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RESUMEN

En el mes de abril del 2017, se realizo la cosecha de los granos de cacao de los cultivares CCN-
51, ICS-95 y mezcla de hibridos, del Fundo San Luis del sefior Luis Bravo, ubicado en el sector
Mercedes, distrito Daniel Alomia Robles “Pumahuasi”, con la finalidad de determinar la
concentracion del cadmio en la testa y cotiledon del grano fresco, fermentado y, secado en
concreto, asfalto y parihuelas de madera de esos tres cultivares. Los resultados, demostraron
que las testas y cotiledones de los tres cultivares en el campo acumularon de 0,33 a 0,64 ppm
de cadmio; donde las testa y el cotileddn del 1CS-95 estadisticamente acumularon mas cadmio
en comparacién a los deméas cultivares con 0,64 y 0,51 ppm respectivamente; pero
estadisticamente acumularon menos cadmio que las testas y cotiledones en comparacién a los
demas cultivares en estudio cuando fueron fermentados y secados. Es decir, el cultivar ICS-95
fue maés susceptible al cadmio en el campo y mas tolerante, en la fermentacién y secado; pero,
los granos de cacao de la mezcla de hibridos demostraron ser méas susceptibles al cadmio cuando
fueron fermentados y secados, porque acumularon mas cadmio en comparacion al 1CS-95 y
mezcla de hibridos. Asimismo, se demostro gue, en la fermentacién, se reduce el contenido de
cadmio en los granos de 0,10 a 0,37 ppm y se incrementa cuando los granos son secados de
0,21 a 1,02 ppm; sin embargo, estadisticamente los granos se contaminan mas cuando son
secados en concreto y asfalto, que en parihuelas de madera. Y, por ultimo, se demostrd
estadisticamente que la testa acumula méas cadmio que el cotiledon del grano de cacao, tanto

como grano fresco, fermentado y seco.

Palabras clave: Almendra, Cadmio, CCN-51, ICS-95, Hibridos, Theobroma cacao.



Abstract

During the month of April, 2017, the harvesting of CCN-51, ICS-95, and a mix of the hybrid
varieties of cacao was done on the San Luis farm, [owned by] Mr. Luis Roger Bravo
Carhuaricra, [and] located in the Mercedes sector of the Daniel Alomia Robels “Pumahuasi”
district, [in Peru]. The purpose was to determine the concentration of the cadmium in the testa
and the cotyledon of the fresh and fermented beans, as well as when dried on concrete, asphalt,
and wooden pallets for the three varieties. The results demonstrated that the testas and the
cotyledons for the three varieties in the field accumulated 0,33 to 0,64 ppm of cadmium, where
the testa and the cotyledon of the 1CS-95 accumulated the most cadmium statistically, in
comparison to the rest of the crops, which had 0,64 and 0,51 ppm, respectively; however, it
accumulated less cadmium in the testa and cotyledon when compared to the rest of the varieties
in study for the fermented and dried [beans]. This is to say that the ICS-95 variety was more
susceptible to cadmium in the field, and more tolerant during the fermentation and drying; but
the beans from the hybrid mix proved to be more susceptible to cadmium when they were
fermented and dried, because they had the most accumulated cadmium when compared to ICS-
95 and CCN51. At the same time, it was proven that in the fermentation the cadmium content
in the beans was reduced to between 0,10 and 0,37 ppm, and it increased when the beans were
dried, between 0,21 and 1,02 ppm. However, statistically, the beans were more contaminated
when they were dried on concrete and asphalt, than when dried on wooden pallets. Finally, it
was statistically demonstrated that the testa accumulated more cadmium than the cotyledon in

the cacao beans, as much for the fresh beans, as for the fermented and dried ones.

Keywords: bean, cadmium, CCN-51, ICS-95, hybrids, Theobroma cacao



l. INTRODUCCION

El afio 2018, se esperaba exportaciones por un valor de US$ 280 millones en cacao
peruano; porque el Pert es un exportador de cacao, con unas 150 000 ha a nivel nacional y
Europa, como su principal mercado (Gestion, 2018). Sin embargo, la Union Europea mediante
el Reglamento 488/2014 para la concentracion maxima de cadmio en los chocolates; exige que
el limite maximo de cadmio en chocolates, cuya concentracion de cacao es de 50 y 70 %, debe
ser 0,60 y 0,80 ppm respectivamente. Al respecto, este reglamento esta aplicado para los sub
productos elaborados a base del cacao; es decir, al chocolate, cacao en polvo y licor de cacao,
ya que podrian contener niveles altos de cadmio y ser un riesgo para la salud de los
consumidores finales (Union Europea, 2014). Esta regulacién exige a los productores de cacao
del pais, que la concentracion de cadmio sea baja y de no presentar un limite que este dentro de
los parametros establecidos, no lo van a comprar o reduciran el precio, lo que afectaria la
economia de los cacaoteros (Florida, 2021).

Por eso, esta investigacion se centra en determinar el contenido de cadmio en la testa y
cotileddn del grano de cacao de los cultivares CCN-51, ICS-95 y mezcla de hibridos durante el
proceso de cosecha y beneficio, porque ocurren cambios fisicos y quimicos en el grano fresco,
fermentado y seco; procesos que son claves en la obtencion cacao de calidad (Gomez et al.,
2014). Pero, estos procesos no garantizan la inocuidad del grano al cadmio, porque en estos
procesos, la concentracién de cadmio en la testa y cotiledon del grano podria aumentar o
reducirse; asimismo, se cree que la testa del grano que cubre al cotiledon acumula méas cadmio
que el cotiledon (Falcén, 2019); pero, durante los procesos de fermentado y secado, podria
variar. Ademas, los contenidos de cadmio en los granos de cada cultivar, pueden diferir por la
susceptibilidad o la tolerancia al cadmio que presentan (Chupillon, 2017). Por otro lado, la
mayoria de los cacaoteros tienen una mala mania de secar sus granos naturalmente en concreto
0 asfalto, antes que secarlos en parihuelas de madera que imposibilita una mayor contaminacion
de los granos con cadmio; porque al secar en concreto y asfalto, y cercanos a areas urbanas,
aumenta la posibilidad de que los granos se contaminen con cadmio, porque al reposar los
granos para secarlos, estos se ponen en contacto con el cadmio adherido a particulas en polvo
de caucho de las ruedas de automoviles, restos de metales galvanizados con zinc, plasticos y
carbdn, que reposan en las superficies de esos lugares de secado. Por eso y bajo ese contexto,

se plantea los siguientes objetivos:



1.1. Objetivo general
- Determinar el contenido de cadmio en la testa y cotiledon del grano fresco, fermentado
y secado en tres modos, de tres cultivares de cacao.
1.2. Objetivos especificos
- Determinar en qué parte del grano (testa o cotileddn) de cacao se concentra mas el
cadmio durante la cosecha y beneficio de cacao.
- Determinar que cultivar de cacao en estudio es mas susceptible o tolerante a
contaminarse con cadmio durante la cosecha y beneficio de cacao.
- Determinar la susceptibilidad o tolerancia a la contaminacion por cadmio de los granos

de tres cultivares de cacao al secarse en concreto, asfalto y madera.



1. REVISION DE LITERATURA

2.1. El cultivo de cacao

El cacao (Theobroma cacao L.) es una especie lefiosa aldgama que pertenece a la
familia Malvaceae (Almeida y Valle, 2007). Es un superalimento rico en minerales, vitaminas
y fibra; posee caracteristicas nutricionales y medicinales, utilizadas en la fabricacion de
numerosos productos. Asimismo, de acuerdo con el Convenio Internacional del Cacao 2010 de
la ICCO, Peru y Ecuador son considerados los principales paises productores y exportadores de
cacao fino (Ministerio de Agriculturay Riego [MINAGRI], 2016a). En el afio 2016, se registrd
una produccion nacional de 16 500 t de cacao; asimismo en Huanuco se registré 1 300 t de
cacao (MINAGRI, 2016b). Por este motivo, diversas empresas de todo el mundo, dedicadas al
chocolate, llegan al pais con el objetivo de negociar directamente con las organizaciones
(cooperativas y asociaciones) que representan a los agricultores que cultivan cacao (MINAGRI,
2016a).

El Ministerio de Agricultura y Riego del Per( sefiala que aproximadamente el 44
% de la produccion pertenece a cacao fino (criollo mas nativo), mientras que el 56 %
corresponde al cacao comun (CCN-51 mas forastero) (MINAGRI, 2016b). Por su parte, Garcia
(2010), en su catalogo de cultivares del Per, indica la siguiente distribucién: a) En Huanuco,
existe un total de 4 201 ha conformado por 45 % de criollo y nativo, 50 % de CCN-51 y un 5
% de trinitario mas forastero., b) En San Martin, existe un total de 28 984 ha, conformado con
8 % de criollo y nativo, un 90 % de CCN-51 y un 2 % de trinitario mas forastero (Morales et
al., 2015). Actualmente, se sabe que el Per( tiene una ventaja competitiva, que generd gran
interés del mercado internacional por el cacao peruano. Son las variedades y la diversidad de
cacao nativas existentes en el territorio (MINAGRI, 2016a).

2.1.1. Caracteristicas de los cultivares de cacao en estudio
Garcia (2010), describe las caracteristicas principales de los cultivares

usados en el presente trabajo:

a. Cultivar CCN-51 (Coleccion Castro Naranjal)

Pais de origen ecuatoriano, pedigri: 1CS-95 x IMC-67 x forastero
desconocido. Su fruto es muy grande, con 44 semillas de tamafio intermedio por fruto y cuyos
cotiledones son de color morado y con un peso seco de semilla de 1,4 g. Asimismo, el indice
de mazorca es igual a 16, con un rendimiento que puede variar de 937 a 2 812 kg/ha. EI CCN-
51 es muy conocido por presentar susceptibilidad a pudricién parda (Phytopthora palmivora),
también muestra moderada resistencia a escoba de bruja (Crinipellis perniciosa) y moderada
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susceptibilidad a moniliasis (Moniliophthora roreri). Industrialmente se caracteriza por tener
54 % de grasa. Sabores béasicos y especificos de la pulpa: astringencia, acidez, dulzura y
amargor media respectivamente; frutal bajo y floral muy bajo. Sabores sensoriales especificos
del licor: astringencia y acidez media respectivamente; amargor medio; se percibe: la ausencia
del aroma floral y de la nuez; aroma frutal bajo, ademéas de una nota de corteza y marcada
intensidad en el aroma a chocolate.
b. Cultivar 1CS-95 (Seleccion del Colegio Imperial)

Es originario de Trinidad y Tobago; Pedigri; Hibrido desconocido de
Trinitario x Criollo. El fruto es mediano, con un promedio de 35 semillas de tamario intermedio
por fruto, donde los cotiledones son de color morado y con un peso seco de semillaigual a 1,3
g. El indice de mazorca es 22, rendimiento de 682 a 2 045 kg/ha. EI ICS-95 presenta resistencia
a moniliasis (Moniliophthora roreri), también muestra moderada resistencia a pudricién parda
(Phytopthora palmivora) y tolerancia a escoba de bruja (Crinipellis perniciosa).
Industrialmente se caracteriza por presentar 56 % de grasa. Sabores basicos y especificos de
pulpa: dulzura, astringencia, acidez y amargor bajo respectivamente; frutal medio y floral bajo.
Cuando se elabora el licor de cacao presenta sabores basicos y especificos con una nota
intermedia de nuez y corteza, con ligeras notas de fruta tropical y con moderada intensidad del
chocolate; considerado de calidad organoléptica fina.

c. Hibridos de cacao

Los hibridos de cacao son resultados del cruce sexual de dos plantas y
generalmente es manejado por el hombre después de un minucioso proceso de seleccion, con
el fin de formar caracteristicas favorables. Es decir, el cruce se realiza entre clones, en
condiciones opuestas, con el objetivo de incrementar la productividad, precocidad, calidad,
respuesta a plagas y enfermedades, etc. Varios de los clones considerados actualmente como
universales, han sido elegidos de poblaciones hibridas en Trinidad; en otras palabras,
pertenecen a individuos que sobresalen de la descendencia esos cruces. Los cultivares mas
distinguidos, producidos de esta forma en Trinidad, son el: ICS-1, 1CS-39, ICS-40, 1CS-60,
ICS-95, TSH-565, entre otros. Mediante el proceso de hibridacidn, se consigue mayor
precocidad a diferencia de las plantaciones propagadas mediante semillas de tipo criollo. Los
hibridos producen cerca de los tres afios, en comparacion de las antiguas semillas que se
tardaban cuatro y hasta siete afios para empezar la cosecha; estos propician, en su momento,
una productividad cercana a 1 200 kg/ha/afio; la planta en su adultez presenta mejor potencial
que las producciones de las antiguas plantaciones de menos de 500 kg/ha/afo, y se obtiene

plantas mas resistentes por su tolerancia a algunas enfermedades (Pinzon y Rojas, 2002).



2.1.2. Beneficio del cacao
a. Cosecha
La cosecha comienza cuando la mazorca presenta una madurez
fisioldgica, se observa una variacion en la pigmentacion: de verde a amarillo o rojo y otros
similares a amarillo anaranjado fuerte o palido. La mazorca debe ser cortada por la parte media
del pedinculo que une el fruto al &rbol para proteger al cojin floral, usando herramientas como
tijera y/o cuchillo para la mazorca bifurcada y el pico de loro especialmente para cosechar el
fruto que se encuentra en la parte alta (Paredes, 2003).
b. Quiebra
Esta intervencion consiste en partir la mazorca y extraer los granos de
cacao que estan adheridas en una ramificacion en forma de racimo, denominada placenta y para
posteriormente someterse al proceso de fermentacion. Entre el desgrane y a iniciar la
fermentacion no debe pasar 24 horas. Para hacer el quiebre o corte se debe usar un machete
corto, realizando un corte transversal a ambos lados y longitudinal a la mazorca, sin dafiar los
granos (Paredes, 2003).
c. Fermentado
Gomez et al. (2014), mencionan que la fermentacion del cacao es una
transformacion esponténea de los granos de cacao fresco, tanto a externa como internamente,
provocando la muerte del embrién, eliminando la pulpa que envuelve los granos y desarrollando
aromas, sabores y color caracteristico de un cacao de buena calidad. En esta etapa, los granos
pasan por un proceso bioquimico que consta de dos fases: anaerobica y aerobica. Antes de la
fermentacion, el cajén debe limpiarse y acondicionarse, eliminando los restos de mucilago de
los orificios del cajon para favorecer el drenaje. El interior del cajon también debe estar tapado
y no es conveniente fermentar granos de cacao frescos que pesen menos de 100 kg. La primera
remocion se realiza a los dos a tres dias, y las posteriores remociones se realizan cada 24 horas
por un promedio de 4 a 7 dias hasta alcanzar la 6ptima fermentacion. A partir del cuarto dia se
realizaran diariamente las pruebas de corte para determinar el porcentaje de fermentacion. Los
mismos autores, explican que, durante el primer y segundo dia no se debe mover los granos que
se encuentran dentro del cajon, ya que ocurre la fermentacion anaerdbica, hay falta de oxigeno,
incrementa la temperatura hasta 50 °C e inicia la fermentacion alcoholica, descomposicion del
acido citrico y formacion de exudados que sirven para el consumo directo como jugo de cacao.
En estas condiciones, las levaduras del tipo Saccharomyces hacen transformaciones fisico-
guimicas. Al tercer dia de la fermentacion, se debe remover los granos de cacao provocando la

oxigenacion, momento en el cual inicia la fermentacion aerdbica, donde las levaduras
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desaparecen por no presentar las condiciones anaerobicas. A partir de ahi, comienza una nueva
etapa de la fermentacion con el crecimiento de las bacterias acéticas que necesitan oxigenoy la
temperatura desciende a 35 a 40 °C; en esta etapa, se observa la presencia de pequefios
mosquitos Droséphila a su alrededor y se percibe el tipico olor a vinagre de la fermentacion.
Al presionar los granos hay la salida de liquido con colores similares al concho de vino que es
sefial de una correcta fermentacién. Al cuarto dia, nuevamente hay que remover la masa de
granos de cacao, ocasionando un reingreso de oxigeno, el cual es favorable para la accién de
los microorganismos acéticos y culminen el proceso de fermentacion. Al quinto dia, se evalta
el porcentaje de granos fermentados para pasar a un proceso de secado.
d. Secado

Elimina el exceso de agua y conserva el aroma a chocolate obtenido en
el proceso de fermentacion, reduciendo la humedad de los granos recién fermentados de 50 —
55 % a 7 — 8 % de humedad en forma natural (luz solar) o artificial (secadoras). Para secar los
granos de forma natural, se recomienda la utilizacion de tarimas de madera, parihuelas de
madera, secadores deslizantes, secadoras solares y con calamina transparente con el objetivo de
evitar la contaminacion de los granos de cacao (Gomez et al., 2014).

El tiempo de secado del grano de cacao, varia segn a la temperatura, la
intensidad solar, la lluvia y la época del afio (Nogales et al., 2006); por ello, el tiempo del secado
dura entre seis y ocho dias bajo condiciones normales, pues cuando el tiempo de secado es muy
rapido dificulta la volatilidad del acido acético, incrementa la acidez mayor cantidad de granos
violetas; y cuando el tiempo de secado es mas largo de lo normal, los granos de cacao tienen
mal olor debido a una mayor presencia de moho (Gémez et al., 2014). El contenido de alcohol
disminuye durante el secado, mientras que los &cidos aumentan ligeramente después de 24 horas
y al final de la fermentacion. También hay evidencia de una gran cantidad de nuevos
compuestos como las familias de la pirazinas y asi como otro grupo de compuestos como las
familias cetonas y cuatro hidrocarburos que desaparecen (Portillo et al., 2009).

En la selva alta del Peru, el secado de los granos en el suelo estd muy
extendido, ya sea sobre mantas de plastico o pisos de concreto, y esta practica presenta la
desventaja ya que en primer lugar se evapora la humedad del suelo y después del cacao en
grano; ademas, existe otro inconveniente, y es la contaminacion de los granos de cacao con el
excremento de los animales domésticos y tierra en lugares desprotegidos de limpieza y control
(Paredes, 2003). Este secado puede ser eficiente y de alta calidad, si el sol es “apropiado”, pero
si esto sucede el manejo se hace bien (Ortiz et al., 2004).



e. Almacenamiento
Después del secado se deben limpiar las impurezas que se encuentran en
los granos de cacao con la finalidad de conseguir un producto de calidad y alcanzar los mejores
precios, posteriormente se debe empaquetar y almacenar la produccion. Segun los indicadores
de calidad del grano del cacao requeridos por la Union Europea, el tamafio de grano minimo
autorizado es de 1 g por grano (Paredes, 2003).
2.1.3. Frutoy grano del cacao

El fruto es una baya grande (mazorca), esférica a fusiforme y poliforme,
purpura o amarillo cuando estd madura, glabra; con una longitud de 10 a 35 cmy 7 cm de ancho,
con un peso que varia de 200 hasta 1000 g y con 5 a 10 surcos longitudinales. Asimismo, el
endocarpio posee un espesor de 4 a 8 mm, es de consistencia dura y carnosa, y lefiosa cuando
esta seco. Los granos del cacao son cafés rojizos, ovados, ligeramente comprimidos, miden de
20 a 50 mm de largo, 12 a 16 mm de ancho y de 7 a 12 mm de espesor (Dostert et al., 2011).

Cada mazorca de cacao generalmente tiene alrededor de 30 a 40 semillas
acomodadas en placentacion axial e incrustada en una masa de pulpa que se desarrollada a partir
de las capas externas de la testa. Las semillas tienen una coloracion chocolate o purpdreo y
tienen un sabor amargo. Estos no tienen albumen y estan recubiertos por una capa de mucilago
blanco y sabor dulce y &cido. Gran porcentaje del volumen de la semilla en su interior esta
practicamente ocupado por los dos cotiledones del embrién, cominmente conocidos como
"granos" de cacao, que son muy ricos en almiddn, proteinas y grasas, lo que les otorga un valor
nutricional real (Quiroz y Elizalde, 2014).

El cacao es ampliamente conocido por tener semillas recalcitrantes y cuya
caracteristica es que no se puede secar sin dafiarse, porque su viabilidad se reduce con el secado,
pues al alcanzar un “contenido critico de humedad”, la viabilidad del grano se reduce a cero
(Rangel et al., 2012). En cuanto a los granos del cacao, estos poseen una cuticula, cuya funcion
es proteger los cotiledones del grano, y en el exterior esta el mucilago o hilio, que es la parte
dulce mucilaginosa, el cual facilita la fermentacion de los granos. Es decir, el mucilago facilita
distinguir algunos cultivares de cacao, por su sabor y también se sabe que el mucilago aumenta
los nutrientes en los cotiledones para la siguiente planta, que es el producto fermentado y
debidamente secado que se comercializa para hacer el chocolate (Quiroz y Elizalde, 2014).

Respecto a la Figura 1, segun Strassburger (1994), se sabe que el
endospermo es el tejido nutricional desarrollado en el saco embrionario de plantas con semillas
y logra ser utilizado como fuente de nutrimentos por el embrion en el proceso de germinacion.

Esta formado por las células muy compactas y granulos de almidon insertados en una matriz,
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gran parte de la cual es proteina. Asimismo, agrega que la testa es la mas externa de las dos
capas que se convierten en el epispermo o tegumento que envuelve la semilla de las plantas
espermatofitas. La capa mas interna se Ilama tegmen. La testa cumple una funcion especifica y
es resguardar la semilla del medio ambiente y algunas semillas producen proyecciones de la

testa que ayudan a la absorcion de agua en el instante de la germinacion.

Figura 1. Partes de la semilla del cacao

Fuente: Elaboracidn propia.

2.2. El cadmio

El cadmio (Cd) forma parte del grupo de metales de transicion (grupo B) y se
encuentra de forma natural como CdS o CdCOz. Estd como impureza en minerales de zinc (Zn)
(3 kg Cd/t de Zn), cobre (Cu) y plomo (Pb), asi como petréleo crudo y carbdn. Los compuestos
del cadmio son nocivos para la salud humana, la sobreexposicion aguda a humo con cadmio
puede dafiar a los pulmones; en cambio, el contacto continuo o repetido se relaciona con dafio
renal y un mayor riesgo de padecer cancer (Csuros y Csuros, 2002).

El cadmio ingresa al medio ambiente a partir de fuentes antropogénicas, como: la
mineria, la metalurgia, la combustion de carbén y de petréleo, y el inadecuado manejo de
residuos sélidos y peligrosos (policloruro de vinilo) por parte de los gobiernos locales. Estas
particulas de policloruro de vinilo generalmente se asientan y se adhieren a la materia organica
del suelo; pero, una fraccion de ella se diluye en agua, contaminando los cuerpos de agua. Las
formas mas frecuentes del cadmio incluyen Cd?*; también complejos de cadmio-cianuro e
hidroxidos de cadmio. Las formas preponderantes a pH superior a 8 son hidroxidos y
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carbonatos; pero, a pH menos de 8, predominan las especies de sulfato acuoso y Cd?*. En
condiciones reductoras y con presencia de azufre (S), se forma el sulfato de cadmio (CdS) que,
por su solidez, dirige la movilidad del cadmio (Volke et al., 2005).

2.2.1. Ingreso, transporte y acumulacion de cadmio

Al ser un elemento no esencial se considera que no existen mecanismos de
entrada propio para el cadmio. Sin embargo, se han encontrado algunas proteinas involucradas
en el ingreso del cadmio hacia las células, entre ellos destaca el transportador de calcio
especifico LCT1 (Clemens et al., 1998, como se citd en Rodriguez et al., 2008), y la proteina
IRT1, correspondiente a la familia de transportadores de zinc y hiero (ZIP) (Guerinot, 2000).
Otra familia de transportadores involucrados es la Nramp, ubicado en la membrana de las
vacuolas, por lo que posiblemente juerga un papel en la movilidad del cadmio y no en su entrada
a las raices (Thomine et al., 2000). Una vez que esta en el interior de la células, esta puede
coordinarse con ligandos de azufrados como glutation o fitoquelatinas y &cidos organicos
(citrato) (Clemens, 2006). Hay otras moléculas involucradas en la quelacion del metal y se trata
de pequefias proteinas ricas en cisteina Ilamadas metalotioneinas y de esta manera, los
complejos cadmio-ligando llegan a ser llevados al interior de las vacuolas o a otras células
(Shah y Nongkynrh, 2007).

En la planta, el Cd®* se aglomera en las raiz retenido por la vacuola de las
células y solo una minima cantidad es llevada a la parte aérea de la planta, donde se concentra
en orden decreciente de tallos, hojas, frutos y almendras (Chan y Hale, 2004). En células de
levadura se ha evidenciado que el Cd?* entra en la vacuola junto a las fitoquelatinas, mediante
un transportador de tipo ABC. Otra forma de ingreso del metal en la vacuola es a través un
cotransportador de Cd?*/H* situado en la misma membrana (Ortiz et al., 1995, como se citd en
Rodriguez et al., 2008). Los transportadores de cationes CAX, estan involucrados en el
transporte de calcio (Ca) hacia las vacuolas, ademas transportan otros metales como el Cd?*
(Park et al., 2005). Una vez en la raiz, el Cd** puede ingresar al xilema mediante el apoplasto
y/o mediante el simplasto formando complejos (Clemens et al., 2002).

2.2.2. Estrategias de la planta para reducir el transporte del cadmio

Ante la presencia de metales pesados en el ambiente, las plantas han
desarrollado diferentes estrategias para impedir su efecto toxico. Generalmente, la tolerancia a
los metales pesados es determinada por la disminucion del transporte hacia el interior de las
células y/o con una mayor capacidad para retener estos metales. Las raices de las plantas
constituyen una de las principales barreras de defensa a través de la inmovilizacion del Cd?* por

pectinas de la pared celular. Asimismo, los carbohidratos extracelulares (mucilago y calosa) de
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la raiz pueden participar en la inmovilizacion del metal pesado (Benavides et al., 2005). La
acumulacion de metal en los tricomas que se encuentran en la superficie las hojas es también
un mecanismo de inmovilizacion y proteccion celular (Salt et al., 1995, como se citd en
Rodriguez et al., 2008). Otro mecanismo es la disminucion del transporte o incremento de la
extrusion de cadmio por los transportadores de iones cargados positivamente de la membrana
plasmaética (Thomine et al., 2000).

Cuando el cadmio u otros metales estan dentro de la célula, son retenidos
por &cidos organicos, aminoacidos, fitoquelatinas y metalotioneinas, y luego se compartimentan
en la vacuola para evitar el efecto toxico. La fitoquelatina es uno de los mecanismos méas
importantes de proteccidn contra los metales. Su asimilacion tiene lugar a partir del glutation y
se induce en presencia de metales pesados (Clemens, 2006). Las plantas que sobreexpresan la
enzima fitoquelatina sintasa tienen mayor tolerancia a los metales pesados como el cadmio
(Pomponi et al., 2006). Otra probable molécula encargada del almacenamiento del cadmio es
la metalotioneina (pequefia proteina rica en cisteina), aunque no es la principal responsable de
la detoxificacion del metal, como sucede en células animales (Rodriguez et al., 2008).

2.3. Contaminacion del cacao con cadmio
2.3.1. El cadmio un problema en el cultivo de cacao

El cadmio es considerado un metal pesado, al respecto, el Instituto Nacional
de Investigaciones Agropecuarias (INIAP, 2015), como se cit6 en Lara (2017), sostiene que los
metales pesados conocidos como contaminantes son de dificil solucién, al momento de ingresar
a los suelos agricolas y a la cadena alimenticia, son bioacumulables. Asimismo, agrega que los
valores que son tolerables en presencia del cadmio cambian desde unos miligramos hasta solo
microgramos en el producto comercial final; por lo tanto, estos niveles considerablemente bajos
dificultan aun mas la venta del producto. Al respecto, Nava y Méndez (2011), como se citd en
Tantalean y Huauya (2017), hacen referencia que el cadmio es uno de los elementos traza mas
perjudiciales que, cuando se encuentra en el recurso suelo, las plantas lo absorben y lo
almacenan en las semillas. La exposicion de las plantas a suelos contaminado ocasiona que el
cadmio ingrese a la planta y forme parte de la cadena alimentaria. En la actualidad la
bioacumulacion de metales pesados esta considerada como muy importante, debido a que este
elemento se acumula en los rifiones, con una vida media de entre 17 a 30 afios.

Prosiguiendo el parrafo anterior, Orozco y Lopez (2015), mencionan que el
rango aceptable de cadmio de acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) es de 7
ppm de peso corporal/semana; esto es, de 60 a 70 mg por dia para persona adulta. También,

argumentan que el cultivo de cacao presenta una mayor tendencia a absorber Cd?*, porque las
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diversas investigaciones han encontrado una mayor cantidad en el producto terminado
(chocolate) a diferencia de otros alimentos y bebidas. Internacionalmente al cacao peruano,
segun Cardenas (2012), es reconocido por su calidad organoléptica, sin embargo, la presencia
del metal genera intranquilidad en los productores y sus organizaciones exportadoras de cacao
en el territorio, ya que se estan generando problemas para la entrada de este producto al mercado
principalmente europeo, pues segun Subero (2013), superan el limite maximo permisible de
cadmio (0,50 ppm).

Mite et al. (2010), indican que uno de los paises consumidores de cacao
peruano es Alemania, a razon de eso, el Instituto Aleman ha propuesto como maximo 0,1 a 0,3
ppm de cadmio en chocolate. La OMS y la Organizacién de las Naciones Unidas para la
Agricultura y Alimentacion, segun Martinez (2010), establecieron gque los limites maximos de
cadmio en el chocolate es 0,10 ppm, y los maximos niveles tolerables de cadmio en chocolate
y polvo de cacao en Alemania, Europa Central y Malasia son de 0,4; 0,5y 1,0 ppm
respectivamente. Pero, la Unién Europea (2014), modificé el Reglamento (CE) N° 1881/2006
por lo que concierne a la concentracion maxima de cadmio en los productos alimenticios,
mediante el Reglamento (UE) N° 488/2014, donde se ordena que, a partir del 2019, la
concentracion maxima de cadmio para el chocolate con leche con un contenido de materia seca
total de cacao menor a 30 %, debe ser de 0,10 ppm; para el chocolate con contenido de materia
seca total de cacao menos de 50 %, el limite maximo debe ser de 0,30 ppm; respecto al chocolate
con un contenido de materia seca de cacao mayor o igual a 50 %, debe tener un limite maximo
de 0,80 ppm; y para el cacao en polvo vendido al consumidor final, la concentracion de cadmio
debe tener un limite de 0,60 ppm.

2.3.2. El cadmio en el suelo agricola

El cadmio, de acuerdo con Sanchez et al. (2011), se acumula sobre la
superficie del suelo y su movilidad puede ser de tipo mecanica y del viento, transportando y
repartiendo el metal pesado sobre el perfil del suelo y esta es absorbida por el cultivo de cacao.
Rodriguez et al. (2008), hacen referencia que las reacciones quimicas del cadmio dependen de
las condiciones fisico-quimicas del suelo. Segun Ramirez (2002), como se cit6 en Lara (2017),
el cadmio ingresa a los suelos agricolas por accion del viento (41 %), fertilizantes y abonos
fosfatados (54 %), adicion de abono a base de estiércol (5 %) y por efluentes (lixiviados de
relaes mineros) en forma de liquidos y sélidos. También hace referencia que el metal puede
permanecer hasta 300 afios en el suelo y el 90 % se mantiene sin cambios.

El cadmio en los suelos agricolas puede darse por estar cerca de las areas

urbanas, donde los residuos de combustible, asfaltos y otros contaminantes pueden incrementar
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la cantidad del metal pesado tal como reporta el International Plant Nutrition Institute (IPNI,
2015), como se citd en Tantalean y Huauya (2017). Por su parte, Rodriguez et al. (2008);
Subero (2013), mencionan que la contaminacién por cadmio ha aumentado por la actividad
minera, metalurgia de los metales, aplicacion de fertilizantes sintéticos y organicos fosfatados
al suelo, quema de combustibles fosiles, procesos de obtencidn de cemento, pinturas, plasticos
y fabricacion de baterias. También Martinez (2010); Ruiz (2011), mencionan que las fuentes
naturales de cadmio, como las rocas o material aluvial y erosivo, es llevado por el viento y agua;
también se suma el cadmio de origen antropogénico en los suelos que puede originarse por la
deposiciéon atmosférica, heces de animales, aguas negras, lixiviados y por la fertilizacion
fosforada. Ademas, Réabago (2010), sostiene que las rocas sedimentarias tienen mas cadmio que
otros tipos de rocas.

Gonzélez et al. (2010), como se citd en Gonzalez (2016), mencionan que, a
un pH por debajo de 6, el Cd es absorbido débilmente en la materia organica y a pH por encima
de 7, el cadmio precipita con carbonatos de calcio, por lo que se alude que la acides del suelo
aporta movilidad de este elemento. Subero (2013), hace referencia que la disponibilidad del
cadmio en el suelo se relaciona con la cantidad que exista y de su capacidad para ser liberados
desde el estado solido de la solucion. Rueda et al. (2011), sustentan que los metales pesados en
los suelos agricolas estdn en minimas cantidades y que muestran una enorme variacion de
acuerdo con su origen (material parental, proceso de formacidn o transformacion del suelo) y
pueden cambiar y aumentar las cantidades de acuerdo con que actividad agronémica se realice.

En relacion con los niveles permitidos de los metales pesados en el suelo,
segun Huauya y Huamani (2014), la Union Europea ha establecido valores minimos de metales
pesados de 3 ppm en suelos agricolas, debido a que existe una relacién entre la concentracién
y el contenido de metales en el suelo y en las almendras de cacao. Miranda et al. (2008), reportan
gue en diversos paises consideran 2 ppm de cadmio total como maximo valor para suelos
agricolas, no obstante, es necesario mencionar que la norma de la concentracion maxima en los
suelos aplica solo para paises que forman la Union Europea es de 3 ppm. Barragan (2008),
indica que es importante asentar que los suelos agricolas con 3 ppm de cadmio se consideren
fitotoxicos tal como hace referencia la OMS-FAO (1992).

2.3.3. Absorcion del cadmio por las plantas de cacao

La sobreabundancia del cadmio en suelos agricolas, de acuerdo con Reynel
et al. (2016), tiende a acumularse en los diferentes tejidos de la planta. Por su parte, Huamani
et al. (2012), sustentan que los metales como el cadmio y plomo constituyen la corteza natural

de la tierra, es ahi de donde la planta de cacao absorbe el metal pesado; ademas agregan que el
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cadmio no constituye un nutriente esencial para la planta ya que no existe unidades de absorcion
especificas, sin embargo, se da una competencia o confusion con otros nutrientes, el cual la
planta toma al cadmio mediante la célula transportadora especifica de calcio. Alimentarius
(2015), como se citd en Gonzalez (2016), menciona que, investigaciones realizados en tejidos
de plantas de cacao y suelos agricolas, se ha llegado a determinar que el orden de acumulacion
de cadmio empieza desde la raiz, tronco, hoja, cascara y almendra; en este Gltimo con un
contenido minimo en comparacion a los otros tejidos de la planta.

El cadmio del suelo es absorbido en distintas proporciones por la planta de
cacao; segun Acosta (2013), llega a depender de la especie y caracteristicas de la planta,
adoptando diversas estrategias ante la presencia de dicho metal, identificando asi mayor
concentracion de cadmio en sus raices, tallos, frutos y almendras; indicando que cada planta
absorbe cadmio indistintamente segun su fisiologia. Prieto et al. (2009), también sustentan que
la facultad de las plantas para almacenar cadmio varia de acuerdo con la naturaleza del metal y
la especie vegetal; también indica que la concentracién de cadmio en el suelo es el factor clave
para que el cultivo entre en contacto. Motivo por el cual se genera una correlacion entre el
metal-suelo-raiz y la asimilacion de la planta. Otros como Miranda et al. (2008), reportan que
algunos metales como el cadmio, tiene un comportamiento electroquimico parecido a los
elementos que forman parte de la nutricion de la planta de cacao por ello son absorbidos,
translocados y acumulados.

Niveles altos de cadmio en el suelo, segun Jiménez (2015), reducen la
fotosintesis, asimilacion del agua y nutrientes, y en consecuencia el oscurecimiento de las raices
y enanismo (crecimiento aletargado), y finalmente con la muerte de la planta de cacao. Acosta
(2013); Miranda et al. (2008), coinciden que el cadmio detiene el ingreso y transporte de
elementos como Ca, Mg, P y K, considerados esenciales, asi como también el agua, llegando a
provocar en la planta de cacao deshidratacion y desnutricion. Rodriguez et al. (2008), sefialan
que el cadmio presenta modificaciones en la apertura estomatica y transpiracion de la planta, y
Pernia et al. (2008), aluden que el cadmio puede reemplazar al ion magnesio en la molécula de
clorofila, impidiendo que exista captacion de los fotones y por ende un descrecimiento de la
actividad fotosintética en la planta. A su vez, Barrueta (2013), hace mencién que incluso
minimiza absorcion del nitrégeno en su forma nitratos y su transporte de las raices al tallo;
ocasionando una clorosis por escasa absorcion de hierro, fosfatos o por la disminucion del
transporte de manganeso.

Acosta (2013), manifiesta que, por la presencia de cadmio en el suelo, la

planta de cacao incrementa la absorcion de dicho metal, acumulandose generalmente en sus
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semillas ricas en grasas, ocasionando el rechazo del producto al momento de la
comercializacion por sobrepasar los estandares minimos permitidos internacionales como el
CODEX alimentarius, y esto porque el cadmio de acuerdo con Orrofio (2011), es un metal
pesado de facil translocacion a la parte superior de las plantas. Al respecto, Huamani et al.
(2012), hacen referencia que, uno de los factores limitantes para la comercializacion del
producto es la cantidad del cadmio en los granos de cacao; ocasionado por la bioacumulacién
en la plantas de cacao absorbidas del suelo contaminado y que, ademas segun Barrueta (2013),
naturalmente la planta de cacao absorbe el cadmio del suelo y lo lleva a la semilla.

2.4. Trabajos relacionados con nuestra investigacion

Cérdenas (2012), en su trabajo de investigacion que realiz6 en Tingo Maria, reporta
que el contenido de Cd en los suelos es de 0,66 ppm y que las partes vegetativas del clon CCN—
51, como hojas, granos y cascarillas fueron de 2,84; 1,55 y 2,04 ppm respectivamente,
concluyendo que los niveles de Cd en suelo estan por debajo de lo permitido y en las partes
vegetativas estan por encima de los permitido.

En Tarapoto, Chupillon (2017), determino que la absorcion de cadmio y plomo en
genotipos como el IMC-67, POUND-12, SCA-6, EET-400, CCN-51 y cacao comun varia de
0,6 a 20,9 ppm/planta, concluyendo que el IMC-67, POUND-12 y cacao comun presentaron
minima capacidad de acumulacion de Cd y Pb con 8, 8 y 5,4 ppm/planta respectivamente;
agregando que las diferencias podrian responder a los mecanismos de absorcion que tienen las
plantas de cacao segun su variabilidad genética en respuesta a la cantidad del metal,
considerando la siguiente variable como: tiempo de exposicion entre el metal y la planta;
también sefiala que posiblemente las plantas estén presentando mecanismos de respuesta frente
al cadmio, presentando el rechazo fisiol6gico o identificacion entre el suelo y la raiz con el fin
de minimizar su almacenamiento.

Lanza et al. (2016), en su ensayo realizado en Venezuela, reportan que las
concentraciones de cadmio en parcelas de cacao en Santa Barbara del Zulia en el afio 2012
fueron de 1,74 y 2,09 ppm para el cacao hibrido fermentado e hibrido no fermentado
respectivamente y para el cacao porcelana fermentada y no fermentada fue de 1,82 y 1,90 ppm
respectivamente. En el afio 2013, las cantidades de que hallaron fueron de 0,95y 1,10 ppm para
el hibrido fermentado en madera e hibrido fermentado en cesta de plastico respectivamente y
para el cacao porcelana fermentada en madera y cesta de plastico fue de 1,57 y 1,76 ppm
respectivamente. Asimismo, afiaden que no existieron diferencias significativas entre el hibrido

fermentado y no fermentado, ni para la porcelana fermentada y no fermentada, tampoco
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variando el método de fermentacion, concluyendo que no existe efecto en la concentracion de
Cd cuando se realiza el proceso de poscosecha en los granos de cacao.

INIAP (2015), como se cito en Lara (2017), sustenta que el cadmio en la mazorca
se distribuye entre jugo y mucilago, y que a su vez es posible su movilidad hacia la testa y el
grano, lo que indicaria que evidentemente los chocolates lo presenten. Asimismo, agrega que
recomiendan que un lavado de pulpa antes de iniciado la fermentacion puede reducir dicho
metal, coincidiendo con IPNI (2015), como se cit6 en Tantalean y Huauya (2017), quienes
sustentan que el Cd en la mazorca del cacao se divide de forma diferente. Lo importante, segun
Reynel et al. (2016), que en los paises que producen cacao deben considerar el grado de
contaminacion ambiental local (aire, suelo y agua) donde se cultivay se procesa dicho producto.
Ya que estos contaminantes son transferidos al momento de exponerlos al ambiente mediante
el secado natural. Uno de los métodos de exposicion son el secado sobre el pavimento en lugares
donde el uso de vehiculos motorizados es recurrente, el cual expone a la materia prima a los
gases contaminantes (producto de la combustion de diesel).

De acuerdo con Lara (2017), diferentes investigadores sustentan que el manejo de
postcosecha y el genotipo del cacao podrian ser factores relacionados en la disposicion del
cadmio en el cultivo y por lo tanto en el grano. En Ecuador, Gonzalez (2016), hace mencion
que aln no se conoce si existe una relacion de las distintas formas de secado en la contaminacion
por cadmio del grano de cacao. En Ecuador, Reynel et al. (2016), evaluaron efectos del tipo de
secado en la calidad organoléptica del cacao; asimismo, reportaron que las almendras de cacao
secados en carretera de asfalto y concreto, asi como tendal en concreto, secadora a gas, secadora
a diésel y marquesina, contenian menos de 0,02 ppm de Cd y sin diferenciarse estadisticamente,
ademas estos niveles estaban por debajo del limite permisible estipulado en las normas Union
Europea y la Organizacion Mundial de la Salud.

En Santo Domingo, Lara (2017), evalu6 la cantidad de Cd en el CCN-51 vy la
variedad Nacional, utilizando diferentes métodos de secado, concluyendo que los tipos de
variedades si llegan a influir en la cantidad de Cd, donde el valor mas alto present6 CCN-51
(0,37 ppm) frente al Nacional (0,33 ppm); también afirma que los tipos de secado influyen en
la cantidad de Cd, donde el valor mas alto fue mediante el secado en estufa con 0,38 ppm,
continuo del secado en cemento con 0,37 ppm y el menor rango fue por el secado en asfalto
con 0,32 ppm. Ademas, concluyd que existe una sinergia en cuanto a variedades y secados en
relacién con el contenido de cadmio, ya que la tendencia fue similar analizando las variedades

y tipos de secados por separados o combinados; asimismo, recomienda que, para prevenir la
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contaminacion del cacao por el cadmio, se debera poner mayor cuidado en la seleccién del lugar

donde se va a instalar las plantaciones de cacao, previo un analisis fisico-quimico del suelo.



I1l.  MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucion
3.1.1. Ubicacion de la parcela de muestreo

La parcela donde se extrajo las muestras de suelos y las almendras frescas
de cacao de tres cultivares (CCN-51, ICS-95 y mezcla de hibridos) para la investigacion
pertenece al Fundo “San Luis” del sefior Luis Bravo, localizado en el sector Mercedes, distrito
Daniel Alomia Robles “Pumahuasi”, provincia Leoncio Prado, region Huénuco, cuyas
coordenadas son: 394942 m. E; 8985807 m. N y altitud 420 m.s.n.m.

De acuerdo con la Tabla 1, las parcelas de cacao de los tres cultivares en
estudio cuenta con las siguientes caracteristicas funcionales:

Tabla 1. Caracteristicas de las parcelas en investigacion

Caracteristicas Cultivares
CCN-51 1CS-95 Mezcla de hibridos

Edad de la plantacion 4.5 afios 4.5 afos 65 afios
Certificacion Sostenible Sostenible Sostenible
Sistema de siembra 3 x 3 (cuadrado) 3 x 3 (cuadrado) 4 x 4 (cuadrado)
Sistemas agroforestales Si Si Si
Asociacion de cultivos Platanos Platanos Platanos
Avrea total (ha) 5 5 5

Fuente: Elaboracién propia

3.1.2. Ubicacién del laboratorio
El contenido de cadmio de las muestras de suelo y los granos de cacao de
los tres cultivares, se analizaron en el Laboratorio de Suelos, Agua y Ecotoxicologia de la
Universidad Nacional Agraria de la Selva (UNAS), cuyas coordenadas son: 0410645 m. E;
8983244 m. N y altitud 647 m.s.n.m.
3.1.3. Caracteristicas climaticas y zona de vida
De acuerdo con el Servicio Nacional de Meteorologia e Hidrologia del Per(
(SENAMHI, 2017), la provincia de Leoncio Prado presenta una precipitacion anual de 3 200
mm, con una humedad relativa de 80 % anualmente y con temperaturas maxima, minima y
anual de 29, 20 y 24,2 °C respectivamente; encontrandose en la formacion vegetal de bosque
muy humedo Premontano Sub Tropical (bmh-PST), tal como se clasifica de acuerdo con la
zona de vida Holdridge (1994), como se cit6 en Tello (2008).
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3.2. Materiales y métodos
3.2.1. Disefio estadistico
El experimento consistié en base a tres etapas que pasa el grano en el
proceso del beneficio del cacao y son:
3.2.1.1. Grano fresco y fermentado
a. Componentes en estudio
Factor A (partes del grano)
a1 = Testa
a2 = Cotiledon
Factor B (cultivares de cacao)
b1 = CCN-51
b2 = 1CS-95
bz = Mezcla de hibridos
b. Tratamientos en estudio
En la Tabla 2, se muestran los seis tratamientos en estudio.

Tabla 2. Descripcién de los tratamientos

Clave Interaccion (A x B) Descripcion de los tratamientos
T1 a1 X bz Testa del CCN-51
T2 a1 X bz Testa del 1CS-95
T3 a1 X bs Testa de la mezcla de hibridos
T4 a2 X by Cotileddn del CCN-51
Ts a2 X bz Cotileddn del 1CS-95
Te a X bz Cotiledon de la mezcla de hibridos

c. Disefio experimental
Para el trabajo de investigacion, se utiliz6 el DCA con arreglo
factorial 2A x 3B, con tres repeticiones. Donde el modelo aditivo lineal es el siguiente:
Modelo aditivo lineal
Yijk=p + ai + Bj + (af)ij + €ijk
Donde:

Yiik Es la respuesta obtenida en la unidad experimental de la k - ésima repeticion, del j-

ésimo cultivar de cacao con la i - ésima parte del grano de cacao.

Es el efecto de la media general.

=
Il



19

Qi = Efecto de la i — ésima parte del grano de cacao.

Bj = Es el efecto del j — ésimo cultivar de cacao.

(of)ij = Es el efecto de la interaccion entre la i-ésima parte del grano y el j-ésimo cultivar de
cacao.

€ix = Eselefecto aleatorio del error experimental en la unidad experimental de la k - ésima

repeticion, del j-ésimo cultivar de cacao con la i - ésima parte del grano de cacao.

Para:

i = 1y 2 partes del grano de cacao.
j = 1, 2y 3 cultivar de cacao.

k = 1, 2y 3 repeticiones.

d. Andlisis estadistico
De acuerdo con el analisis de variancia (F. tab. = 0,01 y 0,05)
(Tabla 3), se halld el coeficiente de variabilidad (CV) de los ensayos con la ecuacion (1). Para
la diferencia de medias de los tratamientos se utilizo prueba de Duncan (o = 0,05). También, se
determind las diferencias de las medias de los tratamientos mediante la prueba de Duncan
(oo =0,05). Para realizar este analisis estadistico, se uso el software Microsoft Office Excel 2013
en espariol.

Tabla 3. Modelo del andlisis de variancia

FV GL SC CM F Cal. F Tab.
Tratamientos  (axb)-1 SClrat SCrrat/glirat = CMrat CMyrai/ CMee Fa(Qltrat,glee)
A a-1 SCa SCa/gla= CMa CMa/CMee Fo(9la,0lee)
B b-1 SCs SCe/gle=CMg CMg/CMee Fo(gls,glee)
AB (@-1)x(b-1)  SCaxs SCaxe/glaxe=CMaxe  CMaxe/CMee Fo(9laxs,glee)
Error exp. (axb)x(r-1) SCee SCee/glee = CMee
Total (axbxr)-1 SCiotal

a = partes del grano., b = cultivares de cacao., r = repeticién

CV=(CMe) x(100) (1)
\V4
Donde:
CV = Coeficiente de variabilidad.
CMe, = Cuadrado medio del error.
Y... = Promedio total de los tratamientos.



3.2.1.2. Grano seco

a. Componentes en estudio
Factor A (partes de la semilla)
a1 = Testa
a2 = Cotiledon
Factor B (cultivares de cacao)
b1 = CCN-51
b2 = ICS-95
bz = Mezcla de hibridos
Factor C (modos de secado)
c1 = Concreto
2 = Asfalto
c3 = Madera

b. Tratamientos en estudio

En la Tabla 4, se muestran los 18 tratamientos en estudio.

Tabla 4. Descripcion de los tratamientos

Clave Interaccion (Ax B x C) Descripcion de los tratamientos

T1 aixbixcy Testa del CCN-51 secado en concreto

T aixbixc Testa del CCN-51 secado en asfalto

T3 aixbixcs Testa del CCN-51 secado en madera

Ta arx baxcy Testa del 1CS-95 secado en concreto

Ts arx bax c2 Testa del 1CS-95 secado en asfalto

Te arx baxcs Testa del 1ICS-95 secado en madera

T7 arX bsx ¢y Testa de hibridos secado en concreto

Ts arX bsx cz Testa de hibridos secado en asfalto

To arX bsxcs Testa de hibridos secado en madera

T1o a2Xbixcy Cotileddn del CCN-51 secado en concreto
T aXbixc Cotileddn del CCN-51 secado en asfalto
T2 a2Xbixcs Cotileddn del CCN-51 secado en madera
Tis a2 xbaxcy Cotileddn del 1CS-95 secado en concreto
T14 a2 x baxco Cotileddn del 1CS-95 secado en asfalto
Tis a2 xbaxcs Cotileddn del 1CS-95 secado en madera
Tie azX bsxcy Cotileddn de hibridos secado en concreto
Tz asX bsx ¢z Cotileddn de hibridos secado en asfalto
Tis azX bsxcs Cotileddn de hibridos secado en madera
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c. Disefio experimental

Para el trabajo de investigacion, se us6 DCA con arreglo

factorial 2A x 3B x 3C y tres repeticiones.

Doénde:
Yijki

“ =
(041 -
Bi =
Ak =
(aB)ij

(ad)ik

(BM)i

(aBL)jik=

ikl =

Para:

Modelo aditivo lineal
Yiik = p+ai+ Bj + A+ (aB)ijt (od)ikt (BA)jkt (afA)ijk + &ijki

Es la respuesta obtenida en la unidad experimental de la | - ésima repeticion, del k-
ésimo modo de secado del j — ésimo cultivar con la i - ésima parte del grano.
Efecto de la media general.

Efecto de la i-ésima parte del grano de cacao.

Efecto del j-ésimo cultivar de cacao.

Efecto del k- ésimo modo de secado.

Es el efecto de la interaccion entre la i-ésima parte del grano y el j-ésimo cultivar
de cacao.

Es el efecto de la interaccion entre la i-ésima parte del grano y el k-ésimo modo del
secado.

Es el efecto de la interaccion entre el j-ésimo cultivar de cacao y el k-ésimo modo
de secado.

Efecto de la interaccion entre la i — ésima parte del grano de cacao con el j-ésimo
cultivar de cacao con el k - ésimo modo de secado.

Es el efecto aleatorio del error experimental en la unidad experimental de la | -
ésima repeticion, del k-ésimo modo de secado del j - ésimo cultivar de cacao con la
i - ésima parte del grano de cacao.

1y 2 partes del grano de cacao.
1, 2y 3 cultivares de cacao.
1, 2’y 3 modos de secado.
1, 2 y 3 repeticiones.
d. Andlisis estadistico

De acuerdo con el anélisis de variancia (F. tab. = 0,01 y 0,05)

(Tabla 5), se hallo el coeficiente de variabilidad (CV) de los ensayos (1). Ademas, se determind

las diferencias de los promedios de los tratamientos mediante la prueba de Duncan (o = 0,05).
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Tabla 5. Modelo del andlisis de variancia

Fuente de
o GL sc CM F Cal.

variacion

Tratamientos (axbxc)-1 SCrat SCrat/gltrat = CMtrat CMtrat/ CMee
A a-1 SCa SCa/gla= CMa CMa/CMee
B b-1 SCs SCs/gle = CMB CMg/CMee
C c-1 SCc SCs/gle = CMc CMc/CMee
AB (@-1)x(b-1) SCaxe  SCaxe/glaxe = CMaxs CMaxg/CMee
AxC (a-1)x(c-1) SCaxc SCaxc/glaxc = CMaxc CMaxc/CMee
BxC (b-1)x(c-1) SCexc SCexc/glexc = CMBxc CMagxc/CMee
AxBxC (@-1)x(b-1)x(c-1) SCaxsxc SCaxexc/glaxexc=CMaxexc CMaxexc/CMee

Error exp. (axbxc)x(r-1) SCee SCeelglee = CMee

Total (axbxcxr)-1 SChotal

a = partes del grano., b = cultivares de cacao., c= modos de secado., r = repeticion

3.2.2. Metodologia
3.2.2.1. Muestreo y andlisis de suelos

Se recolect6 tres muestras de suelo, uno por cada cultivar (CCN-
51, ICS-95 y mezcla de hibridos). Para la coleccion de muestras de suelos, se tomo en cuenta
la metodologia propuesta por el Ministerio del Ambiente (MINAM, 2014), donde se tomaron
60 submuestras (20 por cultivar) de suelos de cada pie de planta, en un area total de 15 ha;
luego, se mezclaron y secaron a temperatura ambiente por separado, y asi se obtuvo 1 kg de
suelo representativo por cultivar y que fue enviado al Laboratorio de Suelos, Agua y
Ecotoxicologia de la UNAS.

Segun el analisis fisico y quimico de los suelos de las parcelas de
los cultivares CCN-51, ICS-95 y mezcla de hibridos (Tabla 6); se observa que las tres parcelas
cuentan con suelos francos, cuyos pH estan entre 6,50 y 7,00, calificandolos como suelos
ligeramente neutros. Respecto a los niveles de materia organica, nitrégeno y fosforo en suelo
de las parcelas de CCN-51 y mezcla de hibridos, los valores obtenidos indican que tienen
contenidos medios; pero en los resultados del anlisis de suelo realizado en el pie de planta del
cultivar 1CS-95, existen contenidos muy bajos de materia organica, nitrogeno y fosforo.
Respecto al potasio en el suelo, se evidencia que su contenido es bajo para las tres muestras

obtenidas de tres cultivares de cacao.
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La concentracion de Cd en el suelo de las parcelas de cacao de los
cultivares CCN-51, ICS-95 y mezcla de hibridos (Tabla 6) fue 0,14; 0,09 y 0,27 ppm

respectivamente; estos valores de cadmio en el suelo son inferiores a 1 ppm. Al respecto, el

contenido de Cd en un suelo no contaminado es menor a 1 ppm (Villanueva, 2005); asimismo,

la Unidn Europea sefiala que el nivel maximo y permitido de Cd en suelos agricolas es 3 ppm

(Acevedo et al., 2005; Huauya y Huamani, 2014; Barragéan, 2008); es decir, los niveles de Cd

en los suelos de las tres parcelas estan por debajo de los limites permisibles.

Tabla 6. Andlisis fisico y quimico del suelo de las parcelas de tres cultivares de cacao

Elementos Contenido
Anélisis fisico: CCN-51 ISC-95 Hibridos
Arena (%) 36,00 36,00 38,00
Limo (%) 19,00 19,00 21,00
Arcilla (%) 45,00 45,00 41,00
Clase textural Franco Franco Franco
Analisis quimico:

pH (1:1) en agua 6,85 6,89 6,98
MO (%) 2,26 1,26 3,39
N - Total (%) 0,10 0,06 0,15
Fésforo disponible (ppm) 10,14 5,16 10,35
Potasio disponible (ppm) 94,83 96,96 109,83
Cadmio (ppm) 0,14 0,09 0,27
Ca cambiable (cmol(+)/kg) 8,19 8,90 9,99
Mg cambiable (cmol(+)/kg) 1,40 1,50 1,60
K cambiable (cmol(+)/kg) 0,10 0,20 0,24
Na cambiable (cmol(+)/kg) 0,08 0,14 0,15
Al cambiable (cmol(+)/kg)

H cambiable (cmol(+)/kg)

Bases cambiables (%) 100,00 100,00 100,00
Acidez cambiable (%) 0,00 0,00 0,00
Saturacion de aluminio (%) 0,00 0,00 0,00
CIC (cmol(+)/kg) 9,77 10,76 11,97

Fuente: Laboratorio de Suelos, Agua y Ecotoxicologia de la UNAS
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3.2.2.2. Recoleccién de los granos de cacao
Para esta actividad se tuvo en cuenta la Norma Técnica Peruana
NTP- 208.040:2008 Cacao sobre las buenas practicas en el beneficio de cacao, propuesta por
el Comité Tecnico de Normalizacion de Cacao y Chocolate (2008). Se recolecto los frutos del
fundo “San Luis” previa identificacion de los cultivares CCN-51, ICS-95 y mezcla de hibridos;
ademas, los frutos eran seleccionados, sin infecciones y otras imperfecciones que pudieran
afectar los resultados. La cosecha se hizo el mismo dia para todos los cultivares con el fin de
que todos tengan el mismo proceso de beneficio y el factor ambiental sea igual para todos.
a. Almendra fresca
Se extrajo 450 g de almendra fresca (150 kg por cultivar), luego
se separaron nueve muestras representativas (tres por cultivar), cada muestra de 0,5 kg de
almendra fresca eran puestas en bolsas Ziplok (bolsa hermética con cierre deslizable, con el fin
de conservar las caracteristicas fisicoquimicas de la muestra) bien rotuladas. Estas fueron
trasladadas al laboratorio de la UNAS para determinar la concentracion de cadmio total en dos
partes de la semilla (testa y cotileddn), haciendo un total de 18 analisis de cadmio. Es importante
mencionar que el analisis de las almendras frescas se hizo sin mucilago.
b. Grano fermentado
145,5 kg de almendra fresca por cada cultivar (CCN-51, ICS-95
y mezcla de hibridos) se dispusieron de tres cajones fermentadores (cajon por cultivar). Se
evalud el proceso de fermentacion desde el cuarto al séptimo dia de duracion, con el fin de
obtener mas de 80 % de granos fermentados para cada cultivar de cacao de manera transversal.
Una vez obtenido este porcentaje de fermentacion en campo se extrajo nueve muestras (tres
muestras por cultivar). Cada muestra tenia un peso de 0,5 kg de grano de cacao fermentado
mayor a 80 %, dispuestas en bolsas Ziplok bien rotuladas para determinar el contenido de Cd
en el laboratorio presentes en dos partes de la semilla (cotileddn y testa), haciendo un total de
18 analisis.
c. Grano seco
La masa fermentada restante de cada cultivar paso a la etapa de
secado sometido a tres formas: concreto, asfalto y madera. El secado se hizo hasta que los
granos alcanzaron un porcentaje de humedad de 8 %, siendo este ultimo dato el indicador para
la toma de las 27 muestras en grano seco (nueve por cultivar). Cada muestra tenia un peso de
0,25 kg de grano seco puestos en bolsas Ziplok bien rotuladas para el analisis de la
concentracion de Cd presentes en dos partes de la semilla (testa y cotiledon), haciendo un total

de 54 andlisis.
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3.2.2.3. Analisis de cadmio de la testa y cotiledén del grano de cacao
Segun el Laboratorio de Analisis de Suelos, Agua y Ecotoxicologia
de la UNAS se trabajo con la metodologia por via seca: a) Se peso6 2 g de muestra molida y se
colocé en un crisol identificado previamente; b) Se ubicé los crisoles en la estufa a 105 °C por
24 horas; ¢) Se retird las muestras de la estufa y se pesé; d) Se ubicé los crisoles en la mufla a
450 °C por ocho horas; e) Se apagd y se dejo enfriar antes de remover los crisoles; f) Se
humedecio las muestras calcinadas con agua destilada; g) Se adiciond gradualmente 2 ml de
HCI concentrado; h) Se ubicd los crisoles en plancha eléctrica y se calent6 gradualmente hasta
que el HCI se sec0; i) Se afiadié 2 ml de agua destilada y 2 ml de HCI concentrado; j) Se calentd
gradualmente hasta que el liquido afiadido se secd; k) Se afiadié 2 ml de HCI concentrado y se
calent6 gradualmente con la finalidad de facilitar la disolucion; 1) Se trasladé el contenido del
crisol con agua caliente y se filtrd a una fiola de 100 ml; m) Finalmente se hizo lectura en
espectrometria de absorcién atémica.
3.2.3. Caracteristicas para evaluar
3.2.3.1. Del grano fresco
Evaluacién del cadmio total en testa y cotiledon de los granos de
tres cultivares CCN-51, ICS-95 y mezcla de hibridos.
3.2.3.2. Del grano fermentado
Evaluacion del cadmio total en testa y cotiledén de los granos de
tres cultivares CCN-51, ICS-95 y mezcla de hibridos.
3.2.3.3. Del grano seco
Evaluacion del cadmio total en testa y cotiledén de los granos de
tres cultivares CCN-51, 1CS-95 y mezcla de hibridos secados en concreto, asfalto y parihuelas

de madera.



V. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Cadmio en el grano fresco de cacao

De acuerdo con el analisis de variancia para el contenido de cadmio en el grano fresco
de cacao (Tabla 7), se muestra que: a) Existen diferencias estadisticas altamente significativas
entre los tratamientos. b) Existen diferencias estadisticas altamente significativas para el factor
partes del grano (A). ¢) Existen diferencias estadisticas altamente significativas para el factor
cultivares de cacao (B). c) Existen diferencias estadisticas altamente significativas de interaccion
entre los factores partes del grano (A) y cultivares de cacao (B), siendo preciso hacer el estudio
de los efectos simples de los factores en estudio. d) El coeficiente de variabilidad fue 6,07 %; es
decir, existié excelente homogeneidad de los resultados.

Tabla 7. Andlisis de variancia para el cadmio en el grano fresco

Fuente de variacion GL SC CM SIG

Tratamientos 5 0,18 0,04 AS
A (Partes del grano) 1 0,02 0,02 AS
B (Cultivares de cacao) 2 0,14 0,07 AS
AXxB 2 0,02 0,01 AS

Error Experimental 12 0,01 0,00

Total 17 0,19

CV (%) 6,07

AS: Existe diferencias estadisticas al 1 % de probabilidad
NS: No existen diferencias estadisticas significativas

4.1.1. Efectos principales
Seguln la prueba de Duncan (a = 0,05), el contenido de cadmio en la testa
del grano de cacao (0,49 ppm) es estadisticamente mayor al contenido de cadmio en el cotileddn
del grano de cacao (0,42 ppm) posterior a la cosecha (Tabla 8), coincidiendo con la Agencia de
los Estados Unidos para el Desarrollo Internacional (USAID) y ALIANZA CACAO (s.f),
quienes reportan que con la separacion de la testa, el contenido de cadmio tiende a disminuir
en el grano, porque la testa cumple la funcion de cubrir al cotiledon y permite acumular mas

cadmio en la testa que en el cotiledon del grano.
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Tabla 8. Prueba de Duncan (o = 0,05) para el contenido de cadmio en el grano del factor partes
del grano de cacao (A)

Partes del grano (A) Cadmio (ppm) Significancia
Testa 0,49 a
Cotiledon 0,42 b

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

De acuerdo con la prueba de Duncan (o = 0,05), los contenidos de cadmio
en los granos de los cultivares de cacao se diferencian significativamente (Tabla 9). Igualmente,
Chupillon (2017), menciona que las diferencias podrian responder a los mecanismos de
absorcién que tienen las plantas de cacao segln su variabilidad genética en respuesta a la
concentracion del metal, considerando la siguiente variables como: tiempo de exposicion entre
el metal y la planta. Asimismo, de acuerdo con nuestros resultados (Tabla 9), estadisticamente
el grano fresco del cultivar ICS-95 (0,58 ppm) absorbié més cadmio en comparacion de los
granos frescos de la mezcla de hibridos (0,42 ppm) y del cultivar CCN-51 (0,37 ppm), a pesar
de que la concentracién de cadmio en el suelo de dicha parcela (0,09 ppm) fue aritméticamente
menor a la concentracion de cadmio en los suelos de las parcelas de los demas cultivares (Tabla
6) y esto posiblemente seguin Prieto et al. (2009), es la respuesta de las plantas en bioacumular
metales y cambia de acuerdo con la especie vegetal, debido a la interaccion planta-raiz-metal y
el metabolismo de la planta. Al respecto, el CCN-51 estadisticamente bioacumulé menos
cadmio en sus granos frescos que los demas cultivares (Tabla 9), posiblemente se deba a la
composicion genética que hay entre los cultivares respecto a la interaccion planta-raiz-metal o
porque de acuerdo con Chupillon (2017), posiblemente las plantas estén presentando
mecanismos de respuesta frente al cadmio, presentando el rechazo fisioldgico o identificacion
entre el suelo y la raiz con el fin de minimizar su almacenamiento.

Tabla 9. Prueba de Duncan (o = 0,05) para el contenido de cadmio en el grano del factor clones

de cacao (B)

Cultivares de cacao (B) Cadmio (ppm) Significancia
ICS-95 0,58 a

Mezcla de hibridos 0,42 b
CCN-51 0,37 c

Tratamientos unidos por la misma letra en una columna, no existe significacion estadistica
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4.1.2. Efectos simples
En la Tabla 10, se presenta el anélisis de variancia de los efectos simples
para el contenido de cadmio en el grano fresco de cacao, se observa que: a) Existe efecto de
interaccion altamente significativo entre el factor partes del grano de cacao (A) con los
cultivares CCN-51 e ICS-95., b) Existe efecto de interaccion altamente significativo entre el
factor cultivares de cacao (B) con la testa y el cotiledén del grano.

Tabla 10. Analisis de variancia de los efectos simples para el contenido de cadmio en el grano

fresco
Fuente de variacion GL SC CM Sig.
Aenb; 1 0,01 0,01 AS
Aen b 1 0,03 0,03 AS
Aen b3 1 0,00* 0,00** NS
Bena; 2 0,11 0,05 AS
Benay 2 0,05 0,03 AS
Error experimental 12 0,01

a; = Testa., a, = Cotiledon., by = CCN-51., b, = ICS-95., b; = Mezcla de hibridos
AS: Existe diferencias estadisticas al 1 % de probabilidad

NS: No existen diferencias estadisticas significativas

*:0,000267

**:0,000267

Estadisticamente se bioacumul6 méas cadmio en la testa que en el cotiledén
del grano fresco de cacao de los cultivares CCN-51 e ICS-95 (Tabla 11 y Figura 2),
posiblemente porque la testa cubre al cotiledon y bioacumula méas cadmio que el cotiledon.
Tabla 11. Prueba de Duncan (o = 0,05) para el contenido de cadmio del factor partes del grano
en interaccion con CCN-51, ICS-95 y Mezcla de Hibridos
CCN-51 ICS-95 Mezcla de Hibridos
Interaccion  Cd(ppm)  Sig.  Interaccion Cd(ppm) Sig. Interaccion  Cd(ppm)  Sig.

Testa 0,41 a Testa 0,64 a Testa 0,42 b
Cotileddn 0,33 b Cotiledon 0,51 b Cotiledon 0,43 b

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

Pero esta diferencia significativa entre la testa y cotiledon (Tabla 11), no
existe en el grano fresco de la mezcla de hibridos, porque los contenidos de cadmio fueron
estadisticamente iguales. Sin embargo, que haya mas cadmio en la testa que el cotileddn, podria
ser a que el cadmio se divide en forma desigual por toda la planta (Tantalean y Huauya, 2017)
y el mucilago al estar adherida a la testa pudo influir en que esta acumule méas cadmio que el

cotileddn, porque segin Davila (2019), la mayor concentracion de cadmio se almacena en el
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jugo y la pulpa (mucilago) del cacao, coincidiendo con Mite et al. (2016), quienes reportan que

en el mucilago se concentran hasta 8,90 ppm, la testa 2,86 ppm y en la almendra de cacao 2,55

ppm de cadmio.

" --#--- CCN-51
EN — & -1CS-95
~ ~
\ -
=~ --#- - Hibridos
3 ~_
S - .
= A
= 0,50
o]
T
O
______________________ _’
‘;‘ ::::
~~~~~~ .
0,30
Testa Cotiledon

Partes del grano
Figura 2. Contenido de cadmio del factor partes del grano en interaccion con los cultivares

CCN-51 e ICS-95 y mezcla de hibridos

Estadisticamente el cultivar 1CS-95 acumulé méas cadmio en ambas partes
del grano fresco en comparacion al contenido de cadmio obtenido por la mezcla de hibridos y
cultivar CCN-51, porque segun el Instituto de Cultivos Tropicales (ICT, 2018), existen
diferencias genéticas en la absorcion de cadmio. Asimismo, el contenido de cadmio en la testa
del grano de los hibridos fue estadisticamente igual al contenido de cadmio en la testa del
cultivar CCN-51, pero al eliminar la testa del grano de los hibridos, el contenido de cadmio es
aritméticamente menor al contenido de cadmio del cotiledon y significativamente mayor al
contenido de cadmio en el cotiledon del cultivar CCN-51 (Tabla 12), porque segun IPNI (2015),

el cadmio se distribuye de forma desigual en el fruto de cacao.
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Tabla 12. Prueba de Duncan (a = 0,05) para el contenido de cadmio del factor cultivares de
cacao en interaccion con el cotiledon y testa del grano

Testa Cotiledon
Interaccion Cd (ppm) Sig. Interaccion Cd (ppm) Sig.
ICS-95 0,64 a ICS-95 0,51 a
Hibridos 0,42 b Hibridos 0,43 b
CCN-51 0,41 b CCN-51 0,33 C

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

4.1.3. Tratamientos en estudio

De acuerdo con la Tabla 13, las concentraciones de cadmio acumulado en
la testa y cotiledon del grano fresco del clon 1CS-95 fueron estadisticamente mayores a las
concentraciones de cadmio acumulado en la testa y cotileddn de los granos frescos de la mezcla
de hibridos y clon CCN-51 respectivamente, porque muy aparte de que la bioacumulacion de
cadmio difiere por la constitucidn genética entre los clones y mezcla de hibridos; también puede
ser a la diferencia en el contenido de grasa en sus semillas, porque segun Garcia (2010), el clon
ICS-95 tiene 56 % de grasa en su semillay el clon CCN-51, tiene 54 % de grasa en su semilla,
coincidiendo con Barrueta (2013), quien sustenta que las plantas de cacao absorben lentamente
los metales pesados y lo almacenan en los granos méas grasosos. Al respecto, se podria deducir
que el contenido de grasa de los granos de la mezcla de hibridos se encuentra en la parte
intermedia, aunque es refutable porque no se tiene el analisis bromatolédgico de esas semillas.
Tabla 13. Prueba de Duncan (oo = 0,05) para el contenido de cadmio en el grano de los

tratamientos en estudio

Tratamientos Cadmio
Clave Descripcion (ppm) Significancia
Ts Testa del 1CS-95 0,64 a
T2 Cotiledon del 1CS-95 0,51 b
Ts Cotiledon de la mezcla de hibridos 0,43 c
Ts Testa de la mezcla de hibridos 0,42 C
T4 Testa del CCN-51 0,41 C
T1 Cotiledon del CCN-51 0,33 d

Tratamientos unidos por la misma letra en una columna, no existe significacion estadistica
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4.2. Cadmio en el grano fermentado de cacao

De acuerdo con el andlisis de variancia para el contenido de cadmio en el grano
fermentado (Tabla 14), se muestra que: a) Existen diferencias estadisticas altamente
significativas entre los tratamientos. b) Existen diferencias estadisticas altamente significativas
para el factor partes del grano (A). ¢) Existen diferencias estadisticas altamente significativas
para el factor cultivares de cacao (B). d) Existen diferencias estadisticas altamente significativas
de interaccion entre los factores partes del grano (A) y cultivares de cacao (B), siendo preciso
hacer el estudio de los efectos simples de los factores en estudio. d) El valor del coeficiente de
variabilidad fue 17,52 %; es decir, existio una buena homogeneidad de los resultados.
Tabla 14. Anélisis de variancia para el cadmio en el grano fermentado

Fuente de variacion GL SC CM SIG

Tratamientos 5 0,16 0,03 AS
A (Partes del grano) 1 0,12 0,12 AS
B (Cultivares de cacao) 2 0,02 0,01 AS
AXxB 2 0,01 0,01 AS

Error Experimental 12 0,02 0,00

Total 17 0,17

CV (%) 17,52

AS : Existe diferencias estadisticas al 1 % de probabilidad
NS : No existen diferencias estadisticas significativas

4.2.1. Efectos principales

Una vez finalizado la fermentacion de los granos; la testa del grano de cacao
estadisticamente sigue manteniendo mas cadmio en comparacion al contenido de cadmio
existente en el cotiledon del grano (Tabla 15), porque tal vez, la planta de cacao adoptd
estrategias de disminuir la acumulacion de este metal segin el orden del tejido en la planta,
porgue segun Chan y Hale (2004), en la planta, el Cd?* se aglomera en las raiz retenido por la
vacuola de las células y solo una minima cantidad es llevada a la parte aérea de la planta, donde
se concentra en orden decreciente de tallos, hojas, frutos y almendras respectivamente,
coincidiendo con Gonzélez (2016), quién reporta que, estudios realizados en tejidos de plantas
de cacao y suelos agricolas, se ha llegado a determinar que el orden de acumulacion de cadmio
empieza desde laraiz, tronco, hoja, cascara y almendra; en este ultimo con un contenido minimo

en comparacion a los otros tejidos de la planta. Al respecto y razén por el cual, la testa es la
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barrera de proteccion del cotiledon ante este metal toxico, lo que permite tener menor

concentracion de cadmio.
Tabla 15. Prueba de Duncan (o = 0,05) para el contenido de cadmio en el grano del factor partes

del grano de cacao (A)

Partes del grano (A) Cadmio (ppm) Significancia
Testa 0,30 a
Cotiledon 0,13 b

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

El contenido de cadmio en la testa y cotiledon con 0,49 y 0,42 ppm
respetivamente en el grano fresco (Tabla 8), se reduce aritméticamente cuando el grano de cacao
es fermentado (Figura 3a) en cajones de madera, adquiriendo concentraciones de 0,30 y 0,13
ppm respectivamente (Tabla 15). Es decir, se reduce en 39,46 y 68,52 % respectivamente del
cadmio presente en la testa y cotiledon del grano fresco (Figura 3b), coincidiendo con Lanza et
al. (2016), quienes concluyeron que el método de fermentacion del cacao llega a modificar los
niveles de los metales pesados y que la fermentacion en madera podria disminuir la

concentracion de todos los metales (menos el cromo).
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Figura 3. Contenidos de cadmio en las partes del grano: a. En grano fresco y fermentado., b.
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Aungue segun Mite et al. (2010), existen estrategias simples, como retirar
el mucilago del grano mediante el lavado antes que ingrese a la etapa de fermentacion, ya que
ayudan a reducir niveles considerables de contaminantes, sin alterar la calidad; o porque en la
fermentacion del grano existe cambios de temperatura y pH, tal como observaron Caballero et
al. (2014), que durante los 7 dias de fermentacién, la temperatura de los granos en el
fermentador oscila entre 32,1y 40,6 °C, y los pH de la testa y cotileddn variaron; y segin Ortega
(2012), el cadmio es muy susceptible a las variaciones de temperatura y pH, los cuales inducen
la liberacion del cadmio; y el cadmio al estar liberado presente en la testa y cotileddn, segun
Arroyave et al. (2009), es transportado por el xilema mediante quelantes, hasta ser eliminado
por volatilizacion.

Respecto al cotileddn, este al someterse a la fermentacion redujo un mayor
porcentaje de cadmio respecto al contenido de cadmio del grano fresco en comparacién a la
testa (Figura 3b), porque en la fermentacion del grano, segin Teneda (2016), la temperatura se
incrementa; sin embargo, Caballero et al. (2014), comprobaron que, durante la fermentacion, la
temperatura del grano al final del proceso de la fermentacion, la acidez del cotiledén aumenta
y la acidez de la testa disminuye; es decir, hay mayor presencia de acidos organicos en el
cotileddn que en la testa, acidos que son producidos segun Beckett (2008), por bacterias acéticas
que contribuyen a la muerte del embrién. Esta diferencia de &cidos orgénicos presentes en el
cotiledon y la testa, podria explicar porque el cadmio se lleg6 a reducir mas en el cotiledon que
la testa (Figura 3b) respecto al contenido de cadmio en grano fresco (Figura 3a) y esto
probablemente porque segun Pomponi et al. (2006), una vez en el interior de la célula, los
metales pesados como el cadmio son retenidos por acidos orgéanicos y luego
compartimentalizados en la vacuola para evitar su efecto toxico, porque de acuerdo con Viloria
(2013), una vacuola que esta dentro de la célula recoge los sustancias toxicas que resultan del
metabolismo celular, se acerca a la membrana celular, se une a ella y desecha el contenido al
exterior de la célula por 6smosis, difusion o dilisis.

El contenido de cadmio en el grano fresco del 1CS-95 (0,58 ppm) fue
estadisticamente mayor en comparacién al contenido de cadmio en grano fresco de los demas
cultivares (Tabla 9 y Figura 4a); pero, los granos de este cultivar al ser fermentados, reduce
68,97 % del contenido cadmio presente en su grano fresco (Figura 4b) en 0,18 ppm (Tabla 16
y Figura 4a); porque al parecer, los mecanismos de exclusion del cadmio en el grano de cacao
de este cultivar, se favorecen cuando su grano es fermentado. Caso contrario sucede con los
granos de la mezcla de hibridos cuando son fermentados, porque el cadmio de su grano fresco

(0,42 ppm) es estadisticamente menor al contenido del cadmio del 1CS-95 (Tabla 9 y Figura
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4a) y al ser fermentados, su contenido de cadmio si bien se reduce en 37,70 % respecto
contenido de cadmio en grano fresco y siendo el menor porcentaje de reduccion a diferencia de
los otros cultivares (Figura 4b), es estadisticamente menor al contenido de cadmio en el grano
fermentado del 1CS-95 (Tabla 16 y Figura 4a); porque al ser una mezcla de hibridos, existe
diferentes genotipos con distintas reacciones a la fermentacion de sus granos y posiblemente
con una gran variabilidad alejada de la media (0,26 ppm), porque cada genotipo puede tener un
diferente mecanismo de exclusion del cadmio del interior de sus granos.

Tabla 16. Prueba de Duncan (o = 0,05) para el contenido de cadmio en el grano del factor

clones de cacao (B)

Cultivares de cacao (B) Cadmio (ppm) Significancia
Mezcla de hibridos 0,26 a

CCN-51 0,20 a b
ICS-95 0,18 b

tratamientos unidos por la misma letra en una columna, no existe significacion estadistica

El contenido de cadmio en el grano fresco del 1CS-95 (0,58 ppm) fue
estadisticamente mayor en comparacion al contenido de cadmio en grano fresco de los demés
cultivares (Tabla 9 y Figura 4a); pero, los granos de este cultivar al ser fermentados, reduce
68,97 % del contenido cadmio presente en su grano fresco (Figura 4b) en 0,18 ppm (Tabla 16
y Figura 4a); porque al parecer, los mecanismos de exclusion del cadmio en el grano de cacao
de este cultivar, se favorecen cuando su grano es fermentado.

Caso contrario sucede con los granos de la mezcla de hibridos cuando son
fermentados, porque el cadmio de su grano fresco (0,42 ppm) es estadisticamente menor al
contenido del cadmio del 1CS-95 (Tabla 9 y Figura 4a) y al ser fermentados, su contenido de
cadmio si bien se reduce en 37,70 % respecto contenido de cadmio en grano fresco y siendo el
menor porcentaje de reduccion a diferencia de los otros cultivares (Figura 4b), es
estadisticamente menor al contenido de cadmio en el grano fermentado del ICS-95 (Tabla 16 y
Figura 4a); porque al ser una mezcla de hibridos, existe diferentes genotipos con distintas
reacciones a la fermentacion de sus granos y posiblemente con una gran variabilidad alejada de
la media (0,26 ppm), porque cada genotipo puede tener un diferente mecanismo de exclusion

del cadmio del interior de sus granos.
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Figura 4. Contenidos de cadmio en los cultivares de cacao: a. En grano fresco y fermentado.,

b. Porcentaje de reduccion del cadmio

Las concentraciones de cadmio presentes en los granos frescos del CCN-51,
ICS-95 y mezcla de hibridos se reducen aritméticamente en 45,50; 68,97 y 37,70 %
respectivamente cuando son fermentados (Figura 4b), manteniéndose la misma tendencia de
los resultados de las partes de grano (Figura 3b) y porque segin Luna et al. (2002), la
fermentacion es la accion equilibrada entre la temperatura, acidos organicos, alcoholes, pH y
humedad, para formar aromas y sabores propios del grano de cacao; razon por el cual, estas
acciones se relacionaria con distintos factores que involucran la reduccion del cadmio en el
grano.

Ortega (2012), menciona que el cadmio es sensible a los cambios de
temperatura y pH, lo que provoca su liberacion; esta liberacion del cadmio dentro de la célula
segun Rodriguez et al. (2008), permite ser secuestrados por acidos organicos (acidos cético,
citrico, etc.), aminoéacidos, fitoquelatinas y metalotioneinas, para ser llevados a la vacuola y se

la excrete al exterior, para ser volatilizadas, porque la importancia de la vacuola en la tolerancia



36

a los metales segun Gonzélez y Zapata (2008), ha sido probada en varios estudios. Al respecto
de la fitoquelatinas, Clemens (2006), sostiene que es uno de los mecanismos mas importantes
de proteccion contra los metales pesados, y por su parte Pomponi et al. (2006), sustentan que
las plantas que sobreexpresan la enzima fitoquelatina sintasa tienen mayor tolerancia frente al
cadmio; razon por el cual, se puede deducir que el grano del cultivar ICS-95 tenia en su interior
al momento de la fermentacion, mayor presencia de esta enzima en comparacion a los demas
cultivares, reduciendo asi un mayor porcentaje de cadmio presente en el grano fresco que los
demas cultivares (Figura 4b).

Respecto al parrafo anterior, Rodriguez et al. (2008), sustentan que las
plantas ante la presencia de los metales pesados han desarrollado diferentes estrategias para
impedir su efecto tdxico y que en general, la tolerancia a los metales se basa en la disminucion
del transporte del cadmio hacia el interior de las células con una superior capacidad para retener
a estos elementos y luego eliminarlos al exterior. Pero, estos mecanismos de tolerancia del
grano de cacao ante el cadmio fueron evidentes al alterar fisicamente su medio, aumentando la
temperatura y el pH, lo cual constituy6 alterar también la composicion quimica del grano y asi
reducir el contenido de cadmio en una media aproximada de 50 % del cadmio presente en el
grano fresco.

4.2.2. Efectos simples

En la Tabla 17, se observa que: a) Existe efecto de interaccién altamente
significativo entre el factor partes del grano de cacao (A) con los cultivares CCN-51, ICS-95y
mezcla de hibridos., b) Existe efecto de interaccion altamente significativo entre el factor
cultivares de cacao (B) con la testa.

Tabla 17. Analisis de variancia de los efectos simples para el contenido de cadmio en el grano

fermentado

Fuente de variacion GL SC CM Sig.
Acenb; 1 0,06 0,06 AS
Aen b 1 0,01 0,01 AS
Aen b3 1 0,07 0,07 AS
Benap 2 0,03 0,02 AS
Benaz 2 0,00 0,00 NS

Error experimental 12 0,02

a; = Testa., a, = Cotiledon., by = CCN-51., b, = ICS-95., b; = Mezcla de hibridos
AS: Existe diferencias estadisticas al 1 % de probabilidad
NS: No existen diferencias estadisticas significativas
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Estadisticamente existi6 menos contenido de cadmio en el cotiledon en
comparacion a la testa del grano fermentado del CCN-51, ICS-95 y mezcla de hibridos (Tabla 18

y Figura 5), porque pueden relacionarse posiblemente con tres factores: el primero, a la barrera

de proteccidn que ejerce la testa sobre el cotileddn, acumulando mayor porcentaje de cadmio y

porque en la planta, el cadmio se concentra en orden decreciente; el segundo, al fermentar el grano

hay una mayor presencia de acidos organicos en el cotiledon que en la testa, acidos que secuestran

el cadmio y ser desechados al exterior y la tercera, en la fase de la fermentacion algunos nutrientes

e incluso metales son transportados por flujo de masa del cotiledén a la testa (Falcdn, 2019).

Tabla 18. Prueba de Duncan (o = 0,05) para el contenido de cadmio del factor partes del grano
en interaccion con CCN-51, ICS-95 y Hibridos

CCN-51 1CS-95 Hibridos
Interaccion  Cd (ppm) Sig. Interaccién  Cd (ppm) Sig. Interaccion  Cd (ppm) Sig.
Testa 0,30 a Testa 0,22 a Cotiledon 0,37 a
Cotiledon 0,10 b Cotiledon 0,14 b Testa 0,16 b
Tratamientos unidos por la misma letra en una columna, no existe significacion estadistica
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Figura 5. Contenido de cadmio del factor partes del grano en interaccion con los cultivares

CCN-51 e ICS-95 y mezcla de hibridos

Estadisticamente las testas de los granos fermentados de la mezcla de

hibridos y CCN-51 acumularon mas cadmio a la testa del grano fermentado del ICS-95 (Tabla

19), porque posiblemente la estrategia de evitar la toxicidad de cadmio por parte del ICS-95 sea
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reforzada en la fermentacién a diferencia de los demas cultivares. Sin embargo, esta diferencia
entre cultivares s6lo existe en la testa; porque los contenidos de cadmio de los cotiledones en
los cultivares, fueron estadisticamente iguales (Tabla 19) y, difiriendo de los resultados del
contenido de cadmio en los cotiledones de los granos frescos de los cultivares, donde las
diferencias fueron estadisticas (Tabla 12), porque en la fermentacién hay cambios de
temperatura y pH del medio de los granos. Estos cambios, incide en la liberacion del cadmio de
los compuestos, porque segun Ortega (2012), este metal es sensible a la temperaturay pH; razén
por el cual, este metal es secuestrado por &cidos organicos y segun Portillo et al. (2006), estos
acidos se incrementan mas en el cotileddn que en la testa en la fermentacion del grano. En base
a esos factores, es posible deducir que las concentraciones de acidos fueron similares en los
cotiledones de los tres cultivares; pero diferentes en las testas de los tres cultivares.

Tabla 19. Prueba de Duncan (a = 0,05) para el contenido de cadmio del factor cultivares de

cacao en interaccion con el cotiledon y testa del grano

Testa Cotiledon
Interaccion Cd (ppm) Sig. Interaccion Cd (ppm) Sig.
Hibridos 0,37 a Hibridos 0,16 a
CCN-51 0,30 a ICS-95 0,14 a
ICS-95 0,22 b CCN-51 0,10 a

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

4.2.3. Tratamientos en estudio

Estadisticamente los contenidos de cadmio de los cotiledones en los granos
frescos del CCN-51 y mezcla de hibridos fueron mayores en contraste a los otros tratamientos
bajo estudio. Igualmente, estadisticamente el contenido de cadmio en el cotileddn del 1CS-95
fue mayor en comparacion a los contenidos de cadmio en las testas de los cultivares; siendo
estos ultimos, estadisticamente iguales (Tabla 20). Los cotiledones de los cultivares retuvieron
mayor cadmio que sus testas coincidiendo con los resultados obtenidos por INIAP (s.f.), como
se citdé en USAID y ALIANZA CACADO (s.f.), en el analisis de presencia de cadmio en granos
sin cascara (s6lo cotiledon) y granos con cascara (testa mas cotileddn) de cacao sembrados en
suelos con niveles de cadmio variable, reportando que la testa contenia 4,5 veces méas cadmio
que el cotiledon; estos resultados, se dan porque el cotiledon tiene mayor capacidad de eliminar

metales pesados que la testa cuando son fermentados.
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Tabla 20. Prueba de Duncan (oo = 0,05) para el contenido de cadmio en el grano de los

tratamientos en estudio

Tratamientos Cadmio
Clave Descripcion (ppm) Significancia

T3 Cotiledon de la mezcla de hibridos 0,37 a

T1 Cotiledon del CCN-51 0,30 a

T2 Cotiledon del 1ICS-95 0,22 b

Te Testa de la mezcla de hibridos 0,16 C
Ts Testa del 1CS-95 0,14 c
T4 Testa del CCN-51 0,10 c

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

4.3. Cadmio en el grano seco de cacao

De acuerdo con el andlisis de variancia para el contenido de cadmio en el grano
seco de cacao (Tabla 21), se muestra que: a) Existen diferencias estadisticas altamente
significativas entre los tratamientos. b) Existen diferencias estadisticas altamente significativas
para los factores partes del grano (A), cultivares de cacao (B) y modos de secado (C). ¢) Existe
diferencias estadisticas altamente significativas de interaccion entre los factores partes del
grano, cultivares de cacao y modos de secado. d) El coeficiente de variabilidad fue igual a 13,18
%; es decir, existi6 muy buena homogeneidad de los resultados.

Tabla 21. Analisis de variancia para el cadmio en el grano fermentado

Fuente de variacion GL SC CM SIG
Tratamientos 17 3,41 0,20 AS
A (Partes del grano) 1 1,56 1,56 AS
B (Cultivares de cacao) 2 0,84 0,42 AS
C (Modos de secado) 2 0,49 0,25 AS
AxB 2 0,39 0,20 AS
AxC 2 0,02 0,01 NS
BxC 4 0,05 0,01 NS
AxBxC 4 0,06 0,01 AS
Error Experimental 36 0,18 0,01
Total 53 3,59
CV (%) 13,18

AS : Existe diferencias estadisticas al 1 % de probabilidad
NS : No existen diferencias estadisticas significativas



40

4.3.1. Efectos principales

Los andlisis reportaron que estadisticamente hubo mayor concentracion de
cadmio en la testa que en el cotileddn del grano secado (Tabla 22), tan igual que en la evaluacién
de grano fresco (Tabla 8) y grano fermentado (Tabla 15) porque esta relacionado con algunos
mecanismos de tolerancia del cacao hacia el cadmio como ya lo mencionamos en los incisos de
grano fresco y fermentados. Uno de los mecanismos tiene que ver con la funcion de la testa,
que es cubrir al cotiledon; ademas, la antecede y segun Herrera (2011), la acumulacion de
cadmio sigue un orden descendente (raiz, tallo, hojas y fruto) en los tejidos de la planta del
cacao; siendo esta una posible razén por el cual se acumulé més cadmio en la testa. Al respecto,
Miranda et al. (2008), encontraron que, en las hojas més viejas de una planta de cacao, se
acumulo la mayor concentracion de cadmio total a diferencia de las hojas jovenes, debido a la
presencia de péptidos; es decir, existié mayor concentracion de péptidos en la testa que en el
cotileddn; en especial, péptidos ricos en cisteina, porque Montero et al. (2018), demostraron
que cuando las células se encuentran libres de cadmio, los péptidos ricos en cisteina son
cercanos a cero y se incrementa la concentracion de péptidos, conforme aumenta la
concentracion de cadmio, porque estos péptidos segun Shah y Nongkynrh (2007), son
moléculas encargadas de la quelacion del cadmio. Otro factor diferencial, es que en el cotileddn
hay mayor contenido de &cidos organicos que en la testa, porque varios autores sostienen que
los &cidos son encargadas de secuestrar el cadmio para que la planta las elimine.
Tabla 22. Prueba de Duncan (o = 0,05) para el contenido de cadmio en el grano del factor partes

del grano de cacao (A)

Partes del grano (A) Cadmio (ppm) Significancia
Testa 0,71 a
Cotiledon 0,37 b

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

Los contenidos de cadmio en la testa y el cotiledén del grano fresco de 0,49
y 0,42 ppm respectivamente (Tabla 9 y Figura 6a) se redujeron a 39 y 69 % respectivamente
del cadmio en el grano fresco (Figura 6b). Pero, al ser secados, el cadmio en la testa y cotiledén
se incrementaron de 0,30 y 0,13 ppm respectivamente (Figura 6a) a 0,71 y 0,37 ppm
respectivamente (Tabla 22 y Figura 6a); incrementandose en 138 y 178 % (Figura 6b).
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Figura 6. Contenidos de cadmio en las partes del grano: a. En grano fresco, fermentado y
secado., b. Porcentaje de reduccion del cadmio en la fermentacién y porcentaje de

incremento de cadmio en el secado

En el proceso de fermentacion, los granos de cacao reducen los niveles de
cadmio. Pero, al secar los granos poniéndolos en un area especifica de concreto y asfalto que
estaban al borde de la carretera a Pucallpa; el cadmio se increment6 en el grano de cacao y esto
porque segun Reynel et al. (2016), el cacao posee la particularidad de ser higroscopico, ya que
capta olores y sustancias que se acumulan en el interior de la semilla, porque al exponerlos al
ambiente mediante el secado natural sobre el asfalto, estdn propensos a contaminarse facilmente
con los gases del asfalto, gasolina y diésel que expulsan las unidades de combustion motorizada;
ademas, segun Arévalo-Hernandez et al. (2017), el cadmio se concentra en los granos por su
constitucion grasosa, como los granos de cacao que segun Reyes y Capriles (2000), son ricas
en grasa.

En la fermentacion y el secado, existen diferentes procesos fisicos, quimicos
y bioldgicos en torno y, dentro del grano como el pH y la temperatura que influyen directamente
en la bromatologia del grano y otros. Sin embargo, indirectamente esos cambios influyen en el
contenido del cadmio en el grano, debido a que este elemento es muy sensible a cambios de
temperatura y pH, liberalizandolo de compuestos en la célula; razon por el cual, hace facil la

tarea de los acidos organicos, aminodcidos, fitoquelatinas y metalotioneinas, porque segun
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Dominguez et al. (2004), estos secuestran al cadmio para ser llevado a la vacuola y prevenir su
toxicidad. Por eso, cuando se finaliza la fermentacion segun Steinau (2017), comprobd que la
acidez en el cotiledon aumenta y la acidez de la testa muestra una disminucion, y durante el
secado, la acidez se incrementa en la testa y en el cotileddn se reduce, porque segiin Nogales et
al. (2006); Ortiz et al. (2009), hay pérdida de acidos volatiles en el cotiledon que se evaporan
en el agua a través de la testa del grano; razon por el cual, en la fermentacion el cotiledon reduce
un 69 % del cadmio presente en el grano fresco mas que la testa; y en el secado, en el cotiledon
se incrementa un 178 % del cadmio presente en el grano fermentado mas que la testa (Figura
6b), debido a la baja concentracién de acidos organicos. Sin embargo, la testa acumulé mas
cadmio que el cotileddn, debido a una mayor presencia de péptidos ricos en cisteina en la testa;
porque estos péptidos, de acuerdo con Sun et al. (2008), son responsables de la quelacion del
cadmio.

De acuerdo con los resultados del cadmio presente en el grano fresco de los
cultivares (Tabla 9), suponiamos que la diferencia entre los cultivares se debia al contenido de
grasa, porque el ICS-95 acumulé méas cadmio que el CCN-51y segin Garcia (2010), el ICS-95
tiene 2 % grasa de mas en su semillay el CCN-51. Pero, al observar que los granos del ICS-95
cuando fueron fermentados y secados, estadisticamente concentraron menos cadmio en
comparacion a los cultivares (Tabla 23), porque los granos de cacao sufrieron transformaciones
importantes en la fermentacion y el secado, lo que favoreci6 estadisticamente al ICS-95 a
concentrar menos cadmio que el cultivar CCN-51 y mezcla de hibridos, y desfavorecié a la
mezcla de hibridos, porque acumulé estadisticamente mas cadmio que los demas cultivares.
Desfavoreci6 en el resultado, por la diferencia de los genotipos de cacao que hay en la mezcla;
que, a su vez, poseen distintos mecanismos de tolerancia y exclusion al cadmio, siendo menos
eficaces; 0 a una mayor concentracion de péptidos ricos en cisteina, que son responsables de la
guelacion del cadmio y acumularla mas en comparacion al CCN-51 e ICS-95, coincidiendo con
Arévalo-Hernandez et al. (2017), quienes concluyeron que los hibridos alcanzaron mayor
concentracion de cadmio en comparacion a los otros clones.

Tabla 23. Prueba de Duncan (o = 0,05) para el contenido de cadmio en el grano del factor

clones de cacao (B)

Cultivares de cacao (B) Cadmio (ppm) Significancia
Mezcla de hibridos 0,69 a
CCN-51 0,54 b
ICS-95 0,38 c

Tratamientos unidos por la misma letra en una columna, no existe significacion estadistica
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Los contenidos de cadmio en los granos fresco de CCN-51, ICS-95 y mezcla
de hibridos fueron 0,37; 0,58 y 0,42 ppm respectivamente (Tabla 9 y Figura 7a); sin embargo,
cuando estos granos fueron fermentados, el contenido de cadmio del grano fresco se redujo a
50, 69 y 38 % respectivamente (Figura 7b), alcanzando niveles de cadmio de 0,20; 0,18 y 0,26
ppm respectivamente (Tabla 16 y Figura 7a). Al respecto, en la fermentacion se originan
cambios bioquimicos en el interior del grano, pero reduciendo indirectamente hasta en un 50 %
del cadmio en los granos frescos; ademas, los granos fueron fermentados en cajones de madera,
aislandolos de agentes externos que contaminen, como el aire, porque segun Ramirez (2002),
la concentracion de cadmio en el aire de areas rurales varia 0,1 a 6,0 ppm, y el 41 % llega a la

superficie por deposicion.
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Figura 7. Contenidos de cadmio en los cultivares de cacao: a. En grano fresco, fermentado y
secado., b. Porcentaje de reduccién del cadmio en la fermentacion y porcentaje de

incremento de cadmio en el secado

Pero cuando los granos del CCN-51, ICS-95 y mezcla de hibridos son
expuestos al ambiente para ser secados sobre cemento, asfalto y madera, pasan de 0,20; 0,18 y
0,26 ppm de cadmio a 0,54; 0,38 y 0,69 ppm de cadmio respectivamente (Figura 7a),
incrementandose en 170, 111 y 162 % del cadmio presente en los granos fermentados
respectivamente (Figura 7b), y esto porque una de las desventajas del secado de los granos de
cacao sobre carreteras 0 aceras segun Reyes y Capriles (2000), es que expone a los granos al

pisoteo, a la contaminacion con detritus de animales, absorcion de malos olores, adhesion de
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polvo, y también segin Reynel et al. (2016), a los gases del asfalto, a la gasolina y diesel que
expulsan los vehiculos; siendo estos dltimos segun Volke et al. (2005), una fuente
antropogénica del cadmio que son transportados por el viento y agua, para ser depositados y
adheridos a la materia organica, y excrementos de animales presentes en la superficie.

Los granos de cacao secados en concreto y asfalto acumularon 0,62 y 0,59
ppm de cadmio respectivamente y, ademas estadisticamente acumularon méas cadmio que los
granos secados en madera (Tabla 24), porque el concreto era la acera o parte lateral del asfalto
vehicular de Tingo Maria — Pucallpa, y el asfalto, eran parte del asfalto vehicular de Tingo
Maria-Pucallpa. Es decir, ambos espacios de secado colindaban con una via donde pasan
cientos de automdviles; razén por el cual, los granos de cacao fueron méas susceptibles a
contaminarse con cadmio, porque de acuerdo con Ramirez (2002), las particulas de polvo de
caucho que provienen de los neumaticos de los coches contienen cadmio; asimismo, estas
ruedas estan galvanizadas con zinc, y segun Lara (2017), el cadmio por afinidad quimica
siempre estd junto al zinc; ademas, de acuerdo con Csuros y Csuros (2002), el cadmio
normalmente estd como impureza en minerales de zinc al igual que en el carbon y en el petréleo.

Al respecto, una de las actividades mas comunes de los productores de la
zona, es la costumbre de utilizar el asfalto para secar los granos de cacao, y segin Martinez
(2010), el asfalto es el ultimo derivado de la destilacion del petréleo en crudo que posee trazas
de metales pesados, contribuyendo de esta forma en el incremento de la acumulacion de metales
pesados en los granos; ademas, al poner en contacto a los granos con el concreto y asfalto,
también se ponen en contacto con el 6xido de cadmio que segun el Ministerio de Salud
(MINSA, 2013), es adherido a pequefias particulas que han recorrido largas distancias antes de
volver al suelo como polvo, lluvia o nieve.

Aunque de acuerdo con Rodriguez et al. (2008), el cadmio al ser
considerado un elemento no esencial, se considera que no existen mecanismos de entrada propio
para dicho elemento; pero, como el grano de cacao es higroscopico y al estar expuesto en el
ambiente para ser secado, son mas susceptibles en absorber humedad del ambiente y segun la
Fundacién Vasca para la Seguridad Agroalimentaria (ELIKA, 2014), el cadmio estd en
diferentes formas quimicas inorganicas biodisponibles en el medio acuatico, como hidrdéxido
de cadmio, carbonato de cadmioy sulfuro de cadmio, y otros compuestos inorganicos insolubles
unidos al cadmio; ademas, el cacao es también susceptible a contaminarse con sustancias
organicas e inorganicas, porque segun Christensen y Haung (1999), el cadmio puede
encontrarse adsorbido en superficies organicas e inorganicas que forman parte de minerales;

ahora, una vez que el cadmio e ingresa al grano, los transportadores especificos (proteinas) de
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calcio, zinc y hierro, seran las responsables segun Guerinot (2000), del ingreso del metal a la
célula vegetal. Estadisticamente los granos secados en madera acumularon menos cadmio en
comparacion al contenido de cadmio en los granos de cacao secados en concreto y cemento
(Tabla 24); resultados que no coincidieron con Reynel et al. (2016), quienes no encontraron
diferencias significativas en el contenido de cadmio en las muestras de cacao provenientes
secados en asfalto, carretera de concreto, tendal concreto, secadora a gas, secadora a diésel y
marquesina de madera, y cuyos valores de cadmio fueron menores a 0,02 ppm; posiblemente
porque los granos eran provenientes de genotipos tipo (nacional x criollo) con mecanismos de
tolerancia y exclusion al cadmio mas eficientes, coincidiendo con Lara (2017), quien observé
que, los granos de cacao nacional secados en estufa, cemento y asfalto acumularon menos
cadmio que los granos en CCN-51.

Tabla 24. Prueba de Duncan (a = 0,05) para el contenido de cadmio en el grano del factor tipos

de secado (C)

Modos de secado (C) Cadmio (ppm) Significancia
Concreto 0,62 a

Asfalto 0,59 a

Madera 0,40 b

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

4.3.2. Efectos simples

En la Tabla 25, se observa que: a) Existe efecto de interaccién altamente
significativo entre el factor partes del grano de cacao con los cultivares CCN-51, ICS-95 y
mezcla de hibridos; y con los métodos de secado en concreto, asfalto y madera., b) Existe efecto
de interaccién altamente significativo entre el factor cultivares de cacao con la testa; y con los
métodos de secado en concreto, asfalto y madera., ¢) Existe efecto de interaccion altamente
significativo entre el factor métodos de secado con la testa y cotiledon; y con los cultivares
CCN-51, ICS-95 y mezcla de hibridos.
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Tabla 25. Anélisis de variancia de los efectos simples para el contenido de cadmio en el grano

Seco
Fuente de variacion GL SC CM Sig.
Acen bz 1 0,58 0,58 AS
Acen b 1 0,07 0,07 AS
Aen bz 1 1,30 1,30 AS
Aenc: 1 0,61 0,61 AS
Aenc 1 0,62 0,62 AS
Aencs 1 0,35 0,35 AS
Bena; 2 1,19 0,60 AS
Benaz 2 0,04 0,02 NS
Bency 2 0,27 0,14 AS
Benc 2 0,15 0,08 AS
Bencs 2 0,12 0,06 AS
Cenax 2 0,36 0,18 AS
Cena 2 0,15 0,08 AS
Cenb; 2 0,27 0,14 AS
Cenb; 2 0,15 0,08 AS
Cenbs 2 0,12 0,06 AS
Error experimental 36 0,18 0,01

a; = Testa., a, = Cotiledon., by = CCN-51., b, = ICS-95., b; = Hibridos., ¢, = Concreto., ¢, = Asfalto., c; = Madera
AS: Existe diferencias estadisticas al 1 % de probabilidad
NS: No existe diferencias estadisticas significativas

La testa del grano cumple la funcion de ser una barrera de proteccion externa
e interna del cotiledon del grano, y a la vez acumula mas cadmio y evita en lo posible, una
mayor contaminacion de cadmio en el cotiledon porque en la testa se produce mas péptidos
ricos en cisteina como fitoquelatinas y glutatién (encargadas en la quelacién del cadmio); razon
por el cual, estadisticamente las testas de los tres cultivares de cacao y las testas secados en
concreto, asfalto y parihuelas de madera, acumularon mas cadmio que los cotiledones de los

tres cultivares y cotiledones secados en concreto, asfalto y parihuelas de madera.
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Tabla 26. Prueba de Duncan (o = 0,05) para el contenido de cadmio del factor partes del grano

de cacao (A) en interaccion con los cultivares de cacao (B) y modos de secado (C)

y CCN-51 ISC-95 Hibridos
Interaccion i i i
(ppm) Sig. (ppm) Sig. (ppm) Sig.
Testa 0,72 a 0,44 a 0,95 a
Cotiledon 0,36 b 0,32 b 0,42 b
) Concreto Asfalto Madera
Interaccion : : i
(ppm) Sig. (ppm) Sig. (ppm) Sig.
Testa 0,80 a 0,77 a 0,54 a
Cotiledon 0,44 b 0,40 b 0,26 b

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

En la Tabla 27, se observa que los granos del ICS-95 secados en concreto y
asfalto, toleran y excluyen méas a contaminarse con cadmio, porque estadisticamente
acumularon menos cadmio en comparacion a los granos del CCN-51 y mezcla de hibridos
secados en concreto y asfalto. Los granos de la mezcla de hibridos son mas susceptibles a la
contaminacion del cadmio al ser secados en asfalto y madera, porque estadisticamente
acumularon mas cadmio que los granos del CCN-51 e ICS-95 secados en asfalto y madera.
Asimismo, se muestra que los granos del CCN-51 e 1CS-95 secados en parihuelas de madera,
son mas tolerantes a la contaminacion del cadmio, porque estadisticamente acumularon menos
cadmio en comparacién a los granos de la mezcla de hibridos secados en parihuelas de madera.
Es decir, los cultivares de cacao influyen en la acumulacion de cadmio de los granos de cacao
en los tres modos de secado, porque difieren en la concentracién de cadmio y estas diferencias
se dan porque de acuerdo con Chupillén (2017), los mecanismos de absorcion varian segin la
variabilidad genética, la disponibilidad del cadmio y el tiempo de exposicion. Al hacer
comparaciones estadisticas de los contenidos de cadmio en las testas y cotiledones de los granos
frescos de la mezcla de hibridos, CCN-51 e ICS-95, encontramos que estadisticamente el ICS-
95 acumuld mas cadmio en latestay en el cotiledon, en comparacion a los contenidos de cadmio
en la testa y cotiledén del CCN-51 y mezcla de hibridos (Tabla 12). Sin embargo, después de
la fermentacién (Cuadro 19) y el secado, la testa del grano del ICS-95 acumul6 menos cadmio
en comparacion a lo acumulado por las testas de los granos fermentados y secados del CCN-51
y mezcla de hibridos (Tabla 27); es decir, existe influencia de los cultivares en la concentracion
de cadmio sobre la testa del grano, porque posiblemente en la fermentacion y el secado, la testa

del 1CS-95 repotencia sus mecanismos de tolerancia y exclusion al cadmio que las testas del
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CCN-51 y mezcla de hibridos; caso contrario, sucede con las testas de los granos de la mezcla
de hibridos, quiénes estadisticamente acumularon mas cadmio que las testas del CCN-51 e ICS-
95, porque posiblemente generan mas péptidos ricos en cisteina a diferencia de los dos
cultivares en estudio. Pero, los contenidos de cadmio en los cotiledones de los cultivares, no se
diferenciaron significativamente (Tabla 27); es decir, no hay influencia de los cultivares sobre
el contenido de cadmio en el cotiledon del grano, porque sus testas se encargan de acumular y
retener el cadmio absorbido por el grano en mayor parte, favorecido por los procesos fisicos,
quimicos y biologicos en el secado.

Tabla 27. Prueba de Duncan (a = 0,05) para el contenido de cadmio del factor cultivares de

cacao (B) en interaccion con los modos de secado (C) y con las partes del grano de

cacao (A)
. Concreto Asfalto Madera
Interaccion i i i
(Ppm) Sig. (Ppm) Sig. (Ppm) Sig.
Hibridos 0,73 a 0,76 a 0,57 a
CCN-51 0,64 a 0,62 b 0,37 b
ICS-95 0,49 b 0,39 c 0,27 b
) Testa ) Cotiledon
Interaccion i Interaccion i
(ppm) Sig. (ppm) Sig.
Hibridos 0,95 a Hibridos 0,42 a
CCN-51 0,72 b CCN-51 0,36 a
ICS-95 0,44 c ICS-95 0,32 a

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

En la Tabla 28, se muestra que hay influencia estadistica de los modos de
secado en el contenido de cadmio sobre los cultivares de cacao, y sobre la testa y cotiledon del
grano de cacao, esto porque como ya se mencion0 anteriormente, el concreto y asfalto estaban
cercanos al asfaltado de la carretera Tingo Maria-Pucallpa; mientras que la parihuela de madera
estaba alejado de este asfaltado y segun Pacheco (2009), el asfaltado produce gases, vapores y
humos que contienen sustancias toxicas, como el benceno, arsénico, sulfuro de hidrogeno y el
cadmio, tal como afirman Tantalean y Huauya (2017), quienes indican que la contaminacion
de los granos con cadmio se da cuando se trabaja frecuentemente cerca de zonas urbanas en las
que incrementa el riesgo de contaminarse con restos de combustible y asfalto; razon por el cual,
los granos de los tres cultivares, las testas y cotiledones de los granos secados en concreto y
asfalto, acumularon méas cadmio en comparacién a los tres cultivares, la testa y cotiledon

secados en madera respectivamente (Tabla 26).
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Tabla 28. Prueba de Duncan (a = 0,05) para el contenido de cadmio en el grano de cacao del
factor modos de secado (C) en interaccion con los cultivares de cacao (B) y partes

del grano de cacao (A)

. CCN-51 ISC-95 Hibridos
Interaccion i i i
(Ppm) Sig. (Ppm) Sig. (Ppm) Sig.
Concreto 0,64 a 0,49 a 0,76 a
Asfalto 0,62 a 0,39 a 0,73 a
Madera 0,37 b 0,27 b 0,57 b
) Testa ) Cotiledon
Interaccion i Interaccion i
(Ppm) Sig. (Ppm) Sig.
Concreto 0,80 a Concreto 0,44 a
Asfalto 0,77 a Asfalto 0,40 a
Madera 0,54 b Madera 0,26 b

Tratamientos unidos por la misma letra en una columna, no existe significacion estadistica
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4.3.3. Tratamientos en estudio

Los contenidos de cadmio en los granos de cacao fresco obtenidos por los
tratamientos en estudio, variaron de 0,33 a 0,64 ppm (Tabla 13); estos valores se redujeron a
0,10 a 0,37 ppm (Tabla 20) cuando los granos fueron fermentados; sin embargo, al secar los
granos de los tres cultivares de cacao en concreto, asfalto y parihuelas de madera, los niveles
de cadmio incrementaron de 0,21 a 1,02 ppm (Tabla 29), cuyos contenidos promedios de
cadmio en los granos de la mezcla de hibridos, CCN-51 e ICS-95 fueron 0,69, 0,54 y 0,38 ppm
respectivamente (Tabla 23). Los resultados indican que el secado es el punto mas critico del
proceso de beneficio del cacao, porque incrementa la concentracién de cadmio en los granos, y
esto se debe al secar los granos cerca del asfaltado Tingo Maria - Pucallpa y exponerlos en un
ambiente abierto.

Esta exposicién del grano facilité su contaminacion con cadmio, porque la
presencia de este metal es méas frecuente segin Sanchez (2016), ya que se encuentra en el aire
como cloruro o sulfato, formando particulas o vapores y recorriendo grandes distancias en la
atmosfera para luego ser acumulados en la superficie del suelo 0 en masas de agua, ademas, de
adherirse fuertemente a particulas en la tierra; que por cierto segun Rodriguez et al. (2008),
provienen de fuentes de la quema de combustibles fésiles y carbén, o los restos de materiales
como asfalto, cemento, pigmentos y plasticos; ademas, al estar cerca a la influencia del alto
transito vehicular, estos ademas de eliminar gases toxicos también expulsan metales
contaminantes como el cadmio (Han et al., 2007). Los tratamientos en base a la interaccion de
las testas del grano de cacao con los cultivares y modos de secado como el tratamiento Tg (Testa
de hibridos secado en asfalto), T+ (Testa de hibridos secado en concreto), T1 (Testa del CCN-
51 secado en concreto), T (Testa de hibridos secado en madera) y T» (Testa del CCN-51 secado
en asfalto) acumularon valores de cadmio por encima de 0,80 ppm, mientras que los
tratamientos T4 (Testa del ICS-95 secado en concreto), Ts (Testa del ICS-95 secado en asfalto),
T3 (Testa del CCN-51 secado en madera) y Te (Testa del ICS-95 secado en madera), acumularon
contenidos de cadmio menores a 0,60 ppm (Tabla 29). Pero, de acuerdo con Mite et al. (2010),
se sabe que la testa en el proceso de elaboracion de tostado para elaborar el chocolate, es
eliminada; ademas, estadisticamente la testa del grano acumula méas cadmio en comparacién al
cotiledon (Tabla 22), porque concentran mas péptidos ricos en cisteina como las
metalotioneinas (MT) y fitoquelatinas (FQ), que son encargadas de secuestrar e impedir la
contaminacion con cadmio en el cotiledon, y esto se relaciona con las diferencias de los
contenidos de proteinas en la testa y el cotiledon, porque De la Cruz et al. (2012), como se citd

en Steinau (2017), indican que los contenidos de proteinas presente en la testa y el cotiledon
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fermentado y secado es de 20,0 y 15,6 % respectivamente. Los contenidos de cadmio obtenidos
por los tratamientos en base a la interaccion de los cotiledones de los cultivares y modos de
secado como el T17 (Cotileddn de hibridos secado en asfalto), T1s (Cotiledon de hibridos secado
en concreto), T13 (Cotileddn del ICS-95 secado en concreto), T1o (Cotiledén del CCN-51 secado
en concreto), T11 (Cotiledon del CCN-51 secado en asfalto) y T14 (Cotiledon del 1CS-95 secado
en asfalto), fluctuaron de 0,31 a 0,49 ppm; valores de cadmio que fueron menores de acuerdo
con los limites maximos del contenido de cadmio en cacao y chocolate que exige la Unién
Europea (2014), que mediante el Reglamento (UE) N° 488/2014 se ordena que, a partir del
2019, el chocolate con un contenido de materia seca de cacao mayor o igual a 50 % deberé tener
un limite maximo de 0,80 ppm de cadmio y, que el cacao en polvo o como ingrediente en cacao
en polvo endulzado vendido al consumidor final (chocolate para beber), debe tener un limite de
0,60 ppm de cadmio. Pero, los niveles de cadmio de esos tratamientos estan por encima del
limite en caso de chocolate con leche con un contenido de materia seca total de cacao menor a
30 % y chocolate con contenido de materia seca total de cacao menos de 50 %, porque de
acuerdo con la Union Europea (2014), los limites serian de 0,10 y 0,30 ppm de cadmio
respectivamente. Sélo los tratamientos Tig (Cotiledon de hibridos secado en madera), Ti2
(Cotileddn del CCN-51 secado en madera) y Tis (Cotileddn del 1CS-95 secado en madera),
acumularon cadmio menos de 0,31 ppm (Tabla 29), valores que estan dentro del limite maximo
de 0,30 ppm de cadmio en chocolate con materia seca total de cacao menos de 50 %; asimismo,
menores a los limites de 0,60 y 0,80 ppm de cadmio que exige la Union Europea. Es decir, que
los cotiledones de los tres cultivares secados en parihuelas de madera, nos ayudo6 a que no se
contaminaran con cadmio y alcanzaran valores de cadmio por encima a 0,30 ppm que exige la
Unién Europea a partir del 2019, y esto porque la madera no es una fuente de contaminacién
de cadmio; ademas, hasta ahora no hay reportes que la madera sea una fuente de contaminacion,
por lo que se les consideraria como un método de secado mas apropiado para los granos de
cacao, porque los granos secados en concreto y asfalto se contaminan méas con cadmio.
Asimismo, se demuestra que el ICS-95 es mas tolerante a contaminarse con cadmio; sin
embargo, los granos del CCN-51 y la mezcla de hibridos son mas susceptibles a contaminarse
con cadmio, y esta diferencia se puede dar por los mecanismos de absorcion, tolerancia y
exclusion de los cultivares; aunque segun USAID y ALIANZA CACAO (s.f.), los cultivares
que poseen mayor porcentaje de solidos de cacao, pueden presentar mayor contenido de

cadmio.
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Tabla 29. Prueba de Duncan (o0 = 0,05) para el contenido de cadmio en el grano de los

tratamientos en estudio

Tratamientos Cadmio
Clave Descripcion ppm Sig.

Ts Testa de hibridos secado en asfalto 1,02 a
T7 Testa de hibridos secado en concreto 0,99 a
T1 Testa del CCN-51 secado en concreto 0,88 b
To Testa de hibridos secado en madera 0,85 b
T2 Testa del CCN-51 secado en asfalto 0,83 b
T4 Testa del 1CS-95 secado en concreto 0,54 c
Tz Cotileddn de hibridos secado en asfalto 0,49 c
Ts Testa del 1CS-95 secado en asfalto 0,46 c
Tie Cotiledon de hibridos secado en concreto 0,46 c
T3 Testa del CCN-51 secado en madera 0,46 c
Tis Cotileddn del 1CS-95 secado en concreto 0,44 cd
Tio Cotileddn del CCN-51 secado en concreto 0,41 cde
T Cotileddn del CCN-51 secado en asfalto 0,40 cde
Te Testa del 1CS-95 secado en madera 0,32 def
T4 Cotileddn del 1CS-95 secado en asfalto 0,31 ef
Tis Cotileddn de hibridos secado en madera 0,30 ef
T12 Cotileddn del CCN-51 secado en madera 0,28 ef
Tis Cotileddn del 1CS-95 secado en madera 0,21 f

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



V. CONCLUSIONES

Las concentraciones de cadmio en las testas y cotiledones de los granos de cacao del CCN-
51, ICS-95 y mezcla de hibridos, fueron variables; porque después de cosechar los granos
frescos presentaron concentraciones de 0,33 a 0,64 ppm de cadmio; pero cuando estos
granos fueron fermentados en cajones de madera, las concentraciones de cadmio se
redujeron de 0,10 a 0,37 ppm y cuando fueron secados en concreto, asfalto y madera, las
concentraciones de cadmio se incrementaron de 0,21 a 1,02 ppm.

Se comprobé estadisticamente que la testa del grano de cacao acumulé mayor
concentracion de cadmio que el cotileddn, tanto en grano fresco, fermentado y secado.
Estadisticamente se determind que los granos frescos de cacao del cultivar 1CS-95
acumularon mas cadmio en comparacion a los demas cultivares; pero durante la
fermentacion y secado, sus granos acumularon menos que los demas cultivares. Caso
contrario con los granos de la mezcla de hibridos, que en su etapa de grano fresco
estadisticamente acumularon menos cadmio que el 1CS-95; pero durante la fermentacion y
secado, fueron los que mas cadmio presentaron, acumulando asi mas cadmio en
comparacion a los demas cultivares.

El secado de los granos de cacao en concreto y asfalto, facilitaron estadisticamente a que
se contaminen con mas cadmio, en comparacion al secado de los granos en parihuelas de

madera.
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VI. PROPUESTAS A FUTURO

Realizar una investigacion sobre la dinamica-movilidad del cadmio en el grano fermentado
y su relacion con la calidad.

Realizar un estudio sobre la dinamica de la concentracion de cadmio en los diferentes
genotipos de cacao de diferentes cultivares y queé relacion existe con el contenido proteinas,
grasa, carbohidratos y otros de cada cultivar.

Evaluar el efecto del secado artificial de los granos de cacao y su relacion con el contenido

de metales pesados y calidad.
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