLAM, 2000).

“Después del segundo dia, comienza a tener lugar la segunda fase
de la fermentacion, la fermentacion aerdbica. EI cambio de las condiciones
anaerobicas a las aerdbicas, se producia una reduccion en el nivel de
(poli)fenoles que era mostrado por la disminucion del valor de TEAC (capacidad
antioxidante equivalente). Durante esta fase aerobica, la enzima polifenol
oxidasa (PPO) actua primero oxidando a o-quinonas a la mayor parte de los
(poliYfenoles (epicatequinas, catequinas y antocianidinas), que pueden
reaccionar con aminoacidos y proteinas o polimerizar con otros flavonoides
teniendo lugar la formacion de taninos complejos de elevado peso molecular.
Taninos que forman complejos con proteinas a través de puentes de hidrogeno
siendo el resultado de esta reaccion la formacion de pigmentos, insolubles en
agua, de color marron. De esta forma, el contenido de epicatequinas y
(poli)fenoles solubles es reducido aproximadamente a un 10 y 20%
respectivamente de su valor inicial” (WOLLGAST y ANKLAM, 2000).

“Existe correlacion entre el contenido (poli)fenoles con el grado de
fermentacion en semillas de Ecuador; y publicaron que el contenido de
(poliYfenoles y (-)-epicatequina era mas bajo en semillas mas fermentadas (color
marron mas oscuro). Existe una disminucion del contenido de (poli)fenoles
totales y (-)-epicatequina en semillas al aumentar los dias de fermentacion;
mostrando un descenso en la concentracion de (poli)fenoles desde el 16 al 6%

después de 6 dias de fermentacion. AFOAKWA et al. (2015) publicaron una
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reduccion del 30% de (poli)fenoles totales, 32% o-difenoles y 35% de
antocianinas, después de 10 dias de almacenamiento de mazorcas de cacao, en
semillas fermentadas y secadas” (Caligiani et al.,, 2007; citado por
JOVELLANOS, 2016).

“‘Durante la etapa de secado del grano se producen también
pérdidas de (poli)fenoles debidas a reacciones de pardeamiento enziméatico y no
enzimatico a partir de la polimerizacion de la quinona. En esta etapa, la enzima
PPO aunque con una actividad mucho mas reducida, continda actuando ya que,
con el incremento de pH y la elevada captacién de oxigeno, se producen las

condiciones apropiadas para la oxidacion de los fenoles” (BRITO, 2000).

2.2.3. Clasificacion de los polifenoles

Desde un punto de vista estructural, los compuestos fendlicos
pueden clasificarse en fenoles simples: benzoquinonas, acetofenonas,
fenilpropenos, cumarinas, isocumarinas, benzoicos, fenilacéticos, cindmicos,
cromonas, naftoquinonas y polifenoles. Estos Ultimos se caracterizan por tener
uno o mas grupos fenoles, y se dividen a su vez en xantonas, estilbenos,
antraquinonas, ligninos, taninos hidrolizables y favonoides. “La biosintesis de los
flavonoides como producto del metabolismo secundario de las plantas tiene lugar
a través de dos importantes rutas primarias: la ruta del acido shikimico y la
ruta de los poliacetatos. Los flavonoides son los compuestos polifendlicos mas
abundantes de las plantas y casi todos son considerados pigmentos, abarcan
todo el espectro de la luz visible y ultravioleta. Se caracterizan por una estructura
benzo-y-pirona (C6-C3-C6) que permite la sustitucion en diversas posiciones de
diferentes grupos funcionales como hidroxilos, metoxilos u O-glucésidos, lo que
explica las mas de 8000 estructuras caracterizadas hasta la fecha, y que se
pueden clasificar como: chalconas, dihidrochalconas, auronas, flavonas,
flavonoles, flavanonas, dihidroflavonoles, flavanoles (catequinas), flavandioles,

antocianidinas, isoflavonas, bioflavonoides y proantocianidinas” (TRILLO, 2015).

“Los flavanoles poseen el anillo C saturado y un grupo hidroxilo en
el carbono C-3. Pueden aparecer como mondémeros o como polimeros con

distintos grados de polimerizacion. Los flavanoles méas representativos en los
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alimentos son de tipo flavan-3-ol, y estos pueden aparecer como mondmeros
(catequinas), como dimeros condensados entre si, y como oligbmeros
(procianidinas), o bien pueden aparecer como polimeros (proantocianidinas o
taninos condensados). La catequina ha mostrado ser un antioxidante mas
potente aun que el &cido ascérbico (vitamina C), la Vitamina E o los
carotenoides” (Garrido y Borges, 2013; citado por TRILLO, 2015).

2.2.4. Fuentes naturales principales de polifenoles

“El contenido cualitativo y cuantitativo de polifenoles es diferente en
cada especie vegetal. Entre las plantas con alto contenido en polifenoles se
encuentran el cacao (Theobroma cacao), la uva (Vitis vinifera), el té (Camelia
sinensis), la manzana (Malus domestica) y diversas bayas. Asi pues, las fuentes
mayoritarias de polifenoles en la dieta humana son principalmente las frutas, el
té, el vino y el chocolate. En el cacao, los flavanoles estan principalmente en
forma de epicatequinas, catequinas y procianidinas. El vino es rico en catequinas
y procianidinas, y en el té los flavanoles se encuentran fundamentalmente como
derivados de galatos (galocatequina, epigalocatequina y galato de

epigalocatequina, principalmente)” (SHI et al., 2003).

2.2.5. Medicion de polifenoles totales

La determinacion cuantitativa de los polifenoles totales en cacao y
sus productos incluyen su medicion por el método de Folin-Ciocalteu o la
cuantificacion por HPLC de (-)-Epicatequina, (+)-Catequina y en algunos casos
del contenido de procianidinas tipo 8. EI método de Folin-Ciocalteu, es simple,
sensible y preciso sin embrago la reaccion es lenta a pH acido y especifica a pH
basico. SINGLETON y ROSSI (1965) “desarrollaron los parametros necesarios
para la obtencion de datos reales, como la relacion de volumen entre el reactivo
de F-C y la base, el tiempo y la temperatura de reaccion la longitud de onda y el
uso de acido galico como patrén estdndar. Investigaciones recientes han
utilizado el método de F-C variando el uso de &cido galico por equivalentes de
(x)-Catequina, acido taninico, acido clorogénico, vainilinico y equivalente de
acido feldrico como patrones” (Prior et al., 2005; citado por CADENA, 2008).
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“Los polifenoles presentes reaccionan con reactivos redox
especificos (reactivo de Folin-Ciocalteu) formando un complejo azul, el cual
puede ser cuantificado mediante la luz visible de la espectrofotometria. Durante
la reaccion se forma un cromoforo azul, constituido por un complejo de
fosfotungstato-fosfomolibdato, donde la maxima absorcién de los cromaoforos
depende de la concentracion de compuestos fendlicos” (Blainski et al., 2013;
citado por HERNANDEZ, 2015).

2.2.6. Factores que intervienen en la extraccion de polifenoles
“‘De acuerdo a investigaciones realizadas previamente, en la
extraccion de polifenoles pueden influir ciertos factores tales como: relacion
liguido-solido, concentracion del solvente, pH, temperatura, tiempo de
calentamiento y extraccion, por lo cual, dependiendo de la combinacion
adecuada de estos factores se puede optimizar la extraccion” (WU et al., 2011;
citado por HERNANDEZ, 2015).

2.3. Metales pesados

“El término de metal pesado refiere a cualquier elemento quimico metalico
que tenga una relativa alta densidad y sea tOxico o0 venenoso en concentraciones
incluso muy bajas. Los ejemplos de metales pesados o algunos metaloides,
incluyen el mercurio (Hg), cadmio (Cd), arsénico (As), cromo (Cr), talio (Tl), y
plomo (Pb), entre otros” (LUCHO et al., 2005). “Algunos autores consideran esta
definicion un tanto ambigua y prefieren utilizar la denominacion de metales traza.
Bajo esta denominacion se engloban todos los elementos presentes a
concentraciones no detectables mediante técnicas de andlisis clasicas, de forma
gue se considera elemento traza a los elementos detectables en un rango de
concentracién de 100 a 0,01 mg/kg y se reserva el término ultratraza a niveles
comprendidos entre 0,01 mg/kg y 10 pg /kg” (WARD, 1995).

2.3.1. Elcadmio
El cadmio es un elemento quimico de nimero atébmico 48; peso
atomico de 112.40 y una densidad relativa de 8.65 a 20 °C (68 °F), valencia
quimica 2. Su punto de fusion de 320.9 °C (610 °F) y de ebullicion de 765 °C
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(1410 °F). Es un metal ductil, de color blanco con un ligero matiz azulado
(YALCINKAYA, 2001).

2.3.2. Origen del cadmio
“El cadmio proviene de las emanaciones volcanicas representan
casi la mitad del total estimado movilizado a nivel global, actividad minera,
siderdrgica, industrias quimicas y fertilizantes; por lo tanto, en la corteza terrestre
el cadmio se encuentra en cantidades muy bajas (< 1 mg/kg™?), con un promedio
de 0.1y 0.2 mg/kg?” (SANCHEZ, 2016); sin embargo, (GONZALEZ, 2010) afirma

que en los suelos fluctia entre valores menores de 1 a 3 mg/kg™ de cadmio.

“El cadmio es un metal pesado, se produce de forma natural en la
corteza terrestre y en el agua del océano y se emite al medio ambiente como
resultado de las dos actividades: naturales y antropogénicas. Las fuentes
naturales de cadmio incluyen actividad volcanica, erosion de las rocas que
contienen cadmio, espuma del mar, y la movilizaciéon de cadmio depositadas en
suelos, sedimentos, vertederos, etc”. (BROWN et al., 1984). “Las fuentes
antropogénicas de cadmio incluyen la extraccion y fundicién de minerales que
contienen zinc, quema de combustibles fosiles, incineracion de residuos y
emisiones procedentes de pilas desechadas o vertederos municipales” (FAO,
2012).

2.3.3. Dinamica de los metales pesados en el suelo

“‘Los metales pesados presentes en los suelos no se comportan
como elementos estaticamente inalterables, sino que siguen unas pautas de
movilidad generales. La dinamica de los metales pesados en el suelo puede
clasificarse resumidamente en cuatro vias: movilizacion a las aguas superficiales
0 subterraneas; transferencia a la atmdsfera por volatilizacion; absorcion por las
plantas e incorporacion a las cadenas troficas, retencion de metales pesados en
el suelo de distintas maneras: disueltos o fijados, retenidos por adsorcion,
complejacién (compuestos organicos) y precipitacion (carbonatos y fosfatos)”
(GARCIA y DORRONSORO, 2005).
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2.3.4. Comportamiento del cadmio en el suelo

“El comportamiento del cadmio es parecido al del zinc, sélo que es
mucho mas afin al azufre y mas movil en ambientes acidos. En ambientes
naturales el cadmio se encuentra con valencia 2+ por lo que en solucion forma
CdCI*, CdOH*, CdHCOs*, CdClz, CdCls*, Cd(OH)3z y Cd(OH)4s* y quelatos
organicos. Bajo condiciones extremas de oxidacion tiende a formar minerales
como CdO y CdCOs y a acumularse en fosfatos y en depdsitos bioliticos”
(KABATA-PENDIAS, 2000). “En suelos &cidos, la concentracion de Cd?* puede
ser importante, ya que este iébn se adsorbe débilmente en las arcillas y otras
particulas materiales. Sin embargo, por encima de un pH de 7 el Cd*? precipita

como sulfuro, carbonato o fosfato” (BAIRD, 2001).

“La concentracién de cadmio promedio en los suelos es de 0.07 a
1.1 mg/kg. A valores altos de pH el cadmio no es movil, posiblemente por la baja
solubilidad de los carbonatos y fosfatos, en la movilidad del cadmio también es
importante la alta afinidad del cadmio con la materia orgénica, oxihidroxidos de
hierro, al6fano e imogolita, no asi con las arcillas. En general podemos decir que
a pH &cido los oxihidréxidos de hierro y la materia organica controlan la
solubilidad del cadmio y que a pH alcalinos el Cd precipita, por lo que es inmavil.
La concentracion de Cd en la solucién del suelo es de 0.2 a 6 ug/L; en suelos
contaminados se ha llegado a reportar concentraciones hasta de 400 ug/L. Para
recuperar los suelos contaminados por cadmio se puede recomendar entre otras
cosas: lavados en suelos acidos, encalar (para elevar el pH) y aumentar la
capacidad de intercambio de cationes” (CHANMUGATHAS y BOLLAG, 1987).

2.3.5. Ingreso, transporte y acumulacion de cadmio en las plantas
Es bien conocido que un exceso de cationes esenciales como el
Zn%* y el Ca?*, producen un efecto protector frente a la toxicidad del cadmio
(ARAVIND y PRASSAD, 2005), lo que sugiere la existencia de una competencia
de estos cationes por la entrada a la planta. “Como el cadmio no es un metal
esencial, se asume que no existen mecanismos de entrada especificos para el
mismo; pero entre las proteinas responsables de la entrada de cadmio a la célula

cabe destacar el transportador especifico de calcio LCT1” (CLEMENS et al.,
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1998), y la proteina IRT1, perteneciente a la familia de transportadores de Zn 'y
Fe (ZIP) (GUERINOT, 2000).

2.3.6. Contaminacion del cacao con cadmio y plomo

“Los metales pesados en alimentos tienen multiples origenes, es
posible que la contaminacion del producto se dé en la etapa de cultivo,
produccion y transformacion. Las concentraciones de metales pesados en los
suelos estan asociadas a los ciclos bioldgicos y geoquimicos y pueden alterarse
por actividades antropogénicas como la practicas agricolas, el trasporte, las
actividades industriales y la eliminacion de residuos, entre otras” (PRIETO,
2009).

‘Los metales pesados son peligrosos porque tienden a
bioacumularse en diferentes sistemas vivos. Ademas, se ha establecido que los
principales factores que influyen en la movilizacion de metales pesados en el
suelo son el pH, potencial redox, presencia de iones, capacidad de intercambio
(cationico y/o anionico), contenido de materia organica y textura, entre otras;
ademas la contaminacién por metales pesados puede producir acidificacion,
cambios en las condiciones redox, variacion de temperatura y humedad en los
suelos” (SAHUQUILLO, 2003).

En un estudio realizado en la provincia de Leoncio Prado, region
Huanuco, determiné que las semillas de cacao de parcelas de esta zona,
revelaron contenidos de cadmio en niveles superiores al permitido (0.5 ppm), lo
cual puede limitar la exportacion de este producto agricola. HUAMANI et al.
(2016) en la zona del Alto Huallaga (Peru), determiné la presencia de metales
pesados en almendras de cacao de los socios de Cooperativa Agroindustrial
Naranijillo, reportando valores de 1.53 y 13.69 ppm de Cd y Pb, respectivamente,
valores superiores a los limites permisibles de la Unién Europea.

Actualmente los contenidos de cadmio en los derivados del cacao,

esta regulado por diversas organizaciones y estados del mundo, por ejemplo:
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Cuadro 4. Niveles maximos admisibles de cadmio y plomo en alimentos,

manteca y polvo de cacao.

Concentraciones Concentraciones

Instituciones reguladoras de Pb (mg/kg) de Cd (mg/kg)

Comision de Codex alimentario (CAC) 0,20 0,10
Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) 0,18 - 1,20 0,10

American Environmental Safely
Institute (AESI)

Fuente: Lead contamination in cocoa and cocoa products: isotopic evidence of global
contamination (CHARLEY, 2005).

0,0002 - 0,105 0,002 - 0,136

Cuadro 5. Niveles méaximos de cadmio en el chocolate y productos derivados

de cacao.

Nivel maximo de
cadmio (mg/kg)
1. Chocolate con leche con un contenido de materia 0.20

seca total de cacao <30%. '
2. Chocolate con un contenido de materia seca total

Productos

de cacao <50%; chocolate con leche con un 0,06
contenido de materia seca total de cacao 230%.
3. Chocolate con un contenido de materia seca total 200

de cacao 250%.

4.  Cacao en polvo vendido al consumidor final o como
ingrediente en cacao en polvo edulcorado vendido 1,50
al consumidor final (chocolate para beber)

Fuente: (FAO, 2012).

Cuadro 6. Niveles maximos admisible de cadmio en derivados de cacao segun

la Unién Europea, vigente a partir del 1 de enero del 2019.

Nivel méaximo de

Productos cadmio (mg/kg)
Chocolate con leche con un contenido en materia seca 0.10

total de cacao < 30%. '
Chocolate con un contenido de materia seca total de 0.30
cacao < 50%; y 2 al 30%. ’
Chocolate con un contenido de materia seca total de 0.80

cacao = 50%

Cacao en polvo vendido al consumidor final o como

ingrediente en cacao en polvo edulcorado vendido al 0,60
consumidor final (chocolate para beber).

Fuente. (Unién Europea, 2014; citado por DIAZ, 2014).




-30-

Cuadro 7. Contenido maximo admisible de Pb y Cd en almendras de cacao.

Metal pesado UE Codex alimentarius
Almendra de cacao (ppm) Almendrade cacao (ppm)

Plomo 2.00 2.00

Cadmio 0.50 -

Fuente: Mas y Ascue (1993); citado por GARCIA y DORRONSORO (2002).

2.3.7. Determinacion de metales pesados en alimentos

“Para determinar la presencia de cadmio en cualquier tipo de
muestra, la etapa mas importante es la preparacion de la muestra, para ello se
utilizan diversas técnicas con el fin de extraer el elemento de interés, para ello
se deben seguir algunas técnicas que se encuentran normalizadas por
organizaciones internacionales como la EPA, ISO, AOAC, u otra técnica que se
encuentre validada. Luego del tratamiento de las muestras, se realiza la
deteccion segun las técnicas analiticas recomendadas por las mismas

organizaciones internacionales” (BARRUETA, 2013).

“Existen diversas metodologias para la determinacion de metales
pesados, en su mayoria basadas en técnicas electroquimicas, Yy
espectrométricas. Dentro de las técnicas espectrométricas las mas conocidas y
utiizadas son: espectrometria de absorcidn atdmica con llama (FAAS),
espectrometria de absorcion atdmica con horno de grafito (GFAAS),
espectrometria de absorcion atdbmica con generacién de hidruros (HG - AAS),
espectrometria de absorcion atébmica con vapor frio (CVAAS), Espectrometria de
emision atdmica con llama (F- AES), espectrometria de emision atébmica con
plasma de acoplamiento inductivo (ICP-AES), espectrometria de masas con
plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS), espectroscopia de emision éptica
de plasma acoplado inductivamente (ICP-OES)” (BARRUETA, 2013).

2.3.8. Estrategias para disminuir el contenido de cadmio en cacao
a. Escurrido del mucilago
“El mucilago es una sustancia viscosa, generalmente hialina,
qgue contiene el cacao. Es un producto organico de origen vegetal, de peso
molecular elevado, superior a 200.000 g/gmol, cuya estructura molecular

completa es desconocida. Estan conformados por polisacaridos celuldsicos que
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contienen el mismo numero de azlcares que las gomas y pectinas. Los
mucilagos se suelen confundir con las gomas y pectinas, diferenciandose de
estas so6lo en las propiedades fisicas. Mientras que las gomas y pectinas se
hinchan en el agua para dar dispersiones coloidales gruesas y las pectinas se
gelifican; los mucilagos producen coloides muy poco viscosos, que presentan
actividad optica y pueden ser hidrolizados y fermentados. Se forma en el interior
de las plantas durante su crecimiento. Las semillas de cacao estan rodeadas por
una pulpa aromatica la cual procede de sus tegumentos. La pulpa mucilaginosa
esta compuesta por células esponjosas parenguimatosas, que contienen células
de savia ricas en azucares (10-13%), pentosas (2-3%), acido citrico (1-2%), y
sales (8-10%). Durante el proceso de cosecha de las semillas de cacao (el
producto de exportacién), la pulpa es removida por fermentacion e hidrolizada
por microorganismos” (MARQUEZ y SALAZAR, 2015).

Estudios realizados en Ecuador demuestran que estrategias
sencillas tales como lavar la pulpa de los granos antes del proceso de
fermentacion, pueden eliminar cantidades importantes de contaminantes sin
afectar la calidad del grano fermentado; también se ha podido identificar que el
contenido de cadmio en los diversos érganos de la planta del cacao es variable
(IPNI, 2015).

b. Uso de microorganismos

“‘Los hongos filamentosos y levaduras, han sido reportados
como materiales biosorbentes eficientes de diversos elementos metdlicos. La
acumulacion de metales en estos microorganismos se da como resultado, tanto
del transporte activo, para propositos metabdlicos, asi como del transporte
pasivo y retencion de especies quimicas por los constituyentes de la pared
celular. Un numeroso grupo de trabajos se han enfocado en encontrar la
interaccién entre los hongos y los metales. La atencion se ha enfocado,
principalmente, al uso de Saccharomyces cerevisiae como material biosorbente”
(CHAVEZ et al., 1993).
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Figura 2. Absorcion de metales pesados por levaduras (CHAVEZ et al., 1993)

“Los microorganismos tienen la propiedad de absorber metales
pesados (Cd, Pb y Zn) en sus paredes celulares gracias a compuestos organicos
llamados péptidoglucanos especificos para Saccharomyces cerevisiae. La cepa
de Saccharomyces cerevisiae es una de las cepas nativas que intervine en la
fermentacion del cacao, al aumentar su poblacion en dicho proceso se podria
mejorar la absorcién de cadmio y mejorar la calidad del cacao (inocuidad). La
capacidad de biosorcién de estos microrganismos se debe a la potencial
cantidad de compuestos organicos capaces de secuestrar y/o intercambiar iones
metdalicos, entre los cuales destacan, polialginatos, péptidoglucanos,
polisacaridos, glicoproteinas, flavonoides, etc., en los cuales los centros
atrayentes de cationes son los grupos funcionales amino, hidroxilo, carboxilato,
fosfato y sulfhidrilos, conocidos por su potencial ntcleofilo” (CHAVEZ et al.,
1993). “Los metales se adsorben a las levaduras principalmente por
interacciones electrostaticas, aunque pueden llegar a presentarse ” interacciones
hidrofébicas como las fuerzas de van del Waals. Sin embargo, y de manera

general, los valores de hidrofobicidad altos, se relacionan con una menor
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eficiencia de remocién de cationes como el Cd” (Holle., 2012). “En algunos
ocasiones, la adsorcién sobre la superficie celular externa es un sistema de
defensa de la biomasa contra los metales pesados téxicos, donde los
microorganismos producen una capa polimérica externa que permite la
penetracion del metal a través de la pared celular, también es conocido como
mecanismo de bio — absorcion en el cual los iones son removidos de la solucion
a través del proceso de precipitacion, causado por los compuestos producidos
por el sistema de defensa de las células” (DIMAS, 2011).



[I. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales
3.1.1. CAMPO experimental
a. Ubicacion

La presente investigacion se desarrolld6 en los meses de
octubre, noviembre y diciembre del afio 2018, en el centro de beneficio de la
Cooperativa Agroindustrial Cacao Alto Huallaga (CAICAH), ubicado en el distrito
de Castillo Grande, provincia de Leoncio Prado, region Huanuco; segun la
clasificacion del cientifico norteamericano Holdridge, esta zona corresponde a
un clima de Bosque Muy Hamedo Tropical (bmh - T), temperatura media 26 °C,
humedad relativa 84%, coordenadas geogréficas: mE 0389535 y mN 8974399

con una altitud de 654 msnm.

b. Caracteristicas de la parcela

La parcela de donde se extrajeron los granos de cacao se llama
“El Mirador”, perteneciente a la sefiora Cecilia Huancho Hualinga, ubicada en el
caserio de Venenillo, distrito de José Crespo y Castillo, provincia de Leoncio
Prado, region Huanuco; es una parcela de 8 ha, posee el cultivar CCN-51 de 12
afos de edad, libre de sombra, actualmente dicha parcela cuenta con
certificacion organica, con una produccion estimada de 1000 kg/ha/afio de grano
seco. La unidad fisiografica donde estd instalada la plantacion de cacao
corresponde a una terraza media, cuyo contenido inicial de cadmio disponible en
el suelo y cadmio total del grano de cacao fue de 0.18 y 1.80 ppm (Anexo, Figuras
38 y 24); el contenido de cadmio en el grano esta muy por encima de los niveles
maximos permitidos que es de 0. 50 ppm (Méas y Azcue, 1993; citado por
GARCIA y DORRONSORO, 2002).

c. Datos meteorolégicos
En el Cuadro 8, se presentan los datos meteorolégicos,
obtenidos de la Estacion Experimental Meteoroldgica “José Abelardo Quifiones”
de Tingo Maria, correspondiente al afio 2018; cuyos valores promedios son:

temperatura media 25.41 °C, la precipitacion promedio fue 297.94 mm/mes, la
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humedad relativa promedio fue de 84.08% y finalmente las horas sol promedio

fue de 145.59, en el mes de agosto fue mayor.

Cuadro 8. Datos meteorologicos registrados durante la ejecucion del

experimento — afio 2018.

M Temperatura (°C) Precipitacion HR Insolacién
eses Max. Med. Min. (mm) (%) (Horas sol)
Enero 30.10 25.40 20.60 404.40 86.00 131.30
Febrero 29.80 25.60 21.30 305.90 85.00 101.00
Marzo 29.90 25.30 20.80 485.00 85.00 116.90
Abril 29.90 25.40 20.60 224.80 86.00 140.20
Mayo 30.60 25.60 20.70 181.20 84.00 177.20
Junio 29.40 24.60 19.70 182.60 85.00 160.00
Julio 30.40 24.90 19.50 62.40 83.00 175.40
Agosto 30.70 25.10 19.00 214.60 82.00 196.30
Setiembre 32.30 26.10 20.00 80.40 79.00 195.40
Octubre 30.50 25.70 21.00 485.50 83.00 124.20
Noviembre 29.60 25.40 21.30 494.10 86.00 107.00
Diciembre 30.30 25.80 21.40 454.40 85.00 122.20
Total 363.50 304.90 245.90 3575.30 1009.00 1747.10
Promedio  30.29 2541 20.49 297.94 84.08 145.59

Fuente: Universidad Nacional Agraria de la Selva, Estacibn Meteoroldgica: José
Abelardo Quifionez — 2018.

3.1.2. Analisis fisico-quimico del suelo

Antes de iniciar el presente estudio de investigacion, se saco una
muestra representativa de suelo de la parcela de cacao de donde se obtuvo los
granos de cacao; la misma que se llevo al laboratorio de analisis de suelos de la
Universidad Nacional Agraria de la Selva (UNAS, Tingo Maria) para su analisis
de caracterizacion completa (clase textural, pH, materia organica, nitrdgeno,
fésforo, potasio, calcio, magnesio, sodio, hidrogeno, aluminio, capacidad de
intercambio catidnico, bases cambiables, acidez cambiable y saturacién de

aluminio) y contenido de cadmio disponible.

En el Cuadro 9, se presenta los resultados del analisis fisico-
quimico del suelo. Se observa una clase textural franco limoso, considerados

como suelos ideales ya que contienen una mezcla equilibrada de arena, limo y
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arcilla, lo que favorece la permeabilidad del agua y retencion de nutrientes
(RUCKS et al., 2005). Ademas, se observa un pH de 7.15 se denomina suelo
neutro (PIEDRAHITA, 2009; SADEGHIAN, 2016). El contenido de M.O fue 1.48
% ANDRADE y MARTINEZ (2014), manifiestan, un suelo de textura franco el
porcentaje de M.O. debe ser mayor a 2.5% para ser considerado alto. Tomando en
cuenta la referencia el contenido de suelo usado en el experimento es bajo en

porcentaje de M.O.

Cuadro 9. Andlisis fisico — quimico del suelo (parcela).

Parametro Valor Método empleado
Analisis fisico:

Arena (%) 16.00 Hidrémetro
Arcilla (%) 19.00 Hidrémetro
Limo (%) 65.00 Hidrometro
Clase textural Franco limoso Triangulo textural
Anélisis quimico:

pH (1:1) en agua 7.15 Potenciometro
M. O. (%) 1.48 Walkey y Black
N - Total (%) 0.07 % M.O. x 0.05
Fosforo disponible (ppm) 10.00 Olsen Modificado
Potasio disponible (ppm) 71.00 Acetato de amonio
Pb disponible (ppm) - -

Cd disponible (ppm) 0.18 EDTA - EAA
Ca cambiable (cmol(+)/kg) 9.66 EAA

Mg cambiable (cmol(+)/kg) 1.41 EAA

K cambiable (cmol(+)/kg) 0.06 EAA

Na cambiable (cmol(+)/kg) 0.94 EAA

Al cambiable (cmol(+)/kg) Yuan

H cambiable (cmol(+)/kg) Yuan

CiC 12.07 EAA

Bas. Camb. (%) 100.00 Ca + Mg +K+ Na/CIC x 100
Ac. Cam. (%) 0.00 CIC - Bas. Camb.
Sat. Al (%) 0.00

Fuente: Laboratorio de suelos de la Universidad Nacional Agraria de la Selva — UNAS.

Respecto al contenido de fésforo y potasio disponible el contenido
es de 10 y 71 ppm, contenido denominados bajos seguin GUERRERO (2012) y
PELLEGRINI (2017), ya que hacen referencia que el contenido de fdésforo
adecuado es mayor a 15 y potasio mayor a 120 ppm. El contenido de Ca y Mg
se de 9.66 y 1.41 cmol (+)/kg, valor alto para Ca y bajo para Mg, Segun
SADEGHIAN (2012) refiere que el contenido de Ca es mayor a 6 cmol (+)/kg, se
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considera alto y para Mg mayor a 2.5 cmol (+)/kg. El contenido de Cd disponible
es de 0.18 ppm, nivel bajo. “Segun la Guia de Proteccion Ambiental de la
Comunidad Europea, Cd disponible es 0.80 ppm” (SUBERO, 2013).

3.2. Métodos
3.2.1. Componentes en estudio
a. Cacao CCN-51
Se us6 granos frescos de cacao, escurridos y sin escurrir que
hayan alcanzado la madurez fisiolégica éptima, de una plantacién adulta de 12

afos de edad.

b. Levadura
La levadura a utilizada en el presente trabajo de investigacion
corresponde a la cepa Saccharomyces cerevisiae, la cual tiene alta afinidad por

los metales pesados la misma que fue obtenida en el mercado de Tingo Maria.
3.2.2. Tratamientos en estudio
En el Cuadro 10, se presenta la descripcion de los tratamientos en

estudio.

Cuadro 10. Descripcion de los tratamientos en estudio.

Tratamientos Descripcién
To Grano fermentado sin escurrir
T1 Grano fermentado escurrido por 36 horas
T, Grano fermentado sin escurrir + Saccharomyces

cerevisiae al 1% p/p
T3 Grano sin fermentar (testigo)

3.2.3. Disefno experimental
En el presente trabajo de investigacion se empled el disefio
completamente al azar (DCA) con 4 tratamientos, incluido el testigo y 3
repeticiones, asimismo; las caracteristicas evaluadas fueron sometidas al

andlisis de variancia y para la comparacion de promedios se utilizo la prueba de
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Tukey con un nivel de significacion de a=0.05, utilizando el programa estadistico
Minitab 17.

a. Modelo estadistico
El modelo estadistico utilizado en la presente investigacion es

el siguiente:

Yi=p +Ti +Ej

Donde:

Yij = Es el j-ésimo elemento perteneciente al i-€simo tratamiento
M = Efecto de la media general

Ti = Efecto del i-ésimo tratamiento

Eij = Error experimental asociado al j-ésimo elemento del i-ésimo tratamiento

Para:
i =0,1, 2, 3, tratamientos
i =1, 2,3, repeticiones

b. Analisis de variancia (ANVA)
En el Cuadro 11, se presenta el esquema del andlisis de

variancia.

Cuadro 11. Esquema del analisis de variancia (ANVA).

Fuente de variabilidad Formula Grados de libertad
Tratamientos t-1 3
Error experimental ®) (r-1) 8
Total tr-1 11

3.2.4. Ejecucidn el experimento
a. Seleccion de la parcela de cacao clon CCN-51
Antes de iniciar el estudio, se realiz6 el muestreo y
cuantificacion de cadmio total de varias parcelas de cacao; con la finalidad de

identificar aquella parcela que tenga un contenido de cadmio mayor a 1.50 ppm.



-39-

La parcela de cacao seleccionada tuvo un contenido de cadmio total de 1.80

ppm, excluyendo la cascarilla.

b. Recoleccion de los granos de cacao

Se cosecharon las mazorcas fisiologicamente maduras de la
parcela de cacao seleccionada (1.80 ppm de Cd). El quiebre de las mazorcas se
realizo utilizando un machete sin filo; depositando los granos de cacao en baldes
plasticos, evitando en todo momento el escurrido del mucilago; en horas de la
tarde al promediar las 4:00 pm los granos fueron trasladados en timbos de 200
L; al centro de acopio de la Cooperativa Agroindustrial Cacao Alto Huallaga. El
transporte de los granos se realizé el mismo dia de la cosecha, utilizando para

ello unidades motorizadas.

c. Implementacion de los tratamientos - fermentacion

La implementacion de los tratamientos, se realiz6 siguiendo la
siguiente metodologia:

e Tratamiento To (grano fermentado sin escurrir). El grano
fresco de cacao, llegado de campo se puso a fermentar en los cajones de
madera; la masa de cacao fue cubierta con costales de yute, al igual que todos
los tratamientos. La primera remocion de los granos se hizo a las 48 horas y el
volteo cada 24 horas. Se fermentd 6 dias en total. Se utilizé 60 kg de grano fresco
por cada repeticion. Este método de fermento es el que utiliza la CAICAH, para
fermentar sus volumenes de cacao.

e Tratamiento T1 (grano fermentado escurrido por 36 horas).
Para esta labor se utilizd una malla simple de 0.50 cm de didmetro; suspendiendo
la malla con los granos frescos de un larguero de madera por 36 horas, para
garantizar el escurrido del grano. Después de ello recién se coloco la masa de
cacao a fermentar en los cajones de madera, la primera remocion se realizé a
las 48 horas y luego cada 24 horas. Se fermentd por un espacio de 6 dias. Se
utilizé 60 kg de grano fresco por cada repeticion.

e Tratamiento T2 (grano fermentado sin escurrir +
Saccharomyces cerevisiae al 1% p/p). Al grano fresco llegado de campo, se
aplico las cepas de Saccharomyces cerevisiae; para ello se pes6 60 g de
levadura, activdndolas por un periodo de 20 minutos en 120 g de azucar diluida
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en 420 ml de agua a una temperatura de 37 °C; una vez aplicadas las cepas de
levaduras; se cubrié la masa fresca con sacos de yute, iniciando su proceso de
fermento. El primer volteo de la masa se realiz6 a las 48 horas y luego cada 24
horas. El tiempo de fermentacién de los granos de cacao, fue por un tiempo de
5 dias. Se utilizé 60 kg de grano fresco por cada repeticion.

e Tratamiento T3 (grano sin fermentar — testigo). Los granos
frescos de cacao llegados de campo, fueron puestos a secar mediante radiacion

solar directa. Se usb tres (3) kg de grano fresco por cada repeticion (3).

Durante el experimento se realiz6 el registro de la temperatura

de cada tratamiento en forma diaria.

d. Secado de los granos de cacao
Utilizando costales de polipropileno de primer uso, las muestras
de cacao fueron secadas a través de la radiacion solar directa, hasta una
humedad aproximada del 7%. Las muestras de grano al momento del secado
fueron correctamente identificadas por tratamiento, utilizando plumon indeleble
y cinta masking. Una vez secas las muestras de cacao de cada tratamiento,
fueron codificadas y enviadas al laboratorio para sus respectivos analisis de

cadmio y polifenoles.

3.2.5. Variables a evaluar

a. Contenido de macro y microelementos del grano de cacao

El nitrdgeno total fue determinado por el método de Dumas y el

fésforo total por el método colorimétrico. Los contenidos totales de potasio,
calcio, magnesio, cobre, zinc y hierro fueron analizados mediante espectrometria
de absorcion atémica por llama (FAAS). El contenido de cadmio total de los
granos de cacao, se cuantificd por espectrofotometria de absorcién atomica
(FAAS), mediante el método oficial de la AOAC 999.11. Los andlisis se realizaron
en el laboratorio de Quimica Agricola “Valle Grande”, Cafete, Lima. El método
utilizado para la cuantificacion del cadmio total del grano excluye la testa o

cascarilla.
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b. Determinacién de polifenoles totales

Se realizé mediante el método colorimetro de Folin-Ciocalteu
reportado por SULTANA et al. (2009), con algunas modificaciones: 100 yL de
muestra seca de cacao (7% de humedad) fueron mezclados con 500 yL de
solucion Folin-Ciocalteu 2N (Merck) (1:10 v/v) con H20, luego de 8 minutos de
reaccion se mezcld con 400 pL de Na2COs(Sigma Aldrich) al 7.5% y se almaceno
por 2 horas a temperatura ambiente bajo oscuridad. La Absorbancia se registré
a 740 nm (Espectrofotometro UV/VIS Genesys 10, USA). La medida se comparé
con una curva de calibracién de acido galico R? = 0.9998 en concentraciones de
10, 25, 50, 75 y 100 ug/mL. Los resultados fueron expresados en gramos

equivalentes de acido galico (EAG) por 100 g de muestra (g EAG/100 g).

c. Determinacién de las caracteristicas fisicas del grano
Las caracteristicas fisicas del grano fueron determinadas
mediante la prueba de corte, utilizando para ello una guillotina metélica; se
evalué el porcentaje de granos pizarrosos, violetas, mohosos y fermentados a

nivel de grano seco.

Las caracteristicas fisicas del grano fueron determinadas por
las siguientes normas técnicas: NTP — ISO 1114/2006 — Granos de cacao —
Prueba de corte y la NTP — ISO 2291/2006 — Granos de cacao — Determinacion

del contenido de humedad.

d. Correlacion de Pearson
La correlacion de Pearson se realizo utilizando el programa

estadistico Minitab 17.



V. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Contenido de macro y microelementos de los granos de cacao clon
CCN-51

4.1.1. Contenido de macro y microelementos totales en el cotiledon

de los granos de cacao clon CCN-51
Los analisis de variancia (Cuadro 12), para nitrogeno (N), fésforo
(P), potasio (K), calcio (Ca) y magnesio (Mg) total en el cotiledén de los granos
de cacao. Se observa que existen diferencias estadisticas significativas para
nitrogeno (N) y altamente significativas para fésforo, potasio y magnesio (P, Ky
Mg) entre los tratamientos en estudio; lo cual indica que al menos uno o mas
tratamientos presentan un comportamiento estadistico diferente; sin embargo,
para el elemento calcio (Ca) no se observan diferencias estadisticas
significativas, es decir todos los tratamientos tienen el mismo efecto estadistico.
Los coeficientes de variacién (C.V.) para el contenido de los macroelementos es
3.91% (nitrdgeno), 6.79% (fosforo), 4.59% (potasio), 11.56% (calcio) y 4.71%
(magnesio) respectivamente; segln (Pimentel, 1985; citado por GORDON vy
CAMARGO, 2015) manifiestan que para ensayos de naturales a agricola los
coeficientes de variacion (C.V.) se consideran bajos cuando son inferiores a
10%, medios de 10 a 20%, altos cuando van de 20 a 30% y muy altos cuando
son mayores al 30%. Tomando la referencia podemos manifestar que el
coeficiente de variacion (C.V.) para N, P, K y Mg muestran menor variacion que

para Ca.

Al existir diferencias estadisticas significativas en el analisis de
variancia (ANVA), hace necesario realizar la prueba de comparacion medias de
Tukey, la cual confirma la existencia de diferencias estadisticas (a = 0.05) para
el contenido de macroelementos (nitrégeno, fésforo, potasio, magnesio y calcio)
en el cotiledén del grano de cacao clon CCN-51, tal como se muestra en el
Cuadro 13.
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Cuadro 12. Cuadrados medios del andlisis de variancia (a = 0.05) para el contenido de macroelementos (nitrégeno, fésforo,

potasio, calcio y magnesio) totales analizados en el cotileddn de los granos de cacao.

N-Total P-Total K-Total Ca-Total Mg-Total
Fuente de
L GL
variacion
CM CM CM CM CM
Tratamientos 3 0.0500000 S 0.0150000 AS 0.0220000 AS 0.0000080 NS 0.0075000 AS
Error experimental 8 0.0050000 0.0010000 0.0010000 0.0001080 0.0001000
Total 11
C.V. (%) 3.91 6.79 4.59 11.56 4.71
Leyenda:
S = Significativo
AS = Altamente significativo

NS = No significativo
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Cuadro 13. Prueba de Tukey (a = 0.05) para macroelementos (nitrégeno, fosforo, potasio, calcio y magnesio) totales

analizados en el cotiledén de los granos de cacao.

N-Total P-Total K-Total Ca-Total Mg-Total
Clave Clave Clave Clave — Clave
% Sig. % Sig. % Sig. % Sig. % Sig.
T3 209 a T3 0.48 a T3 0.85 a T2 0.09 a T3 0.34 a
T2 201 a b T1 0.36 b T1 0.73 b To 0.09 a T2 0.24 b
T1 1.83 b T2 0.34 b To 0.67 b Ta 0.09 a T1 0.24 b
To 1.83 b To 0.33 b T2 0.67 b T1 0.08 a To 0.23 b

Tratamientos unidos por la misma letra en columna no existe significacion estadistica.

Leyenda:

To = Grano fermentado sin escurrir T1 = Grano fermentado escurrido por 36 horas
T, = Grano fermentado sin escurrir + Saccharomyces cerevisiae al 1% p/p T3 = Grano sin fermentar
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En el Cuadro 13, se observa que el tratamiento T3 (Grano sin
fermentar) presenta los mayores contenidos medios de macroelementos tanto
en N, P, Ky Mg, con valores de 2.09%, 0.48%, 0.85% y 0.34% respectivamente;
ademas se muestra estadisticamente diferente a los demas tratamientos. Al no
existir fermentacion en el grano no se liberan exudados del cotiledén y por lo
tanto no existe arrastre de minerales al medio exterior. El tratamiento T2 (Grano
fermentado sin escurrir + Saccharomyces cerevisiae al 1% p/p) presenta el
mayor contenido de Ca, sin ser estadisticamente diferente a los demas
tratamientos. Asimismo se muestra que el tratamiento To (Grano fermentado sin
escurrir) muestra los menores contenidos de N, P y Mg con valores de 1.83%,
0.33% y 0.23%; el tratamiento T2 (Grano fermentado sin escurrir +
Saccharomyces cerevisiae al 1% p/p) registra 0.67% de K y finalmente el
tratamiento T1 (Grano fermentado escurrido por 36 horas) alcanza 0.08% de Ca,

estos dos ultimos valores son los mas bajos.

2.50 H ) )
Gf-SnE = Grano fermentado sin Escurrir
Gf-E36h = Grano fermentado Escurrido por 36 h
- Gf-SnE+SchaC1% = Grano fermentado sin Escurrir +
0\0 2.00 - ] Saccharomyces cerevisiae 1 % p/p
~ GsnF = Grano sin Fermentar
%]
S
c 1.50 A
()
5 BGf-SnE
e 1.00 H~ BGf-E36h
o O Gf-SnE+SchC1%
o] BGsnF
= 0.50 -
(ANN i "l R
0.00 Nitrégeno Fésforo Potasio Calcio Magnesio
BGf-SnE 1.83 0.33 0.67 0.09 0.23
BGf-E36h 1.83 0.36 0.73 0.08 0.24
OGf-SnE+SchC1% 2.01 0.34 0.67 0.09 0.24
BGsnF 2.09 0.48 0.85 0.09 0.34

Tratamientos

Figura 3. Contenido de macroelementos en funcion a los tratamientos en
estudio.

En la Figura 3, mostramos el contenido de macroelementos de

cada tratamiento, observandose que en el grano de cacao existe mayor
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contenido de N seguido de Ky P, los menores contenidos estan representados
por Mg y Ca respectivamente. “El nitrégeno esta determinando en incremento de
peso de almendras porque es componente de las proteinas y aminoacidos que
tiene el fruto asi mismo el contenido de potasio se explica estos resultados
porque la funcién del potasio en la planta es transportar otros iones de elementos
minerales a las células y absorcion de iones de la solucién suelo que son
acumulados en la semilla del cacao, ademas ayuda la formacién de hidratos de
carbono y proteinas segin” (AZCON-BIETO y TALAN, 2008; HUACHOS, 2015).

Los analisis de variancia (Cuadro 14), para cobre (Cu), zinc (Zn),
hierro (Fe) y cadmio (Cd) en el cotiledon de los granos de cacao. Para el caso
del Cu, Zn y Fe no se observan diferencias estadisticas significativas, todos los
tratamientos en estudio son iguales. Sin embargo, se observa alta significacion
estadistica para el contenido de Cd es decir que al menos uno o mas de los
tratamientos presentan un comportamiento estadistico diferente. Los valores de
los coeficientes de variacion (C.V.) para el contenido de cada micronutriente son
los siguientes: 12.66% (Cu), 6.71% (Zn), 4.31% (Fe) y 17.97 % (Cd); para el caso
del Cu y Cd los coeficientes de variacion estan en el intervalo del 10% al 20%,
considerados como medios; con respecto al Cu y Zn los coeficientes de variacion
son inferiores al 10% considerados coma bajos (Pimentel, 1985; citado por
GORDON y CAMARGO, 2015).

En el Cuadro 15, se percibe que el tratamiento Tz (Grano sin
fermentar) presenta los mayores contenidos medios de Cu, Zn, Fe y Cd con
valores de 21.76 ppm, 48.75 ppm, 16.95 ppm y 1.21 ppm, se observa que para
el caso del Cu, Zn y Fe confirman los resultados del ANVA ya que todos los
tratamientos son estadisticamente iguales; a diferencia del Cd el tratamiento T3
(Grano sin fermentar) tiene un comportamiento estadistico diferente a los demas
tratamientos. EI menor valor esta representado por el tratamiento To (Grano
fermentado sin escurrir), para Cu, Zn, Fe y para Cd el menor valor se muestra
en el tratamiento T2 (Grano fermentado sin escurrir + Saccharomyces cerevisiae

al 1% p/p) con 0.54 ppm.
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Cuadro 14. Cuadrados medios del analisis de variancia (a = 0.05) para el contenido de microelementos (cobre, zinc, hierro y

cadmio) totales analizados en el cotiledén de los granos de cacao.

Cu-Total Zn-Total Fe-Total Cd-Total
Fuente de variacion GL
CM CM CM CM

Tratamientos 3 8.45 NS 20.83 NS 0.83 NS 0.26 AS
Error experimental 8 6.25 9.50 0.49 0.02
Total 11
C.V. (%) 12.66 6.71 4.31 17.97
Leyenda:

S = Significativo

AS = Altamente significativo

NS = No significativo
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Cuadro 15. Prueba de Tukey (a = 0.05) para microelementos (cobre, zinc, hierro y cadmio) totales analizados en el cotiledén

de los granos de cacao.

Cu-Total Zn-Total Fe-Total Cd-Total
Clave Clave Clave Clave
ppm Sig. ppm Sig. ppm Sig. ppm Sig.
Ts 21.76 a Ts 48.75 a T3 16.95 a T3 1.21 a
T1 20.43 a T2 47.58 a T2 16.21 a T1 0.74 b
T2 19.00 a T1 43.87 a T1 15.89 a To 0.66 b
To 17.91 a To 43.50 a To 15.79 a T2 0.54 b

Tratamientos unidos por la misma letra en columna no existe significacion estadistica.

Leyenda:

To = Grano fermentado sin escurrir T, = Grano fermentado escurrido por 36 horas
T, = Grano fermentado sin escurrir + Saccharomyces cerevisiae al 1% p/p Tz = Grano sin fermentar
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60.00 -
Gf-SnE = Grano fermentado sin Escurrir
— 50.00 - Gf-E36h = Grano fermentado Escurrido por 36 h
€ ' — Gf-SnE+SchaC1% = Grano fermentado sin
% Escurrir + Saccharomyces cerevisiae 1 % p/p
= GsnF = Grano sin Fermentar
5 40.00 -
o
c
) 30.00 -
S
o BEGf-SnE
g 20.00 § BGf-E36h
o B Gf-SnE+SchC1%
= 10.00 ~ mGsnF
- I — W W s E
0.00 Cobre Zinc Hierro Cadmio
B Gf-SnE 17.91 43.50 15.79 0.66
B Gf-E36h 20.43 43.87 15.89 0.74
OGf-SnE+SchC1% 19.00 47.58 16.21 0.54
BGsnF 21.76 48.75 16.95 1.21

Tratamientos

Figura4. Contenido de microelementos en cotiledon de granos de cacao

respecto a los tratamientos en estudio.

En la Figura 4, se observa que el cotiledon de granos de cacao,
presentan mayor contenido de zinc, seguido de cobre y hierro, y el menor

contenido pertenece al cadmio.

Los contenidos de macro y microelementos del cotiledon de los
granos de cacao lo analizaremos en forma conjunta; los resultados obtenidos en
la presente investigacion son similares a los reportados por varios autores; por
ejemplo: TANTALEAN (2017) realizé la caracterizacion nutricional de almendras
de cacao procedentes de un suelo aluvial en el Valle del Alto Huallaga, cuyos
contendidos promedios fueron: N (2.26%), P (0.36%), K (0.76%), Ca (1.19%),
Mg (0.66%), Cu (8.05 ppm), Zn (40.79 ppm), Fe (13.27 ppm) y Cd (0.84 ppm).
ROJAS (2014) analizé almendras de cacao fermentadas y secas; procedentes
de la region Junin (Peru), obteniendo los siguientes valores: fosforo (384 mg/100
g), potasio (689 mg/100 g), calcio (68 mg/100 g), magnesio (242 mg/100 g) y
hierro (2.90 mg/ 100 g). (FAO, 2011; citado por ARVELO et al., 2017) determind
la composicion quimica de granos de cacao fermentados y secos a nivel del

cotiledén, cuyo contenido de nitrégeno total fue de 2.50%. En general, el
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tratamiento T3 (grano sin fermentar — testigo), contiene los mas altos contenidos
de macro y microelementos con respecto a los demas tratamientos, este
tratamiento alcanz6 el mas bajo porcentaje de fermentacion (68%); lo cual
estaria influenciando en el contenido de los nutrientes; es decir a menor
porcentaje de fermentacion mayor contenido de nutrientes en el cotiledén del
grano de cacao; al parecer cuando existen bajos porcentajes de fermentacidén no
se estarian degradando los compuestos organicos presentes en el cotiledén del
grano de cacao por lo tanto no habria liberacion de sustancias al medio externo
del grano. El tratamiento To (Grano fermentado sin escurrir), alcanz6 los més
bajos contenidos de macro y microelementos (Cu, Zn y Fe) debido a que obtuvo
uno de los mas altos valores de fermentacion (83.33%), este proceso implica la
degradacion de compuestos organicos Yy el transporte de los mismos desde el
cotiledon del grano hacia la cascarilla o al medio externo. “Durante la
fermentacion ocurre la eliminacion significativa de compuestos solubles, que son
reducidos aproximadamente al 10 — 20%. Dicha pérdida ocurre a través de la
evacuacion de liquidos drenados producto de la fermentacion o por la accion de
la enzima polifenol oxidasa” (Weisburguer, 2001; citado por CADENA, 2008).
‘Recordemos que durante la etapa de fermentacion la humedad del grano
permanece por encima del 35%, permitiendo la actividad enzimatica” (Thompson
et al., 2001; citado por PANCARDO, 2016). El tratamiento T2 (Grano fermentado
sin escurrir + Saccharomyces cerevisiae al 1% p/p) obtuvo el mas bajo contenido
de cadmio (0.54 ppm), esto quizds esta ligado a la actividad biolégica de las
levaduras las cuales tienen la propiedad de absorber metales pesados (Cd, Pb
y Zn) en sus paredes celulares gracias a compuestos organicos llamados
péptidoglucanos especificos para Saccharomyces cerevisiae. La cepa de
Saccharomyces cerevisiae es una de las cepas nativas que intervine en la
fermentacion del cacao, al aumentar su poblacién en dicho proceso se podria
mejorar la absorcién de cadmio y mejorar la calidad del cacao (inocuidad). “La
capacidad de biosorcidbn de estos microrganismos se debe a la potencial
cantidad de compuestos organicos capaces de secuestrar y/o intercambiar iones
metalicos, entre los cuales destacan polisacéridos, glicoproteinas, flavonoides,

etc., en los cuales los centros atrayentes de cationes son los grupos funcionales
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amino, hidroxilo, carboxilato, fosfato y sulfhidrilos” (CHAVEZ et al., 1993). LANZA
et al. (2016) al analizar el contenido de cadmio de los cotiledones de un cacao
hibrido de Venezuela; fermentado y sin fermento encontraron diferencias, cuyos
valores fueron: cacao fermentado (1.74 ppm) y cacao sin fermento (2.09 ppm).
Durante el fermento podria estar trasladandose metales desde el cotiledén a la
cascarilla del grano por flujo de masas. La composicién quimica (contenido de
macro y micronutrientes) del grano de cacao puede variar dependiendo del tipo
de grano, la fermentacion, el secado y el posterior procesamiento (ARVELO et
al., 2017).

4.1.2. Contenido de macro y microelementos totales en la cascarilla
de los granos de cacao
Los analisis de variancia (Cuadro 16), para nitrégeno (N), fésforo
(P), potasio (K), calcio (Ca) y magnesio (Mg) en la cascarilla. Se observa que
existen diferencias estadisticas significativas (Ca) y altamente significativas (N,
P, Ky Mg) entre los tratamientos en estudio; lo cual indica que al menos uno o
mas tratamientos presentan un comportamiento estadistico diferente. Los
coeficientes de variacion (C.V.) para el contenido de cada macronutriente son
los siguientes: 6.07% (N), 9.34% (P), 12.32% (K), 9.76% (Ca) y 5.37% (Mq)
respectivamente; para el caso del N, P, Ca y Mg los coeficientes de variacion
son inferiores al 10% considerados como bajos; para el caso del K el coeficiente
de variacion se encuentra en el intervalo del 10% al 20% considerado como
medio; en general los coeficientes de variacion indican una buena precision en
toma de datos (Pimentel, 1985; citado por GORDON y CAMARGO, 2015).

En el Cuadro 17, se muestra la prueba de Tukey para el contenido
de macroelementos de la cascarilla de los granos de cacao; notandose que el
tratamiento T2 (Grano fermentado sin escurrir + Saccharomyces cerevisiae al 1%
p/p) ostenta los mayores contenidos medios de N y K, el tratamiento To (Grano
fermentado sin escurrir) presenta el mayor contenido de P, el tratamiento T3

(Grano sin fermentar) exhibe el mayor contenido de Ca.
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Cuadro 16. Cuadrados medios del analisis de variancia (a = 0.05) para el contenido de macroelementos (nitrégeno, fosforo,

potasio, calcio y magnesio) totales analizados en la cascarilla de los granos de cacao.

N-Total P-Total K-Total Ca-Total Mg-Total
Fue_nte_ Eje GL
Variacion
CM CM CM CM CM
Tratamientos 3 2.412 AS 0.495 AS 0.876 AS 0.004 S 0.247 AS
Error experimental 8 0.037 0.005 0.073 0.001 0.001
Total 11
C.V. (%) 6.07 9.34 12.32 9.76 5.37
Leyenda:
S = Significativo

AS = Altamente significativo
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Cuadro 17. Prueba de Tukey (a = 0.05) para macroelementos (nitrégeno, fosforo, potasio, calcio y magnesio) totales

analizados en la cascarilla de los granos de cacao.

N-Total P-Total K-Total Ca-Total Mg-Total
Clave Clave Clave Clave Clave
% Sig. % Sig. % Sig. % Sig. % Sig.
T2 3.72 a To 101 a T2 259 a T3 0.30 a T1 0.89 a
To 3.62 a T2 095 a T1 244 a T1 024 a b T2 0.87 a
T1 355 a T1 093 a To 2.38 a T2 0.23 b To 0.86 a
T3 1.84 b Tz 0.15 b T3 1.40 b To 0.23 b T3 0.30 b

Tratamientos unidos por la misma letra en columna no existe significacion estadistica.

Leyenda:

To = Grano fermentado sin escurrir T1 = Grano fermentado escurrido por 36 horas
T2 = Grano fermentado sin escurrir + Saccharomyces cerevisiae al 1% p/p T3 = Grano sin fermentar
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4.00 - Gf-SnE = Grano fermentado sin Escurrir
— Gf-E36h = Grano fermentado Escurrido
3.50 A por 36 h
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Nitrégeno Fosforo Potasio Calcio Magnesio
BGf-SnE 3.62 1.01 2.38 0.23 0.86
mGf-E36h 3.55 0.93 2.44 0.24 0.89
B Gf-SnE+SchC1% 3.72 0.95 2.59 0.23 0.87
BGsnF 1.84 0.15 1.40 0.30 0.30

Tratamientos

Figura5. Contenido de macroelementos en cascarilla de granos de cacao

respecto a los tratamientos en estudio.

El tratamiento T: (Grano fermentado escurrido por 36 horas)
alcanzé el mayor contenido de Mg con valores de 3.72, 1.01, 2.56, 0.30 y 0.89%
respectivamente. Ademas, se observa que el menor contenido de N, P, Ky Mg
se observa en el tratamiento Ts (Grano sin fermentar) con valores de 1.84, 0.15,
1.40 y 0.30 ppm; para Ca el menor contenido se muestra en el tratamiento To
(Grano fermentado sin escurrir). En la Figura 5, se observa que los tratamientos
To (Grano fermentado sin escurrir), T1 (Grano fermentado escurrido por 36 horas)
y T2 (Grano fermentado sin escurrir + Saccharomyces cerevisiae al 1% p/p),
presentan los mas altos contenidos de nitrégeno, fosforo, potasio y magnesio,
esto probablemente puede obedecer al mayor porcentaje de fermentacion
alcanzado por estos tratamientos; aqui sucede lo inverso a lo reportado en el
cotiledén. El grano de cacao durante el proceso de fermentacion libera exudados
organicos desde su interior al medio exterior, lo cual podria estar acarreando y
almacenando nutrientes en la cascarilla del grano. “Durante la fermentacion los
liquidos celulares se mueven y atraviesan las paredes celulares y se distribuyen
sobre todo el grano de cacao. Para el tercer dia, la masa de granos se habra

calentado uniformemente a 45 °C y se mantendr& entre esta temperatura y 50
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°C hasta que la fermentacion se haya completado” (PALLARES et al., 2016). El
tratamiento T3 (Grano sin fermentar - testigo), presenta el mayor contenido de
calcio, podria estar relacionado al bajo porcentaje de fermentacion del grano. El
contenido de nitrégeno es mayor respecto a los demas elementos, seguido de
potasio, fosforo, magnesio y finalmente calcio.

Los analisis de variancia (Cuadro 18), para cobre (Cu), zinc (Zn),
hierro (Fe) y cadmio (Cd) en la cascarilla de granos de cacao. Se observa alta
significancia estadistica para cada microelemento, es decir que al menos uno o
mas de los tratamientos son estadisticamente diferentes; para el caso del hierro
(Fe) no existe significacién estadisticamente, es decir los tratamientos tienen un
igual comportamiento. Los coeficientes de variacion (C.V.) para cada
microelemento son los siguientes: 19.88% (Cu), 9.51% (Zn), 25.45% (Fe) y
17.73% (Cd). En general los coeficientes de variacion son menores al 30%, lo
cual indica buena precision en la toma de datos (Pimentel, 1985; citado por
GORDON y CAMARGO, 2015).

En el Cuadro 19, se presenta la prueba de Tukey para el contenido
de microelementos de la cascarilla de los granos de cacao; observandose que el
tratamiento T2 (Grano fermentado sin escurrir + Saccharomyces cerevisiae al 1%
p/p) presenta el mayor contenido de Cu (60.46 ppm), el tratamiento To (Grano
fermentado sin escurrir) presenta los mayores contenidos de Zn (96.86 ppm), el
tratamiento T3 (Grano sin fermentar) presenta los mayores contenidos de Fe
(127.97 ppm), y el tratamiento T1 (Grano fermentado escurrido por 36 horas)
presenta el mayor contenido de Cd (3.65 ppm). El menor contenido de Cu, Zny
Cd se observa en el tratamiento T3 (Grano sin fermentar) alcanzando valores de
23.61 ppm, 51.73 ppm y 1.28 ppm respectivamente; el menor contenido de Fe
se observa en el tratamiento T1 (Grano fermentado escurrido por 36 horas) con
113.5 ppm. Para dilucidar el comportamiento de los tratamientos en estudio con
respecto al contenido de micronutrientes en la cascarilla de los granos de cacao,

presentamos la Figura 6.



-56 -

Cuadro 18. Cuadrados medios del analisis de variancia (a = 0.05) para el contenido de microelementos (cobre, zinc, fierro y

cadmio) totales analizados en la cascarilla de los granos de cacao.

Cu-Total Zn-Total Fe-Total Cd-Total
Fu e_nte_ Eje GL
Variacion
CM CM CM CM

Tratamiento 3 726.9 AS 1355 AS 110.1 NS 3.639 AS
Error experimental 8 80.53 62.77 926.5 0.228
Total 11
C.V. (%) 19.88 9.51 25.45 17.73
Leyenda:

AS = Altamente significativo

NS = No significativo.
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Cuadro 19. Prueba de Tukey (a = 0.05) para microelementos (cobre, zinc, hierro y cadmio) analizado a la cascarilla de granos

de cacao.

Cu-Total Zn-Total Fe-Total Cd-Total
Clave Clave Clave Clave

ppm Sig. ppm  Sig. ppm Sig. ppm Sig.
T2 60.46 a To 96.86 a T3 127.97 a T1 365 a
T1 5041 a T1 9453 a To 118.5 a To 347 a b
To 46.06 a b T2 90.25 a T2 118.3 a T2 2.36 b c
T3 23.61 b T3 51.73 b T1 113.5 a T3 1.28 c

Tratamientos unidos por la misma letra en columna no existe significacion estadistica.

Leyenda:

To = Grano fermentado sin escurrir T1 = Grano fermentado escurrido por 36 horas
T, = Grano fermentado sin escurrir + Saccharomyces cerevisiae al 1% p/p Tz = Grano sin fermentar
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Figura 6.  Contenido de microelementos en cascarilla de los granos de cacao
respecto a los tratamientos en estudio.

En la Figura 6, los tratamientos To (Grano fermentado sin escurrir),
T1(Grano fermentado escurrido por 36 horas) y T2 (Grano fermentado sin escurrir
+ Saccharomyces cerevisiae al 1% p/p), presentan los mayores valores de Cu,
Zn y Cd en la cascarilla, estos elementos posiblemente aumenten su
concentracion producto de su migracion de los cotiledones del grano de cacao,
como consecuencia del proceso bioquimico de la fermentacién; este
comportamiento en muy similar al de los macroelementos de la cascarilla. El
tratamiento Ts (Grano sin fermentar) ostenta los mayores contenidos de Fe,
probablemente a que dichos granos nos sufrieron grandes cambios quimicos por
efecto de la fermentacion sin tener perdidas de sustancias organicas en la
cascarilla. “Diversas investigaciones han demostrado que, durante el proceso del
beneficio del cacao, existen variaciones en las caracteristicas fisicoquimicas del
grano, en funcion del tipo de fermentador utilizado y del tiempo de secado, que
pueden afectar las concentraciones de los metales, asi como la calidad e
inocuidad del producto final” (Portillo et al., 2007 citado por LANZA et al., 2016).
Finalmente, en esta figura se evidencia que la cascarilla contiene en mayor

proporcion hierro, seguido de zinc, cobre y cadmio.
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En los Ultimos afios uno de los microelementos del cacao que ha
tomado una gran relevancia a nivel mundial por su peligrosidad para la salud
humana es el cadmio, el cual lo analizaremos independientemente tanto en el
cotileddn y en la cascarilla del grano de cacao. En la Figura 7, se exhibe que el
contenido de cadmio es mayor en la cascarilla que en el cotiledon del grano de
cacao, en promedio se obtuvo 0.79 ppm en el cotiledén y 2.69 ppm de cadmio,
en la cascarilla arrojando una relacidon cascarilla/cotiledon igual a 3.40. Cuando
los granos de cacao alcanzan un porcentaje de fermentacion mayor al 80% como
en caso del presente estudio, se logra disminuir el contenido de cadmio de los
cotiledones como producto de su migracion a la testa y el medio externo. Los
granos no fermentados presentan contenidos de cadmio muy similares tanto en

el cotiledon (1.21 ppm) como en la cascarilla (1.28 ppm).
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Figura7. Contenido de cadmio en cotiledén y cascarilla de granos de cacao
respecto a los tratamientos en estudio.

La Figura 7, evidencia en forma clara que la fermentacion del grano
bajo cualquier modalidad o tratamiento disminuye el contenido de cadmio de los
cotiledones del grano de cacao.
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4.2. Contenido de polifenoles totales de los granos de cacao clon CCN-51

En el Cuadro 20, se exhibe el analisis de variancia (a = 0.05), para el
contenido de polifenoles totales del cotiledon y la cascarilla de los granos de
cacao; observandose que no existe significacion estadisticamente, es decir
todos los tratamientos son iguales, con respecto a los valores de estas dos
variables. Los coeficientes de variacion (C.V.) determinados son: 12.28%
(cotileddn), considerado como medio por encontrarse en el intervalo del 10 —
20% y 7.80% (cascarilla) valor estimado como bajo por ser inferior al 10%; los
coeficientes de variacion son menores al 30%, lo cual indica una buena precision
en la toma de datos (Pimentel, 1985; citado por GORDON y CAMARGO, 2015).

Cuadro 20. Andlisis de variancia (a = 0.05) para el contenido de polifenoles en

cotileddn y cascarilla de granos de cacao.

Cotiledon Cascarilla
Fuente de variacion GL
CM CM

Tratamiento 3 0.57 NS 0.13 NS
Error experimental 8 0.50 0.08
Total 11
C.V. (%) 12.28 7.80
Leyenda:

NS: No significativo

En el Cuadro 21, se muestra la prueba de Tukey para el contenido de
polifenoles totales en el cotiledén y cascarilla de los granos de cacao; en el cual
se evidencia que no existe diferencia estadistica entre los tratamientos en ningun
caso, corroborando los resultados del ANVA; sin embargo el tratamiento T>
(Grano fermentado sin escurrir + Saccharomyces cerevisiae al 1% p/p) logré el
mayor contenido de polifenoles totales (6.08 g EAG/100 g); con respecto a la
cascarilla el tratamiento T1 (Grano fermentado escurrido por 36 horas) obtuvo la

mas alta concentracion de polifenoles totales, igual a 3.72 g EAG/100 g.
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Cuadro 21. Prueba de Tukey (a = 0.05) para polifenoles totales analizados a

en el cotiledon y la cascarilla de los granos de cacao.

Cotiledon Cascarilla
Clave - Clave :
(g EAG/100 g) Sig. (g EAG/100 g) Sig.
T2 6.08 a T1 3.72 a
To 6.08 a Ts 3.70 a
T3 5.59 a To 3.51 a
T1 5.18 a T2 3.27 a

Tratamientos unidos por la misma letra en columna no existe significacion estadistica.

Leyenda:

To = Grano fermentado sin escurrir

T1 = Grano fermentado escurrido por 36 horas

T, = Grano fermentado sin escurrir + Saccharomyces cerevisiae al 1% p/p
Ts = Grano sin fermentar

En la Figura 8, se evidencia que los tratamientos sometidos a fermentacion
bajo cualquier tratamiento, registran los mayores contenidos de polifenoles
totales, tanto en el cotiledon como la cascarilla, reportando 6.08 y 3.72 ¢
EAG/100 g de muestra para cada caso respectivamente; esto puede deberse al
incremento de acidos producidos durante la fermentacion. “Los polifenoles
pueden estar asociados a acidos glucurénico y galacturénico. También pueden
encontrarse unidos a acidos carboxilicos, &cidos organicos (acido acético y acido
lactico), aminas, lipidos y a otros compuestos fendlicos” (Bravo, 1998 citado por
VAZQUEZ, 2016). Estos resultados concuerdan a los obtenidos por
(PANCARDO, 2016) quien evalu6 el contenido de polifenoles totales en granos
de cacao fermentados al 53%, 75% y 100%; cuantificando 1.18 g EAG/100 g,
1.80 g EAG/100 g y 4.35 g EAG/100 g de muestra, concluyendo que la
fermentacion incrementa el contenido de polifenoles de los granos de cacao.
(Portillo et al., 2009; citado por PANCARDO, 2016) “encontraron que al inicio de
la fermentacién se desarrollan principalmente alcoholes y acidos, mientras que
aldehidos, pirazinas, furanos y fenoles se desarrollan en menor cantidad. Sin
embargo, estas ultimas familias de compuestos aumentaron en cantidad y
concentracién al final del proceso”. SUAZO (2012) reporta el contenido de
polifenoles totales al inicio de la fermentacién y al secado del grano de cacao,

determinando 10.87 y 5.28 g/100 g de muestra; concluyendo que la fermentacion
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y el secado fueron responsables del 51.87% de disminucién de los polifenoles
totales; de igual modo (VAZQUEZ et al., 2016) “afirman que principalmente por
difusion de las células de almacenamiento promovida durante el tiempo de
fermentacion se reduce hasta el 30% del total de alcaloides y hasta 20% de
polifenoles totales (taninos como las proantocianidinas y flavonoides como la
flavan3-ol); los polifenoles son degradados debido a la accidon de la enzima
polifenol oxidasa (PPO), con gran actividad en los granos de cacao en estado
fresco”. (Tomas et al., 2007; citado por PALLARES et al., 2016) manifiestan el
hallazgo de un contenido polifendlico total de 8.10 g EAG/100 g en un clon de
cacao amazonico colombiano seco y sin fermentar. (RINCON et al., 2011)
determinaron contenidos de polifenoles totales equivalentes a 6.66 g EAG/100 g
de semillas secas y fermentadas de cacao; estos valores reportados estan por
encima a los obtenidos en el presente estudio. (VAZQUEZ et al., 2016) “afirman
gue las almendras de cacao son ricas en polifenoles (aproximadamente 15% de
peso seco) y alcaloides (hasta 4%) y éstos contribuyen con el sabor y aroma del
cacao. Sin embargo, se ha demostrado que la cantidad y composicion de
compuestos polifenolicos (también de metilxantinas) varia con la altitud a la que
se encuentran las plantaciones de cacao, debido posiblemente al diferencial de
radiacion UV-B que influye de manera directa en la biosintesis de polifenoles.
Los demas factores, atribuibles al manejo pre y postcosecha son las practicas
culturales de manejo de la plantacién, 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 organica),
momento de cosecha, tiempo transcurrido entre la cosecha y el procesamiento
de la mazorca, asi como las atribuibles (igualmente importantes) al

procesamiento de las mismas”.

La mayor concentracién de polifenoles totales se encuentra en el cotiledon

que en la cascarilla.
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Figura 8. Contenido de polifenoles en granos de cacao respecto a los

tratamientos en estudio.

En la Figura 9, se muestra el contenido de polifenoles totales en el grano
de cacao fermentado, tanto en el cotiledon y la cascarilla; el contenido de
polifenoles del cotiledén es 1.63 veces mayor al contenido de la cascarilla; el
cotiledon del cacao es rico en alcaloides los cuales representan del 10 al 15%

del peso del grano.

m Cotiledon = Cascarilla

Figura 9. Contenido de polifenoles totales en el grano de cacao fermentado.
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4.3. Caracteristicas fisicas de los granos de cacao CLON CCN-51

En el Cuadro 22, se muestra el analisis de variancia (a = 0.05), para las
caracteristicas fisicas de los granos de cacao (fermentados y violetas);
observandose alta significancia estadisticamente, es decir que al menos uno o
mas de los tratamientos son diferentes estadisticamente. Los coeficientes de
variacion (C.V.) determinados son: 4.16% (grano fermentado), considerado
como bajo por ser inferior al 10% y 16.31% (grano violeta) valor estimado como
medio por encontrarse en el intervalo del 10 — 20%; ambos coeficientes de
variacion son menores al 30%, lo cual indica una buena precision en la toma de
datos (Pimentel, 1985; citado por GORDON y CAMARGO, 2015).

Cuadro 22. Andlisis de variancia (a = 0.05) para las caracteristicas fisicas de

los granos de cacao.

o G. Fermentados G. Violetas
F. Variacion GL
CM CM

Tratamiento 3 183.56 AS 183.56 AS
Error experimental 8 11.00 11.00
Total 11
C.V. (%) 4.16 16.31
Leyenda:

AS: Altamente significativo

Prueba de Tukey (a = 0.05) para las caracteristicas fisicas de los granos
de cacao (Cuadro 23). Para los granos fermentados se observa que el
tratamiento T2 (Grano fermentado sin escurrir + Saccharomyces cerevisiae al 1%
p/p) estadisticamente es diferente a los demas tratamientos y ademas alcanza
el mayor contenido de granos fermentados igual a 84.67%; el tratamiento con
menor porcentaje de fermentacion es el tratamiento T3 (Grano sin fermentar) con
68.00 %. Para el caso de granos violetas, se nota que el tratamiento T3 (Grano
sin fermentar) presenta un comportamiento estadistico diferente a los demas
tratamientos y ademas ostenta el mayor contenido de granos violetas igual a

32.00%, el menor porcentaje de granos violetas se muestra en el tratamiento T2
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(Grano fermentado sin escurrir + Saccharomyces cerevisiae al 1% p/p) con un

porcentaje de 15.33%.

Cuadro 23. Prueba de Tukey (a = 0.05) para las caracteristicas fisicas de los
granos de cacao.

G. Fermentados G. Violetas
Clave : Clave :
% Sig. % Sig.
T2 84.67 a T3 32.00 a
To 83.33 a T1 17.33 b
T1 82.67 a To 16.67 b
Ts 68.00 b T, 15.33 b

Tratamientos unidos por la misma letra en columna no existe significacion estadistica.

Leyenda:
To = Grano fermentado sin escurrir
T1 = Grano fermentado escurrido por 36 horas
T, = Grano fermentado sin escurrir + Saccharomyces cerevisiae al 1% p/p
T3 = Grano sin fermentar

En la Figura 10, se exterioriza que el tratamiento T2 (Grano fermentado sin
escurrir + Saccharomyces cerevisiae al 1% p/p) alcanza el mas alto porcentaje
de granos fermentados (84.67%), superando el estandar de fermentacion del
cacao Grado | igual a 80% (LOLI y CAVERO, 2011); esto posiblemente esté
relacionado al mayor grado de temperatura (40.84 °C) alcanzado durante la
fermentacion, producto de la actividad microbioldgica. “Es importante sefialar
que el porcentaje de fermentacion depende de factores externos como la
temperatura, tiempo y variedad de cacao” (Braudeu, 1970; citado por MORALES
et al., 2016). Por su parte TENEDA (2016), “manifiesta que existe una relacién
ordenada entre microorganismos y las variaciones de temperatura, pH vy
humedad, con la formacién de alcoholes, acidos y compuestos polifendlicos para
un buen porcentaje de fermentacion de cacao”. Por lo tanto, podemos decir que
a mayor tiempo de escurrido no hay una relacién ordenada de condiciones que
ayuden al porcentaje de fermentacién En el caso del tratamiento T3 (Grano sin
fermentar), logra el mas bajo porcentaje de granos fermentados, como también
el mas alto contenido de granos violetas debido a que este tratamiento no ha

sido sometido de un proceso de fermentacion propiamente dicho en los cajones
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de madera. “Los granos violetas tienen un comportamiento indirectamente
proporcional a los granos fermentados, es decir a mayor porcentaje de
fermentacion disminuye la cantidad de granos violetas, debido a que son
producto de una fermentacion incompleta lo que origina un sabor acido y
astringente” (MORALES et al., 2016). Por otra parte, TENEDA (2016) “manifiesta

gue el color violeta de granos de cacao esta en funcién a la fermentacion”.

90.00 - 84.67 Gf-SnE = Grano fermentado sin Escurrir
8333 8267 Gf-E36h = Grano fermentado Escurrido por 36 h
80.00 - Gf-SnE+SchaC1% = Grano fermentado sin Escurrir
+ Saccharomyces cerevisiae 1 % p/p

Q\o/ 70.00 - 68.00 GsnF = Grano sin Fermentar
@
S 60.00 -
R,
+~ 50.00 H~
%)
©
S 40.00 -
T 32.00
§ 30.00 A
O
€ 20.00 - 16.67 1733 1533
O

10.00 _ “

0.00 - T

Fermentado Violeta

BGf-SnE BGf-E36h BGf-SnE+SchC1% BGsnF

Tratamientos

Figura 10. Caracteristicas fisicas de los granos de cacao respecto a los

tratamientos en estudio.

4.4. Correlacion de Pearson y analisis de regresion en el cotiledon y

cascarilla de los granos de cacao CLON CCN-51

4.4.1. Correlacion de Pearson en el cotiledon y cascarilla de los
granos de cacao.

En el Cuadro 24, se muestra la correlacion de Pearson entre el Cd
con respecto a los macro y micronutrientes y las caracteristicas fisicas (granos
fermentados y violetas). Con respecto al cadmio en el cotiledon, se percibe una

correlacion positiva altamente significativa con el contenido fésforo, potasio,
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magnesio y granos violetas, y una correlacion negativa altamente significativa
con porcentaje de fermentacion. Con relacién al cadmio en la cascarilla, se
observa una correlacion positiva altamente significativa con nitrégeno, fésforo
magnesio, zinc y granos fermentados (fermentacion) y correlacion significativa
con potasio; ademas se observa una correlacién negativa altamente significativa
con los granos violetas. Pernia et al. (2008) citado por HUAUYA y TANTALEAN
(2017), “refieren que una vez que los metales se han movilizado, son capturados
por las células de las raices, donde se unen inicialmente a la pared celular de las
células epidérmicas para ser luego translocados por intercambio iénico al resto

de la planta”.

Cuadro 24. Correlacion de Pearson entre el contenido de cadmio (cotileddn,
cascarilla) con respecto a los macro y micronutrientes y las

caracteristicas fisicas de los granos de cacao.

correlacién binomial de Cadmio en Cadmio en
Pearson cotiledon cascarilla

Nitrégeno (N) 0.556 0.786™
Fosforo (P) 0.820" 0.797"
Potasio (K) 0.792" 0.591"
Calcio (Ca) 0.257 -0.506
Magnesio (Mg) 0.844" 0.811"
Cobre (Cu) 0.217 0.474
Zinc (Zn) 0.439 0.871"
Hierro (Fe) 0.526 -0.222
Polifenol 0.002 -0.052
Fermentacion (%) -0.793" 0.759"
Granos violetas (%) 0.793" -0.759"
Cadmio cascarilla -0.604"

*Correlacion significativa (p = 0.05) ** Correlacion altamente significativa (P = 0.01)

4.4.2. Analisis de regresion en el cotiledon de los granos de cacao.
A continuacion, se presenta el analisis de regresion de las variables

gue tuvieron significancia al ser sometidas a la correlacion de Pearson.
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En la Figura 11, se presenta la regresion entre el Cd y el P del
cotiledén de los granos de cacao, observandose una correlacion positiva, es
decir a medida que el contenido de P aumenta, también se incrementa el
contenido de Cd. El valor de R? es igual a 0,6729, indicando una dependencia
entre variables del 67.29%.

1.60 -

1.40 1 °

y = 3.5862x - 0.5688 ®
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Figura 11. Diagrama de dispersion y recta de regresion entre el cadmio y el

fésforo del cotiledon de los granos de cacao.
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Figura 12. Diagrama de dispersion y recta de regresion entre el cadmio y el

potasio del cotiledén de los granos de cacao.
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En la Figura 12, se presenta la regresion entre el Cd y el K del
cotiledén de los granos de cacao, observandose una correlacion positiva, es
decir a medida que el contenido de K aumenta, también se incrementa el
contenido de Cd. El valor de R? es igual a 0,6273, indicando una dependencia
entre variables del 62.73%.
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Figura 13. Diagrama de dispersion y recta de regresion entre el cadmio y el

magnesio del cotiledon de los granos de cacao.

En la Figura 13, se presenta la regresion entre el Cd y el Mg del
cotiledon de los granos de cacao, observandose una correlacion positiva, es
decir a medida que el contenido de Mg aumenta, también se incrementa el
contenido de Cd. El valor de R? es igual a 0,7124, indicando una dependencia

entre variables del 71.24%.

Segun las Figuras 11,12 y 13, se aprecia que existe correlacion
positiva entre el Cd y los macroelementos como P, Ky Mg; esto probablemente
esté relacionado a la presencia de cadmio en las estructuras organicas
vegetales, en la cual los macroelementos son constituyentes importantes o
forman parte de sus estructuras elementales (aminodacidos, proteinas, enzimas,
etc.). Asi por ejemplo el fésforo forma parte de diversos acidos y proteinas

vegetales, las cuales tienen una alta afinidad por el cadmio (metal pesado). “El
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cadmio puede sustituir al magnesio en la molécula de clorofila, lo que imposibilita
la captacion de fotones, generando como consecuencia una disminucion de la
actividad fotosintética y también reduce la absorcién de nitratos” (Pernia et al.,
2008; citado por HUAUYA y TANTALEAN, 2017). “La relacién del Cd con los
elementos en las plantas depende de numerosos factores fisicos, quimicos y
biolégicos que modifican su solubilidad y el estado del metal en el suelo”
(RODRIGUEZ et al., 2008),

En la Figura 14, se presenta la regresion entre el Cd del cotiledén
y el porcentaje de fermentacion de los granos de cacao, observandose una
correlacion negativa, es decir a medida que el porcentaje de fermentacion
aumenta, disminuye el contenido de Cd. El valor de R? es igual a 0,6289,
indicando una dependencia entre variables del 62.89%. “Durante la fermentacion
de los granos de cacao, la enzima polifenol oxidasa degrada una serie de
compuestos organicos en el interior de los cotiledones, produciendo un drenaje
de liquidos al medio externo, los cuales posiblemente estén acarreando una serie
de nutrientes entre macro y microelementos dentro de estos el cadmio”
(Weisburguer, 2001, citado por CADENA, 2008).

1.60 -
140 1 o
1.20 -
1.00 +
0.80 -
0.60 A
0.40 A °
0.20 A

0-00 T T T T 1
65.00 70.00 75.00 80.00 85.00 90.00
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Cadmio en cotiledon (ppm)
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Figura 14. Diagrama de dispersién y recta de regresion entre el cadmio del

cotileddn y el porcentaje de fermentacion de los granos de cacao.
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En la Figura 15, se presenta la regresion entre el Cd del cotiledén
y el porcentaje de granos violetas, observandose una correlacion positiva, es
decir a medida que el porcentaje de granos violetas aumenta, también se
incrementa el contenido de Cd. El valor de R? es igual a 0,6289, indicando una
dependencia entre variables del 62.89%. Al existir mayor cantidad de granos
violetas, significa que el porcentaje de fermentacion es menor, por lo tanto, no
se estaria dando la degradacion de los compuestos organicos del cotiledon y por

lo tanto también se estaria reteniendo las concentraciones de cadmio.
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Figura 15. Diagrama de dispersion y recta de regresion entre el cadmio del

cotiledon y el porcentaje de granos violetas.

En la Figura 16, se presenta la regresion entre el Cd del cotiledén
y el cadmio de la cascarilla de los granos de cacao, observandose una
correlacion negativa, es decir a medida que el Cd de la cascarilla aumenta,
disminuye el contenido de Cd del cotiledén. El valor de R? es igual a 0,3645,
indicando una dependencia entre variables del 36.45%. “El grano de cacao
durante el proceso de fermentacion libera exudados organicos desde su interior
al medio exterior, lo cual podria estar acarreando y almacenando nutrientes en
la cascarilla del grano. Durante la fermentacion los liquidos celulares se mueven
y atraviesan las paredes celulares y se distribuyen sobre todo el grano de cacao”
PALLARES et al., 2016).
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Figura 16. Diagrama de dispersién y recta de regresion entre el cadmio del
cotiledon y el cadmio de la cascarilla de los granos de cacao.

4.4.3. Analisis de regresién en la cascarilla de los granos de cacao
A continuacion, se presenta el analisis de regresion de las variables

que tuvieron significancia al ser sometidas a la correlacién de Pearson.

En la Figura 17, se muestra la regresion entre el Cd y el N de la
cascarilla de los granos de cacao, notandose una correlacion positiva, es decir a
medida que el contenido de N aumenta, también se incrementa el contenido de
Cd. El valor de R? es igual a 0,6170, indicando una dependencia entre variables
del 61.70%.

En la Figura 18, se muestra la regresion entre el Cd y el P de la
cascarilla de los granos de cacao, notdndose una correlacion positiva, es decir a
medida que el contenido de P aumenta, también se incrementa el contenido de
Cd. El valor de R?es igual a 0,6344, indicando una dependencia entre variables
del 63.44%.
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Figura 17. Diagrama de dispersion y recta de regresion entre el cadmio y el
nitrégeno de la cascarilla de los granos de cacao.
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Figura 18. Diagrama de dispersion y recta de regresion entre el cadmio y el

fésforo de la cascarilla de los granos de cacao.

En la Figura 19, se muestra la regresion entre el Cd y el K de la
cascarilla de los granos de cacao, notdndose una correlacion positiva, es decir a
medida que el contenido de K aumenta, también se incrementa el contenido de
Cd. El valor de R? es igual a 0,3488, indicando una dependencia entre variables
del 34.88%.
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Figura 19. Diagrama de dispersion y recta de regresion entre el cadmio y el
potasio de la cascarilla de los granos de cacao.
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Figura 20. Diagrama de dispersion y recta de regresion entre el cadmio y el

magnesio de la cascarilla de los granos de cacao.

En la Figura 20, se muestra la regresion entre el Cd y el Mg de la
cascarilla de los granos de cacao, notdndose una correlacion positiva, es decir a
medida que el contenido de Mg aumenta, también se incrementa el contenido de
Cd. El valor de R?es igual a 0,6583, indicando una dependencia entre variables
del 65.83%.
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En la Figura 21, se muestra la regresion entre el Cd y el Zn de la
cascarilla de los granos de cacao, notandose una correlacion positiva, es decir a
medida que el contenido de Zn aumenta, también se incrementa el contenido de
Cd. El valor de R?es igual a 0,7586, indicando una dependencia entre variables
del 75.86%.

En la Figura 22, se muestra la regresion entre el Cd de la cascarilla
y el porcentaje de fermentacion de los granos de cacao, notandose una
correlacion positiva, es decir a medida que la fermentacion aumenta, también se
incrementa el contenido de Cd. El valor de R? es igual a 0,7586, indicando una

dependencia entre variables del 75.86%.
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Figura 21. Diagrama de dispersion y recta de regresion entre el cadmio y el

zinc de la cascarilla de los granos de cacao.

Las figuras 17, 18, 19, 20, 21 y 22; muestran una correlacion
positiva, este comportamiento posiblemente esté relacionada a la fermentacion
del cacao, ya que esta degrada una serie de compuestos organicos en el
cotiledon del grano, causando la eliminacion de exudados al medio externo
(cascarilla), los cuales probablemente contengan macroelementos y metales

pesados como el cadmio.
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Figura 22. Diagrama de dispersidn y recta de regresion entre el cadmio de la

cascarilla y el porcentaje de fermentacion de los granos de cacao.
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Figura 23. Diagrama de dispersién y recta de regresion entre el cadmio de la

cascarilla y el porcentaje de granos violetas.

En la Figura 23, se muestra la regresion entre el Cd de la cascarilla
y el porcentaje de granos violetas, notdndose una correlacion negativa, es decir
a medida que los granos violetas aumentan, disminuye el contenido de Cd. El
valor de R? es igual a 0,5755, indicando una dependencia entre variables del
57.55%. Los granos violetas presentan en su interior compuestos organicos
(acidos, polifenoles, etc.) no degradaos por las enzimas del grano, producto de
una fermentacion deficiente, producto de ello el cadmio no es movilizado al

exterior del grano (cascarilla).



V. CONCLUSIONES

El tratamiento T3 (Grano sin fermentar) alcanzo los mas altos contenidos de
macro y microelementos a nivel del cotiledon del grano de cacao. Los
mayores contenidos de macro y microelementos se obtuvieron en la

cascarilla con respecto al cotiledon del grano de cacao.

El mayor contenido de polifenoles totales en el cotiledon y la cascarilla de
los granos de cacao lo obtuvieron los tratamientos T2 (Grano fermentado
sin escurrir + Saccharomyces cerevisiae al 1% p/p) y T1 (Grano fermentado
escurrido por 36 horas) respecyivamente. El mayor contenido de
polifenoles totales se encontrd en el cotiledon (62%), cascarilla (38%) del

grano de cacao.

El mayor porcentaje de granos fermentados lo obtuvo el tratamiento T2
(Grano fermentado sin escurrir + Saccharomyces cerevisiae al 1% p/p) con

un valor de 84.67% y porcentaje de granos violetas igual a 32%.

El cadmio presenta correlacion de Pearson positiva para N, P, K, Mg y Zn
y negativa para granos violetas y el porcentaje de fermentacion de los

granos de cacao



VI. RECOMENDACIONES

Realizar mas trabajos de investigacion para disminuir los contenidos de
cadmio de los granos de cacao, considerando nuevos clones de cacao.
Para trabajos similares utilizar mayores volumenes de cacao para favorecer
el proceso bioquimico de la fermentacién, dado que a mayor fermentacion
menos cadmio en el cotileddn de los granos de cacao.

El proceso de fermentacién de los granos de cacao debe ser una actividad
primordial que toda organizacion exportadora de este producto debe
realizar para disminuir los niveles de cadmio de los cotiledones del cacao.
Evaluar el efecto de los microrganismos (levaduras), no solamente a nivel
de las caracteristicas fisicas del grano, sino también a nivel de las

caracteristicas organolépticas o sensoriales,



VII. RESUMEN

La presente tesis se llevé a cabo en el centro de beneficio de la Cooperativa
Agroindustrial Cacao Alto Huallaga (CAICAH), ubicado en el distrito de Castillo
Grande, provincia de Leoncio Prado, regién Huanuco; cuyos objetivos fueron los
siguientes: 1) Determinar el efecto de la fermentacion de granos de cacao en el
contenido de macro e microelementos y cadmio. 2) Determinar el efecto de la
fermentacion de granos de cacao en el contenido de polifenoles totales. 3)
Evaluar el efecto de la fermentacion en las caracteristicas fisicas del grano de
cacao. 4) Realizar la correlacion de Pearson y andlisis de regresion en el
cotileddn y cascarilla de los granos de cacao. El disefio estadistico empleado en
el presente trabajo de tesis fue un disefio completamente al azar (DCA); para la
comparacion de medias, se utilizé la prueba de Tukey con un nivel de
significacion (a = 0.05). Los resultados fueron: (1) El tratamiento T3 (Grano sin
fermentar) alcanzé los mas altos contenidos de macro y microelementos a nivel
del cotileddn de los granos de cacao; con respecto a la cascarilla los tratamientos
tuvieron un comportamiento variable. Los mayores contenidos de macro y
microelementos se obtuvieron en la cascarilla que en el cotiledon de los granos
de cacao clon CCN-51. (2) El mayor contenido de polifenoles totales en el
cotiledon y la cascarilla de los granos de cacao lo obtuvieron los tratamientos T2
(Grano fermentado sin escurrir + Saccharomyces cerevisiae al 1% p/p) y T1
(Grano fermentado escurrido por 36 horas) respecyivamente. ElI mayor
contenido de polifenoles totales se encontré en el cotiledon (62%) que en la
cascarilla (38%) de los granos de cacao. (3) El mayor porcentaje de granos
fermentados lo obtuvo el tratamiento T2 (Grano fermentado sin escurrir +
Saccharomyces cerevisiae al 1% p/p) con un valor de 84.67% y porcentaje de
granos violetas igual a 32%. Es importante sefialar que este tratamiento también
acelerd el proceso de fermentacién del grano unos 2 dias menos. (4) EI cadmio
presenta correlaciéon de Pearson positiva para N, P, K, Mg y Zn y negativa para

granos violetas y el porcentaje de fermentacion de los granos de cacao.



ABSTRACT

The present thesis took place in the profits center at the Cooperativa
Agroindustrial Cacao Alto Huallaga (CAICAH — acronym in Spanish), located in
the Castillo Grande district, Leoncio Prado province, Huénuco region; the
objectives of which were the following: 1) to determine the effect of the
fermentation on the content of macro and microelements (Cd) in the clon CCN-
51 cacao beans, 2) to determine the effect of the fermentation on the total
polyphenol content in the clon CCN-51 cacao beans, 3) to evaluate the effect of
the fermentation on the physical characteristics of the clon CCN-51 cacao bean,
4) to realize the Pearson correlation and the regression analysis of the cotyledon
y hulls of the clon CCN-51 cacao beans. The statistical design employed in the
present thesis work was the completely randomized design (CRD; DCA in
Spanish); for the means comparison the Tukey test was used at a (a = 0.05)
significance level. The results were: (1) treatment Tz (unfermented beans)
reached the highest contents of macro and microelements at the cotyledon level
of the cacao beans; with respect to the hulls, the treatments had a variable
behavior. The greatest contents of macro and microelements were obtained in
the hulls rather than the cotyledon of the clon CCN-51 cacao beans. (2) The
greatest total polyphenol content in the cotyledon and the hulls of the cacao
beans was obtained with treatments T2 (undrained fermented bean +
Saccharomyces cerevisiae at 1% p/p) and T1 (fermented bean drained for thirty
six hours), respectively. The greatest content of total polyphenols was found in
the cotyledon (62%) rather than in the hulls (38%) of the cacao beans. (3) The
greatest percentage of fermented beans was obtained with treatment T2
(undrained fermented beans + Saccharomyces cerevisiae at 1% p/p) with a value
of 84.67% and percentage of violet beans was equal to 32%. It is important to
note that this treatment also accelerated the fermentation process of the beans
by two days less. (4) The cadmium presents a positive Pearson correlation for
the N, P, K, Mg and Zn and negative for the violet beans and the fermentation

percentage of the cacao beans.
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IX. ANEXO



Cuadro 25. Macro y microelementos totales en el cotileddn de los granos de cacao.

1 T3 Grano sin fermentar (testigo) 2.07 0.49 0.85 0.08 0.33 20.98 | 49.66 16.29
2 T3 Grano sin fermentar (testigo) 2.12 0.45 0.83 0.10 0.34 19.48 | 47.50 | 17.29
3 T3 Grano sin fermentar (testigo) 2.08 0.50 0.88 0.08 0.34 24.81 | 49.09 17.27
4 TO Grano fermentado sin escurrir 1.75 0.33 0.66 0.09 0.21 18.60 | 40.75 15.18
5 TO Grano fermentado sin escurrir 1.97 0.36 0.66 0.09 0.24 14.00 | 46.71 | 17.08
6 TO Grano fermentado sin escurrir 1.77 0.29 0.70 0.08 0.24 21.12 43.03 15.40
7 Tl Grano fermentado escurrido por 36 horas 1.84 0.36 0.76 0.08 0.23 20.81 | 40.90 15.98
8 T1 Grano fermentado escurrido por 36 horas 1.87 0.36 0.67 0.09 0.24 18.28 | 47.56 | 16.01
9 Tl Grano fermentado escurrido por 36 horas 1.79 0.37 0.75 0.08 0.24 22.20 | 43.16 15.37
10 T2 Grano fermentado sin escurrir + Saccharomyces cerevisiae al 1% p/p 2.09 0.31 0.70 0.10 0.26 19.62 | 50.08 | 16.54
11 T2 Grano fermentado sin escurrir + Saccharomyces cerevisiae al 1% p/p 1.94 0.36 0.64 0.09 0.24 19.10 | 49.73 16.62
12 T2 Grano fermentado sin escurrir + Saccharomyces cerevisiae al 1% p/p 1.99 0.35 0.67 0.07 0.23 18.28 | 42.93 | 1547

Cuadro 26. Cadmio total (ppm) del cotiledén de los granos de cacao.

1 T3 Grano sin fermentar (testigo) 1.38 | 1.29 | 0.96 3.63 1.21
2 TO Grano fermentado sin escurrir 0.67 | 0.77 | 0.53 1.97 0.66
3 T1 Grano fermentado escurrido por 36 horas 0.72 | 0.78 | 0.71 2.21 0.74
4 T2 Grano fermentado sin escurrir + Saccharomyces cerevisiae al 1% p/p | 0.67 | 0.52 | 0.42 1.61 0.54




Cuadro 27. Macro y microelementos en la cascarilla de los granos de cacao.

1 T3 Grano sin fermentar (testigo) 1 1.61 0.13 1.15 0.29 0.23 17.08 | 41.17 | 131.48
2 T3 Grano sin fermentar (testigo) 2 1.89 0.15 1.39 0.28 0.31 23.17 | 46.45 | 92.18
3 T3 Grano sin fermentar (testigo) 3 2.03 0.18 1.67 0.34 0.36 30.58 | 67.57 | 160.26
4 TO Grano fermentado sin escurrir 1 3.87 0.96 2.15 0.23 0.90 41.90 | 97.68 | 100.30
5 TO Grano fermentado sin escurrir 2 3.66 0.98 2.66 0.24 0.85 42.37 | 94.28 | 92.25
6 TO Grano fermentado sin escurrir 3 3.33 1.10 2.32 0.21 0.82 53.91 | 98.62 | 163.06
7 T1 Grano fermentado escurrido por 36 horas 1 3.54 0.96 2.14 0.26 0.90 49.13 | 98.95 | 99.84
8 T1 Grano fermentado escurrido por 36 horas 2 3.62 0.82 2.83 0.23 0.88 38.17 | 91.29 | 107.93
9 T1 Grano fermentado escurrido por 36 horas 3 3.49 1.01 2.34 0.24 0.89 63.94 | 93.34 | 132.72
10 T2 Grano fermentado sin escurrir + Saccharomyces cerevisiae al 1% p/p 1 3.89 0.98 2.54 0.26 0.86 51.36 | 93.91 | 89.35
11 T2 Grano fermentado sin escurrir + Saccharomyces cerevisiae al 1% p/p 2 3.57 0.87 2.80 0.23 0.88 64.13 | 83.43 | 122.22
12 T2 Grano fermentado sin escurrir + Saccharomyces cerevisiae al 1% p/p 3 3.71 0.99 2.44 0.20 0.88 65.89 | 93.42 | 143.39

Cuadro 28. Cadmio total (ppm) de la cascarilla de los granos de cacao

1 T3 | Grano sin fermentar (testigo) 1.19 0.88 1.76 3.83 1.28
2 TO | Grano fermentado sin escurrir 3.88 | 3.64 | 2.90 10.42 3.47
3 T1 | Grano fermentado escurrido por 36 horas 417 | 3.32 | 3.46 10.95 3.65
4 T2 | Grano fermentado sin escurrir + Saccharomyces cerevisiae al 1% p/p 2.56 1.80 | 2.73 7.09 2.36




Cuadro 29. Polifenoles totales en el cotileddén y cascarilla de los granos de cacao.

1 T3 Grano sin fermentar (testigo) 1 6.565 3.818
2 T3 Grano sin fermentar (testigo) 2 5.194 3.714
3 T3 Grano sin fermentar (testigo) 3 5.012 3.561
4 TO Grano fermentado sin escurrir 1 6.699 3.037
5 TO Grano fermentado sin escurrir 2 6.497 3.685
6 TO Grano fermentado sin escurrir 3 5.025 3.804
7 T1 Grano fermentado escurrido por 36 horas 1 5.431 3.874
8 Tl Grano fermentado escurrido por 36 horas 2 4.886 3.553
9 Tl Grano fermentado escurrido por 36 horas 3 5.215 3.731
10 T2 Grano fermentado sin escurrir + Saccharomyces cerevisiae al 1% p/p 1 6.548 3.618
11 T2 Grano fermentado sin escurrir + Saccharomyces cerevisiae al 1% p/p 2 5.418 3.147
12 T2 Grano fermentado sin escurrir + Saccharomyces cerevisiae al 1% p/p 3 6.283 3.037




Cuadro 30. Porcentaje de fermentacion de los granos de cacao.

1 T3 | Grano sin fermentar 66.00 68.00 70.00 204.00 68.00
2 TO | Grano fermentado 84.00 88.00 78.00 250.00 83.33
3 T1 |Grano fermentado, escurrido por 36 horas 84.00 80.00 84.00 248.00 82.67
4 T2 | Grano fermentado con levadura 88.00 84.00 82.00 254.00 84.67

Cuadro 31. Porcentaje de granos violetas.

1 T3 |Grano sin fermentar 34.00| 32.00 | 30.00 96.00 32.00
2 TO |Grano fermentado 16.00| 12.00 | 22.00 50.00 16.67
3 T1 |Grano fermentado, escurrido por 36 horas 16.00| 20.00 | 16.00 52.00 17.33
4 T2 |Grano fermentado con levadura 12.00| 16.00 | 18.00 46.00 15.33

Nota: No se obtuvo granos pizarrosos ni mohosos
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DIRECTOR DEL LABORATORIO

MEc. Quim. Alexis Saucedo Chacdn
JEFE DEL LABORATORIO

Figura 24. Contenido de cadmio inicial en la parcela de cacao clon CCN-51.



VALLE GRANDE ANOS

Laboratorio de Guimica Agricola 1965 - 2015
SOLICITANTE  : COOPERATIVA AGROINDUSTRIAL CACAQ ALTO HUALLAGA ANALISIS N° - 136-13FRUT -2019
PREDIO - GOOPERATIVA AGROINDUSTRIAL CACAD ALTO HUALLAGA LUGAR : TINGO MARIA
MATRIZ - CASCARA DE CACAOQ FECHA DE RECEP. - 23/01/119

INFORME DE ANALISIS DE FRUTOS - NUTRICIONAL
MUESTRA : CAICAH - MUESTRA 1

PARAMETRO RESULTADO | UNIDAD | METODO TECNICA LC UNIDAD

Nitrogeno Total My 387 % MEF - 001 Dumas 2.B0E-03 %
Fasforo Total (P 0.96 % MEF - 002 Colorimétrico 1E7E-04 %
Potasio Total (K] 215 % MEF - 003 FAAS 133604 %
Calcio Total (ca) 023 % MEF - 004 FAAS 417604 %
Magnesio Total i Mg) 090 % MEF - 005 FAAS 167E-04 %
Azufre Total 5} 0.1 % MEF-006 | Turbidimétrico 5.00E-03 %
Sodio Tofal [Na) 0.02 % MEF - 007 FRAS 167E-04 o
Cobre Total (Cu) 41.90 ppm MEF - 009 FAAS 167 ppm
Zinc Total (Zn}) a7 68 ppm MEF - 010 FAAS LE7 ppm
Manganeso Total i Mn] 18.00 ppm MEF - 011 FAAS 167 ppm
Hierro Total iFe) 100.30 pem | MEF-012 FAAS 167 ppm
Boro Total i8) 34.35 ppm MEF-013 | Colorimétrico 083 ppm
Cadmio Total (cd) 388 ppm | ADAC - 999.11 FAAS 002 ppm

Los resultans estin EXpIRSII0S BN mUSsta sa0a A 637C.

DONDE:

% :Masa i Masa ADAC official Method 999,11

ppm omg i Kg

FAAS : EspecYomeyia de ADSOICIon AXmica por Liama

MEF * MEtodo Propi del Laboratonic.

LE : Limite de Cuantificacion

NOTA:
1: Los resuliados presentados corresponden solo a la muesira indicada.
2: Se prohioe |3 reproduccitn parcial o total del presents informe sin la autorizacion del Lakaratorio de Quimica Agricola.

\
Lo b el daald l,._“:.._a--g'
Wb, Agr. duiie Sasuo Laco
DIRECTOR DEL LABORATORIO

MSc. Quim. Alexis Saucedo Chacén
JEFE DEL LABORATORIO

Figura 25. Andlisis de macro y microelementos de la cascarilla del cacao
(Muestra 1: ToR1— tratamiento 0O, repeticion 1).
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Figura 26. Transporte de los granos de frescos de cacao.
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Figura 27. Escurrido de los granos frescos de cacao, tratamiento T1.
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Figura 28. Adicion de los granos de cacao a los cajones fermentadores.
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Figura 29. Control de temperatura de los tratamientos.
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Figura 30. Adicion de las levaduras al tratamiento T2.
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Figura 31. Secado de las muestras de cacao de cada tratamiento.

Figura 32. Obtencion del jugo de cacao.
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Figura 33. Verificacion de la tesis a cargo del Dr. Hugo Huamani, miembro del

jurado.
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Figura 34. Rotulacion de las muestras de cacao de cada tratamiento, para su

envio al laboratorio.



Figura 35. Control de temperatura de los tratamientos en fermentacion.



Figura 36. Prueba de corte del tratamiento T1.

Figura 37. Prueba de corte del tratamiento T



UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA DE LA SELVA

AV. UNIVERSITARIA S/N - TINGO MARIA - CELULAR 941531359
Facultad de Agronomia - Laboratorio de Anélisis de Suelos, Agua y Ecotoxicologia
analisisdesuelosunas@hotmail.com

ANALISIS DE SUELOS

SOLICITANTE: . FALCON PAREDES GEIDER PROCEDENCIA: MIRADOR VENENILLO
| DATOSDELAMUESTRA | ANALISIS MECANICO |pH |MO.l N | P | K |Cd|2Zn| Mn | Fe | Cu CAMBIABLES Cmol(+)/kg % % | %
Ne COD. : rena} Arcilia | Limo TOTAL ISPONIBLE cic cice
g : Textra| 1:1 | % ' ca|mg| K |Nalar|n| | Bas. | Ae |Sat
PROPIETARIO | CULTIVO | EDAD | % % % % | ppm | ppm | ppm | ppm| ppm | ppm | ppm Camb. | Camb.| Al
CECILIA 12 - ;
1 |50287| HUANCHO | cacao | % |16 | 19 | 65 | 7" | 715|148 | 007 | 10 | 71 |018| 8 | 334 | 304 | 10 |12.07|9.66 |1.41|0.06 |0.9¢]| - | - | - | 10000 | 0.00 |0.00
Limoso
HUALINGA
MUESTREADO POR EL SOLICITANTE

TINGO MARIA, 05 DE ENERO 2019
RECIBO N° 0570756

Figura 38. Analisis fisico-quimico del suelo de la parcela de cacao.
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