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Resumen

Uno de los productos mas llamativos en la produccion agricola en los ultimos
afios es el cacao, debido a su amplia demanda mundial que no alcanza a ser
suplida por los paises productores. Colombia produjo 47.000 toneladas reportadas
en 2014, con un aporte de 1,12% ocupando la décima posicion a nivel mundial,
capacidad que no alcanza para cubrir la produccion interna. Por esta razoén, se
cred el Plan Nacional de Desarrollo Cacaotero 2012-2021 el cual busca impulsar
este sector con un crecimiento planificado con calidad y orientado al
fortalecimiento del cacao comun pero de forma paralela con el posicionamiento del

cacao fino o de aroma.

La calidad del grano de cacao destinado a la industrializacion para consumo
humano esté regida en el pais por la Norma Técnica Colombiana 1252 de 2003.
Esta guia de productores y de la industria presenta algunos requisitos para una
evaluacion en términos fisicos, quimicos y biologicos, pero que en su mayoria son
ambiguos, poco explicitos y conllevan a decisiones subjetivas que afectan

directamente el valor comercial.

Es importante que la normativa Colombia permita estar a la vanguardia del
mercado internacional, para esto a nivel interno se debe contar con una guia que
permita definir las pruebas estandarizadas y tener la certeza que los datos
suministrados por dichas pruebas pueden ser garantias para la toma de

decisiones entre las cuales estan incluidas tener una impacto importante en el



mercado con un producto que cuente con las exigencias normativas a nivel
mundial.

En el presente proyecto se realizo la estandarizacion de las metodologias el
aseguramiento de una buena fermentacion los cuales son: indice de color, peso
de 100 granos, indice de fermentacion (contenido de antocianinas, pH y acidez,
entre los analisis bromatologicos se realizaron contenido de extracto etéreo ,
contenido de fibra cruda, contenido de cenizas , contenido de humedad |,
contenido de proteinas y las pruebas analiticas fueron el contenido de alcaloides
(teobromina, cafeina) y mondmeros de procianidinas (epicatequina, catequina).
dentro del marco normativo internacional, como referencia para la actualizacion de
la norma técnica colombiana enmarcado en el proyecto “Implementacion de
modelos para garantizar la calidad del grano de cacao en poscosecha: estrategias
sostenibles enmarcadas en el comercio internacional” financiado por el Sistema

General de Regalias.

Luego de realizar diferentes pruebas con distintos solvente el hexano presenta
un rendimiento aceptable, ademas que sus costos y porcentaje de recuperacion
son cortos por lo que debe ser el solvente utilizado realizando la extraccion en
baches de 4 horas para completar 16 horas en total, para la medicion de acidez el
cambio de filtracién por centrifugacién fue una alternativa que redujo tiempo y los

resultados fueron comparables con otros reportes.



Las pruebas de proteinas, indice de fermentacion, contenido de polifenoles,
fibra y relacién teobromina / cafeina pueden ser una buena herramienta para

diferenciar cacaos finos y de aroma, de cacaos comunes.



Planteamiento de problema

El sector agroindustrial en Colombia tiene una gran acogida a nivel
internacional debido a la variedad y exclusividad de sus frutos, es importante estar
a la vanguardia de las exigencias regulatorias de los mercados internacionales,
para encaminar la demanda en exportaciones como una forma de incrementar la
economia del pais y aprovechar los diferentes acuerdos comerciales existentes,

enmarcados dentro de los tratados de libre comercio.

El cacao es una de las materias primas agricolas mas importantes del comercio
internacional y como tal, es una fuente indispensable de divisas para los paises
productores. La contribucion del comercio de cacao en muchos paises al
intercambio con el exterior varia significativamente con las fluctuaciones del
precio, pero ha llegado a ser incluso el 54% de las ganancias por
exportacion.(Centro de exportaciones e inversiones de Nicaragua, 2012)

El principal productor de cacao es Africa, resaltando su producciéon de cacao
comun. Se estima que América Latina produce el 15% de la produccion mundial
de cacao y Colombia por su parte aporta 47.000 toneladas reportadas en 2014, lo
cual representa el 1,12% ocupando la décima posicién a nivel mundial y el quinto
en la region, segun un estudio realizado por la casa productora, United Cacao
miembro de la Fundacién Mundial del Cacao (FMC).

El cacao colombiano es conocido por ser de gran calidad, exclusivo para el uso
de chocolates finos por su punto de acidez y equilibrio. Colombia compite en esta
variedad principalmente con Venezuela, Ecuador, Pertd y Republica Dominicana.

La variedad de los granos de cacao colombianos son muy reconocidos Yy



altamente demandados en Europa.(Proexport, 2014) En Colombia se producen
cacaos comunes y de calidad Premium, ambos son finos de sabor y aroma, y
pertenecen al tercer grupo de productos con mayor ventaja comparativa en el
pais, respecto de sus competidores internacionales, dadas las condiciones
agroecologicas en términos de clima y humedad y su asociacion con otros cultivos
(Superintendencia de Industria y Comercio, 2014).

Es importante destacar que Colombia se encuentra entre los 17 paises
considerados por la Organizacién Internacional de cacao y Chocolate (ICCO)
como paises comercializadores de cacao fino y de aroma, lo cual le ha permitido

ser galardonado por importantes premios internacionales en esta categoria.

Antioquia que cuenta con 40 municipios productores de cacao, producen un
poco mas del 7,0 por ciento del total nacional, es decir, 3.250 toneladas en 2010
(crecimiento del 17 por ciento sobre 2009), es uno de los departamentos
impulsados por el Plan Decenal de Desarrollo Cacaotero para aumentar su
produccion de cacao, la produccién nacional en una primera etapa de 42.000
toneladas en 2010, a 79.800 en 2014, mejorando los cultivos existente,
incentivando la renovacion y con un direccionamiento especial para la produccion
de cacaos élites o de aroma con perfiles para la produccion de chocolateria fina.
Los alcances mencionados van orientados a reducir la dependencia de las
importaciones que demanda inversiones por 2.6 billones, transacciones realizadas
principalmente por parte de las dos grandes empresas encargadas de la

industrializacion del cacao como la Compafiia Nacional de Chocolates y Casa



Luker, las dos con sede matriz en este este Departamento y posicionarse en

nuevos mercados internacionales (CECODES, 2014).

Actualmente en Colombia no existe una diferenciacion establecida entre
cacaos comunes vs cacaos finos y de aroma lo que conlleva a que no se estipulen
estandares de calidad esto tiene un impacto directo en el precio de venta
afectando directamente al agricultor , y en consecuencia este no intervenga
efectivamente en el proceso de beneficio y no realice esfuerzos para mejorar la
calidad de su producto , ya que independientemente de las caracteristicas
organolépticas destacables que es este tenga sera comprado al mismo precio.
Entre los estandares de calidad mas importantes que deben ser medidos en el
cacao segun los diferentes sectores que este interviene se encuentran el
contenido de extracto etéreo, la acidez al terminar la fermentacion, dos de los

cuales no se establecen en la norma técnica colombiana 1252 de 2003.



Justificacién

La Norma Técnica Colombiana 1252 de 2003 es el derrotero oficial para definir
la clasificacion y los estandares de calidad que deben cumplir el cacao en grano,
destinado a la industrializacion para consumo humano. Dentro de los parametros
que estipula la Norma estan: la clasificacion del grano en las categorias de
Premium, Comun o Pasilla segin su grado de fermentacién en cacao y los

criterios fisicos (peso, color), quimicos (humedad) y microbioldgicos.

Las directrices que se especifican en la norma para la toma de muestras
pueden llegar a ser mucho mas especificas facilitando la interpretacion para el
analista, muchos de los datos analizados son cualitativos por los cual se debe
establecer de forma mas concreta los rangos que permitan identificar categorias
de calidad, se debe implementar la utilizacion de equipos que no sean menos
robustos e imprecisos , para correlacionar los datos del comprados — vendedor ,
ademas de lo antes descriptos los criterios tienen rangos muy amplios lo cual
impide:

a) Realizar una clasificacion rigurosa comparada con normas internacionales o

exigencias internas de grandes compafias productoras de chocolates.

b) Los métodos para la verificacion de cada prueba son ambiguos y subjetivos, lo
gue conlleva a falta de posicionamiento o diferenciacion de un producto de calidad

O corriente

c) La norma técnica colombiana y por consiguiente sector econdmico no

contemplan la diferenciacion de un cacao comun con el cacao fino o de aroma,



favoreciendo al sector industrial que va tener un producto de mayor calidad y
afectando al Agricultor a quien no se le veran reflejados los esfuerzos puestos en

la etapa de poscosecha.

d) La caracterizacion, identificacion y conocimiento de las propiedades biologicas,
fisicas, quimicas y sensoriales de los alimentos son componentes requeridos para
la toma de decisiones con respecto a la destinacion de los mismos, ya sea para

comercializacién directa, industrializacion o propositos de investigacion.

Razones expuestas que evidencian la importancia del manejo de estandares
de calidad normalizados que sirvan como un referente el cual permita determinar

con certeza la calidad del producto competitivo.

Se pueden consultar diversas normas y guias tantos internacionales como
nacionales las cuales especifican los parametros fisicos, quimicos, bromatoldgicos
y microbiol6gicos con los que deben contar los granos de cacao para su
clasificacion o aceptacion, dichas normas son la referencia para la toma de
decisiones entre las cuales estan el precio de compra de la materia prima, la
aceptacion o rechazo del cacao, productos de primera, segunda y tercera

categoria, segun sea el caso.

La cadena productiva de cacao debe mejorar la trazabilidad en sus procesos lo
gue reflejara un mayor valor comercial y posicionamiento en el mercado, la
posibilidad de diferenciar su producto de un cacao comun de cacao fino o de

aroma, necesario para la competencia a nivel nacional e internacional.



Es importante que la normativa de Colombia permita estar a la vanguardia del
mercado internacional, para esto a nivel nacional se debe contar con una guia
que permita al agricultor, productor, comerciante y todos los demas actores
involucrados en la cadena productiva de cacao, definir pruebas estandarizadas y
tener la certeza que los datos suministrados por dichas pruebas pueden ser

garantias para la toma de decisiones.

Dentro del Programa de la Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural de la
Gobernacién de Antioquia “Apoyo y fomento al cultivo de cacaos especiales en el
departamento de Antioquia” financiado por el Sistema General de Regalias, esta
incluido el proyecto “Implementacion de modelos para garantizar la calidad del
grano de cacao en poscosecha: estrategias sostenibles enmarcadas en el
comercio internacional”. Dentro del mencionado proyecto estan contemplados
diferentes andlisis entre los cuales se encuentran la cuantificacion de compuestos
de interés, la identificacion de la microbiota involucrada en la fermentacion del
cacao, mejoramiento del proceso de secado, identificacion de compuestos
responsables del aroma, entre otros, pero antes de llevar a cabo los
procedimientos antes descritos es importante contar con la caracterizacion
estandarizada en términos bromatoldgicos, fisicoquimicos, sensoriales y
microbiolégicos de la muestra con el objetivo que todas las muestras sean
tratadas bajo las mismas condiciones y los datos arrojados de dichos analisis sean
confiables y se permita correlacionar resultados entre los diferentes laboratorios y

analistas involucrados en dicho proyecto.



Con lo antes descrito, se puede formular la siguiente pregunta de investigacion
¢se puede realizar una guia con metodologias estandarizadas para el analisis
bromatolégico, fisicoquimico y microbiologico del cacao fermentado y seco, dentro
del marco normativo internacional, como referencia para la actualizacion de la

Norma Técnica Colombiana?



Objetivos

Objetivo general

Estandarizar las metodologias para el analisis bromatolégico, fisico y quimico del
cacao fermentado y seco, dentro del marco normativo internacional, como

referencia para la actualizacién de la norma técnica colombiana.

Objetivos especificos

e Clasificar las metodologias reportadas por diferentes entidades para la
determinacion de la calidad del cacao fermentado y seco

e Estandarizar los protocolos para la ejecucion de los andlisis bromatolégico,
fisicos y quimicos del cacao fermentado y seco bajo los estandares
internacionales

e Definir los procedimientos y pardmetros para la actualizacion de la Norma

Técnica Colombiana para el grano de cacao



Marco tedérico

El cacao y su origen

El cacao (Theobroma cacao L.) es un arbol nativo de américa tropical, el
nombre genérico deriva del griego (Theos, Dios y broma, alimento) “alimento de
los dioses”. Se cree que una poblacion de este se extiende naturalmente a la largo
del amazonas, los espafioles lo encontraron creciendo en forma silvestre en
muchos lugares, especialmente en regiones humedas. Se ubicé inicialmente en
1753, al género Theobroma en la familia Tiliaceae, pero después se consider6 que
debia ser incluido en la familia Sterculiaceae. En la actualidad se le ha clasificado
en la familia Malvaceae. El Theobroma cacao L., es una de las 22 especies del

género, es originaria de Sudamérica y parte de Centroamérica. (Landero, 2014)
Distribucion del cacao

Cacao a nivel internacional

El cacao es una de las materias primas agricolas mas importantes del comercio
internacional y como tal, es una fuente indispensable de divisas para los paises
productores. La contribucion del comercio de cacao en muchos paises al
intercambio con el exterior varia significativamente con las fluctuaciones del
precio, pero ha llegado a ser incluso el 54% de las ganancias por exportacién en
Ghana, el 40% en Costa de Marfil y el 30% en Camerun. La produccion mundial
de cacao ocupa en la actualidad mas de siete millones de hectareas y las
principales zonas productoras se encuentran en areas de bosque lluvioso tropical.

Los ocho mayores paises productores de cacao son Costa de Marfil, Indonesia,



Ghana, Nigeria, Cameran, Brasil, Ecuador, y Togo, que juntas representan el 87%
de la produccion mundial. Catorce (14) millones de trabajadores estan envueltos
en su produccion, 10 millones de los cuales se encuentran solamente en Africa
como se puede observar en la Tabla 1, asi mismo otro punto de vital importancia
es que la gran mayoria de la produccion de cacao es realizada por pequefas
comunidades productoras, lo cual hace que los medios de vida de millones de
hogares campesinos en muchos paises del mundo dependan directamente de los
precios internacionales. Solamente en Africa del Oeste, el cacao es la fuente
directa de ingresos de mas de 11 millones de agricultores , en la figura 1 se
presentan los precios de la venta del cacao en las principales bolsas de valores
del mundo para junio del 2016 (Centro de exportaciones e inversiones de
Nicaragua, 2012)

Tabla 1. Produccién de cacao en grano por paises 2010-2014
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Fuente : (International Cocoa Organization (ICCO), 2014)

Figura 1. Precio de venta del cacao en las bolsas de valores de New York y

Londres
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Cacao en Colombia
Segun el Observatorio Agrocadenas Colombia, la cadena de cacao se divide en
tres eslabones de acuerdo a cada etapa del proceso productivo. Un eslabén
primario que se refiere a los procesos de siembra, mantenimiento y recoleccion de
cacao, al cual pertenecen todos los agricultores o duefios de las tierras y
productores de insumos; un segundo eslabon que abarca la comercializacion del
grano, tanto a nivel interno como externo, desde el momento en que el grano es

comprado por los agentes, hasta que es colocado en la puerta de las fabricas



procesadoras o en el pais de destino de las exportaciones. Finalmente, el eslabon
industrial comprende el procesamiento del grano para producir licor, pasta,
manteca, polvo de cacao, chocolates y confites que contengan chocolate. (Mojica,
Joaquin, & Vega, 2006). Se puede apreciar en la Tabla 2 que los principales
departamentos productores de cacao en Colombia son Santander, Huila, Tolima,
Arauca, Antioquia.

El afio cacaotero 2014/2015 cerrdé con un aumento de la produccién del 11% y
de los precios promedio del 22% respecto al afio cacaotero anterior. Segun cifras
de la Federacion Nacional de Cacaoteros (Fedecacao), con base en el recaudo de
la cuota de fomento, que es lo que reportan las compafias al comprar el grano, el
afio cacaotero 2014/2015 finalizé con 54.120 toneladas frente a 48.762 toneladas
del afio cacaotero inmediatamente anterior. Asi mismo en materia de precios
promedio también se observé una recuperacion importante pues se pasd de
$5.262 por kilo en el afio cacaotero 2013/2014 a $6.443 en el afio cacaotero que

finaliz6 en septiembre de 2015, para una variacion del 22,45% (Rosillo, 2015).



Tabla 2.Produccién nacional de cacao en grano por departamento de 2002-2014

DEPTO/ANO | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 |
SANTANDER 16.280| 19.719| 16.803| 17.974| 15.017| 16.723| 18.178| 17.272| 19.411| 16.165| 16.225| 19.517| 19.085
HUILA 2817| 3.568] 4a70] 3.998] 3.265] 3.535] 3.323] 3.009] 4.237] 2472[ 3708] 3.466] 3.301
N.SDER 3100 4.024] 2.388] 1.638] 1.831] 1.756] 1454] 1.338] 1.609] 1.002] 2453] 1.779] 1428
TOLIMA 1.323] 2431] 1.883] 1.277] 670] 1.506] 2114] 2058] 2892] 1.569] 1.986] 3.054] 2515
ARAUCA 2552 3.249] 3.357] 3489] 2.350] 1.889] 4.479] 3.967| 3.988] 6.495] 4.501) 4.532] 5448
ANTIOQUIA 1.700] 2101] 2206] 2.100] 1.824] 2433] 2052] 2030 3.254] 2537] 3377] 3478 3553
NARINO 1.209] 1.884] 1.864] 2.854] 1.831] 1.660] 1.970] 1795 1.52] 2.280] 2882 2711] 2763
CALDAS 444|  5a8]  565|  s00|  473]  545)  600|  491| 407|166  287] 561 421
CUND/MARCA 1195  795]  546] 499] 1.025] 1.066] 849] 551 957 630]  944[ 1.477] 1573
VALLE 698) 831 552] 942 696] 513 353 452 716] 913 725 s27] 953
BOYACA 116  140]  134] 127 54 571 100] 219] 201] s63] a46] 810] 683
META 553  702] a60] 424] as8[ 652] 622] 676] 965 199] 1.023] 1.155] 1.486
RISARALDA 383]  34a[ 17| 130] 11| 270 37]  238] 40s| 256] s08] 308 394
CHOCO 85 50 97 32 22 31 20 61 19 24 212[ 322|385
CORDOBA 75 98 67 30 23 92 118 81|  216] 221] 249 3s8] 437
CESAR 1125] 1.004] 513  750] 350 559]  944] 882 735] 720 914[ 1.478] 1.243
CAQUETA 75 68 65 76 86 73] 106]  139]  123[  145]  149]  1a9] 207
CAUCA 49|  123]  2s0] 152]  10s]  173]  286] 263 331] 287  373]  310] 414
QUINDIO 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 9
GUAINIA 20 48 25 7 1 4 2 12 5 0 0 7l -
MAGDALENA 199]  148] 120 76 66| 140] 194] 192] 238] 181] 230] 186] 162
BOLIVAR 4 20 12 11 13 10  212[  314]  213] 197 307 420 349
SUCRE 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1
PUTUMAYO 0 0 0 0 1 0 0 10|  126]  437] 330 503 590
VAUPES 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 of -
CASANARE 0 0 0 3 6 6 6 56 4 12 82| 151 247
ATLANTICO 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
AMAZONAS 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
GUAJIRA 0 19 10 0 0 0 0 8 0 0 1 5 2
GUAVIARE 0 0 0 0 0 0 0 0 0 14 58 of 83
TOTAL NACIONAL | 34.002 41.704| 36.356| 37.099| 30.357| 33.482| 37.718| 36.118| 42.294 37.203| 41.670] 46.739] 47.732]

Fuente: Federacién Nacional de Cacaoteros 2014

Tipos de cacao

Cacao Criollo
Estos tienen cotiledones violeta pélido, estaminoides de color rosa palido, las
mazorcas de forma alargada con punta muy acentuada en el extremo inferior,
marcados con diez surcos muy profundos o a veces en grupos alternos cinco, el
pericarpio es rugoso y delgado, el mesocarpio poco lignificado. Siendo estas de
color rojo o verde en estado inmaduro, tornandose amarillas y anaranjado rojizos

cuando estan maduras.



Los granos del cacao Criollo son gruesos, casi redondos, con cotiledones muy
ligeramente pigmentados. Estos requieren de dos a tres dias para fermentar, es
muy aromatico y se designa comercialmente como “Cacao Fino”, presentando un

chocolate apetecido por el sabor a nuez y frutas. (Borbor, F. y Vera, M. 2007)

Figura 2. Cacaos Criollos de Maceo, Antioquia

Fuente Propia

Cacao Forastero
Es caracteristico del cacao Forastero o Amazoénico la acidez del grano, el
pequefio tamafo de la almendra, su sabor amargo y color bastante pigmentado de
los cotiledones. Estos materiales son originarios de la cuenca alta de rio
Amazonas y un ejemplo caracteristico de ellos es el material IMC 67 (lquitos
Marafion Collection) usado como patron y polinizador. Se ha expandido

principalmente al Africa Occidental y Brasil (Fedecacao, 2004).

Presentan estaminoides de color violeta, las mazorcas son amarillas cuando
estdn maduras, presentan surcos y rugosidad poco notables; son lisas y de

extremos redondeados. La cascara es algo grueso y el mesocarpio lignificado, los



granos son mas o menos aplanados con cotiledones de color purpura (Borbor, F. 'y

Vera, M. 2007)

Figura 3. Cacaos Forasteros de Maceo, Antioquia

Fuente propia

Cacao Trinitario
Desarrollados en la isla de Trinidad, proviene de cruces espontaneos y
dirigidos de Criollos y Forasteros, por lo cual presentan caracteristicas intermedias
de estos dos tipos y una amplia variabilidad genética. Son algunos de los
materiales mas difundidos hoy dia a nivel mundial. Presentan en general buenos
rendimientos y alta tolerancia a problemas fitosanitarios un ejemplo son los clones
ICS (Imperial Collage Selection), CCN (Coleccién Castro Narajal) y TSH (Trinidad

Selection Amazon) (Fedecacao, 2005).

Figura 4. Cacaos Trinitarios de Maceo, Antioquia

Fuente propia



Clasificaciéon comercial del cacao

Cacao “fino y de aroma”
Aromas y sabores frutales, florales, de nueces y de malta. Este es el sabor
caracteristico del Cacao Fino o de Aroma que lo diferencia de los demas cacaos
en el mundo. Fino de Aroma es una clasificacion de la Organizacion Internacional

del Cacao (ICCO) que describe un cacao de exquisito aroma y sabor. (Casa luker

)

La produccion de Cacao Fino ha crecido menos que la de otros tipos y esta
relacionado con los materiales genéticos. El primer grupo se relaciona con
materiales Criollo, Trinitario y Nacional. El segundo, con la variedad Forastero

Amazoénico (Amelonado).

Su produccion es importante para chocolateria fina y mezclas y se estima en
116.000 toneladas que proviene de 17 paises localizados en Suramericana,
América Central, Islas del Caribe y sudeste Asiatico. Latinoamérica se considera
un area de Cacao Fino o de Aroma, con excepcion de Brasil, México, Panama y
Peru las exportaciones se pueden apreciar en la Figura 5. Los paises clasificados
por la ICCO como productores de Cacao Fino o de Aroma en un 100% son:
Belice, Granada, Islas Sotavento, Jamaica, Samoa, Sri Lanka, Trinidad Tobago,
Venezuela, Republica Dominicana y Santa Lucia. Estos paises han transformado
su produccion utilizando materiales hibridos de alto rendimiento. (41% del area
sembrada). El rendimiento promedio oscila entre 450 y 530 kg por hectarea para
plantaciones con semillas tradicionales y entre 618 y 783 utilizando materiales

hibridos (Escobar & Rojas, 2001).



Figura 5. Distribucion del cacao segun sus ventas en Latinoamérica
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Fuente: 1CCO Quarterly Bulletin of Cocoa Statistics, Vol XXXXIX, No. 2, Cocoa Year 2012/2013
Publicado: 29-05-2013

En Colombia, las exportaciones de Cacao Fino o de Aroma son relativamente
bajas y se incluyen dentro de la partida arancelaria 1801001900, los demas
cacaos estan clasificados como crudos en grano, entero o partido. En el 2012,
Colombia export6 US$10.515.000 FOB, un 24% méas que en el
2011(US$7.981.000), pero un 27,5% menos que en 2010 (US$14.510.000) (Banco

de desarrollo de america latina, 2013).

Cacao Comun
Mas del 95 % de la produccion anual en el mundo es considerada como cacao
corriente u ordinario, los cuales proceden en su mayoria de Africa, Asia y Brasil
gue pertenece esencialmente al tipo cacao Forastero. Este cacao se destina en
gran parte para la produccion de manteca de cacao, polvo de cacao, como
aromatizante en recetas domésticas, en la preparaciéon de varios alimentos y

bebidas instantaneas.



Beneficio del cacao

Cosecha
El estado ideal para cosechar las mazorcas es cuando estdn maduras, sin
embargo, en el momento de la recoleccion, no todas se encuentran en ese estado,
y se recolectan también las mazorcas que recién comienzan su maduracion

(pintonas).

En los periodos “picos” de cosecha, las rondas de recoleccion se deben realizar
semanalmente. No obstante, en las temporadas de menor produccion, las

cosechas se pueden programar cada dos o tres semanas.

Es fundamental no dejar sobre madurar las mazorcas pues se pueden
contaminar de algunas enfermedades con hongos (fungosas). Este estado
propicia la germinacion de los granos, que se considera un defecto calidad

(Cubillos, Merizalde, & Correa, 2008).

Fermentacion

Es el proceso que continua después del desgrane. Consiste en amontonar los
granos durante varios dias con el fin de que los microorganismos descompongan
el mucilago (la pulpa blanca y azucarada que envuelve los granos), aumente la
temperatura para producir la muerte del germen o embrién y se inicien los cambios
bioguimicos y las reacciones enzimaticas en el interior de las almendras, que van
a ser los responsables de la formacion de los compuestos precursores del sabor a
chocolate. Este proceso, facilita ademas el secado de los granos (Cubillos et al.,

2008).



Esta etapa se reconoce por la formacién de precursores de aroma como
aminoacidos, péptidos, aldehidos, acidos, entre otros y la disminucion de su

composicion en alcaloides (Rodriguez, 2011).

Secado
Después de la fermentacion el cacao se debe secar inmediatamente, no solo
para disminuir la humedad del grano que debe quedar al 7%, sino también, para
que continlen algunas reacciones bioquimicas que finalmente produciran los
precursores del sabor. Es tan importante el secado como una buena fermentacion.
El contenido de humedad de los granos secos no debe ser mayor al 8% por la
propension de los granos a enmohecerse, tampoco debe estar por debajo del 6%,

ya que los granos se vuelven fragiles y quebradizos (Cubillos et al., 2008).

Durante esta etapa se forman compuestos responsables del aroma y disminuye
la acidez volatil, indicador de buena calidad

Secado natural

El secado se realiza normalmente al sol sobre plataformas de madera. Para
gue el proceso sea uniforme, el primer dia los granos se deben revolver con poca
frecuencia y en los dias siguientes con mayor frecuencia hasta terminar el

proceso.

La principal caracteristica de la finalizacion de esta etapa de forma cualitativa
es el resquebrajamiento o crujido que se siente al presionar un pufiado de los

granos en las primeras horas de la mafiana. Al terminar el secado, en el interior de



los granos se desarrolla la estructura arrifionada y el color pardo tipico del cacao
bien beneficiado (Cubillos et al., 2008).

Secado artificial

En algunas regiones (Arauca, por ejemplo), la época de cosecha coincide con la
temporada de invierno y bajo condiciones naturales es dificil secar el cacao debido
la escasa luminosidad. En ese caso hay que emplear un sistema de secado
artificial porque de lo contrario el secado al sol seria muy prolongado y los granos
correrian el riesgo de contaminarse de hongos deteriorandose su calidad. Por tal
motivo deben utilizarse diferentes metodologias como secadores rusticos, lechos

fluidizados, hornos entre otros (Cubillos et al., 2008).

Beneficios del cacao para la salud

El cacao se considera una estimulante debido a las presencia de innumerables
sustancias como purinas, alcaloides, teobromina, cafeina, ademas de esto tiene
un alto poder nutricional debido a sus altos niveles de hidratos de carbono, lipidos,
proteinas, se reportan 300 compuestos quimicamente activos (Araujo, Fernandes,
et al., 2014).

Los flavonoides pueden tener un marcado impacto en el estado de animo. En
primer lugar, afectan los procesos neurofisiolégicos asociados a menudo con
trastornos del estado de animo. En segundo lugar, mejorar los comportamientos
gue dependen en la motivacion y las emociones. En tercer lugar, estimulan el

rendimiento cognitivo y el flujo sanguineo cerebral. En cuarto lugar, tienen



propiedades antidepresivas en modelos de comportamiento de los animales
(Smith, 2013).

El cacao es una fuente importante de flavonoides, principalmente flavonoides,
epicatequina y catequina y de bajo peso molecular, procianidina tal como
procianidina B1 y B2, metilxantinas, principalmente teobromina y cafeina), y
magnesio; todas son sustancias biol6égicamente activas que pueden afectar
positivamente la salud humana.

El cacao es también una fuente importante de fibra dietaria (DF), en contraste
con el chocolate. Los efectos cardioprotectores de cacao estan bien establecidos
con varios examenes exhaustivos publicados han demostrado que pueden mejorar
potencialmente la salud, los fabricantes de cacao estdn produciendo nuevos
productos de cacao funcionales enriquecidos con compuestos bioactivos, con
bajos niveles de grasa y azlcar (Sarria et al., 2015).

Diversas investigaciones han descrito que cuando el chocolate es industrializado
su contenido de hidratos de carbono y lipidos puede considerarse como peligroso
para la salud, por esto se recomienda consumir en bajas cantidades, sin embargo
en los granos de cacao sin transformar se ha sugerido que mejoran la presion
sanguinea, la agregacion plaquetaria y la funcion endotelial (Kerimi & Williamson,

2015).



Determinacion de la calidad del cacao

Calidad fisica

Color: El color es una percepcion humana de la luz reflejada por un objeto. Se
trata de una apreciacion, que depende de cOmo nuestros ojos detectan la luz
reflejada y de cdmo nuestro cerebro la procesa. Esta afectado por el objeto, el
observador, el iluminante, la geometria optica, el area, fondo, superficie, brillo y
temperatura. Se lo define entonces como una respuesta mental al estimulo que
una radiacion luminosa visible produce en la retina. Se considera un concepto
psicofisico, relacionado al mismo tiempo con la psicologia del observador, la
fisiologia de la vision y la energia radiante espectral de una fuente luminosa. Cada
color tiene su propia apariencia basada en tres elementos: matiz, valor y croma. Al
describir un color usando estos tres atributos se identifica con precision un color

especifico y se distingue de cualquier otro (X-rite, 2002).

Calidad bromatologica

Extracto etéreo

Se denomina extracto etéreo o grasa bruta al conjunto de sustancias de un
alimento que se extraen con solventes organicos (ésteres de los acidos grasos,
fosfolipidos, lecitinas, esteroles, ceras, acidos grasos libres). La extraccion
consiste en someter la muestra exenta de agua (deshidratada) a un proceso de
extraccion continua (Soxhlet) utilizando para la extraccion solventes organicos
como pueden ser hexano, éter de petroleo, etil éter. El contenido de grasa esta

cerca del 50 al 55 % en cacao fresco y luego de ser tostado presenta



aproximadamente entre 48 al 52 %; el cual esta constituido principalmente de
glicéridos como el acido oleico, laurico, palmitico, esteérico y araquico (Belitz,

citado por Wakao 2002).

Proteinas

Las proteinas son biomoléculas formadas basicamente por carbono, hidrogeno,
oxigeno y nitrogeno. Pueden ademas contener azufre y en algunos tipos de
proteinas, fésforo, hierro, magnesio y cobre entre otros elementos. Pueden
considerarse polimeros de unas pequefias moléculas que reciben el nombre de
aminoécidos y serian, por tanto, los monémeros. Los aminoacidos estan unidos

mediante enlaces peptidicos (V. Guillén Luque, n.d.).

Fibra cruda

Se debe entender la fibra cruda como la parte organica del alimento que es
insoluble y no digestible y que esta formada en la inmensa mayoria de las
ocasiones por celulosas y lignocelulosas provenientes de los tejidos vegetales. No
debe confundirse con la denominada fibra dietética o soluble que, aunque no se
absorbe como nutriente en el intestino humano, pero que es fisiologicamente

importante en los procesos intestinales (JMFS, 2005).

Cenizas
Las cenizas de un alimento son un término analitico equivalente al residuo
inorganico que queda después de calcinar la materia organica. Las cenizas

normalmente, no son las mismas sustancias inorganicas presentes en el alimento



original, debido a las perdidas por volatilizacion o a las interacciones quimicas

entre los constituyentes. (Mexico, 2008)

Humedad

Todos los alimentos, cualquiera que sea el método de industrializacion al que
hayan sido sometidos, contienen agua en mayor o menor proporcion. Las cifras de
contenido en agua varian entre un 60 y un 95% en los alimentos naturales. En los
tejidos vegetales y animales, puede decirse que existe en dos formas generales:
“agua libre” Y “agua ligada”. El agua libre o absorbida, que es la forma
predominante, se libera con gran facilidad. El agua ligada se halla combinada o
absorbida. Se encuentra en los alimentos como agua de cristalizacion (en los
hidratos) o ligada a las proteinas y a las moléculas de sacaridos y absorbida sobre

la superficie de las particulas coloidales (Unam, 2008).

Calidad quimica
Acidez
El contenido de &cidos organicos, compuestos que aportan a la acidez del perfil
sensorial del cacao, varia entre el 1.2% y 1.6% (Tabla 3). Algunos, entre ellos el
acético, citrico y oxalico, se forman durante la fermentacion El acido acético y el
acido citrico destacan por su mayor presencia (Amores, Palacios, Jiménez, &

Zhang, 2009).



Tabla 3. Composicion de acidez en los diferentes paises productores de cacao

Acidos organicos, g /100g de muestra
Pais Acético | Oxilico | Citrico Malico | Succinico | Lactico
Brasil 0,81 0,06 0,37 0,19 0,19 0,27
Ecuador 0,51 0,08 043 0,28 0,16 0,29
Venezuela 0,62 0.09 0,76 0,33 0,37 0,21
Rep. Dominicana 0,55 0,17 0,86 0,28 0,23 0,30
Ghana 0,51 0,10 0,58 0,14 0,36 0,22
Malasia 0,76 0,08 0,52 0,20 0,26 0,50

Capacidad antioxidante

Los polifenoles encontrados en el grano de cacao se almacenan en las células
pigmentadoras de los cotiledones y dependiendo del contenido de antocianinas
estas células pueden llegar a tener una tonalidad purpura oscura. Los grupos de
polifenoles mas abundantes en cacao son metabolitos tipo flavonoide,
especialmente 3 grupos basicos con un nucleo comun tipo flavan-3-ol: catequinas
(37%), antocianinas (4%) y proantocianidinas (58%). La principal catequina es (-)-
epicatequina que representa cerca del 30% del contenido de polifenoles del grano,
otras catequinas minoritarias son (+)-catequina, (+)-gallocatequina y (-)-
epigallocatequina. La fraccion de antocianinas consiste principalmente de
cianidina-3-arabinosa y cianidina-3-D-galactosa y entre las procianidinas, las mas
abundantes son aquellas unidades diméricas, triméricas y oligoméricas de
epicatequina y flavan-3,4-diol. En estudios previos se ha mostrado que el
contenido total de polifenoles solubles en los granos de cacao secos Yy
desengrasados de la variedad Forastero, varia entre 10-15%, donde el contenido
de (-)-epicatequina oscila entre 34.65 y 43 mg/g mientras que los cacaos Criollos

contienen solo 2/3 partes de este contenido (Gil Quintero, 2012).



Teobromina / cafeina

La teobromina y la cafeina constituyen mas del 99% del contenido de los
alcaloides en cacao, y lo restante son trazas de teofilina y salsolinol.
Generalmente el contenido de alcaloides est4 determinado por el genotipo y la
maduracién de la semilla los contenidos de teobromina y cafeina disminuyen a
medida que avanza la fermentacion aproximadamente en un 24% en el cacao de
fincas comerciales y en un 15 % en el cacao “Fino” (Belitz, citado por Wakao
2002).

Tabla 4. Contenido de teobromina en el cacao en sus diferentes etapas de

beneficio

Duracién de la Cdscara seca de Cotileddn desgrasado
fermentacién Teobromina % secos Teobromina %

0 0,28 2,96

2 0,28 3,05

4 2,35 2,57

6 2,35 2,36

8 2,33 2,23

10 2,33 2,22

Fuente: Rohan, T. El beneficio del cacao bruto, destinado al mercado p. 95, citado por Wakao (2002).

Tabla 5. Relaciéon teobromina / cafeina

Grupos Valor de Teobromina / Cafeina
Cacaos Forasteros 15-10
Cacao Trinitario 2-10
Cacaos Criollos 2-1

Fuente: Hasing, H. 2004



Perfil de acidos grasos

La grasa de cacao contiene predominantemente triglicéridos de acidos grasos
consistentes de &cidos oleico (37,3%), estearico (34,4%), y palmitico (26,2%). Mas
de 73% de los glicéridos estan presentes como formas monoinsaturadas. El acido
estearico, un acido graso saturado que, a diferencia de otros, no aumenta el nivel

de colesterol en la sangre, no es aterdgeno (Salinas & Bolivar, 2012).

Diferentes estudios confirman que los cambios en las proporciones de los
acidos grasos del cacao puede estar influenciados por el &rea de cultivo de los
granos de cacao y las condiciones del clima en el afio, especialmente la
temperatura. Esta relacion es de vital importancia en aquellos grupos que influyen
en las caracteristicas fisicas de la manteca de cacao tales como el contenido de

grasa solida y el perfil de fusion (Zyzelewicz et al., 2014).



Revisiéon de la norma técnica Colombia 1252 de 2003 bajo las exigencias de

normas internacionales y reportes cientificos

Este capitulo responde al alcance del primer objetivo especifico de clasificar las
metodologias reportadas por diferentes entidades para la determinacion de la
calidad del cacao fermentado y seco, el cual se desarrolla mediante la
presentacion de los materiales y métodos empleados, el analisis de los resultados

obtenidos y sus respectivas conclusiones.
Materiales y métodos

Reactivos
Los reactivos marca Merck® (Alemania) empleados para los andlisis fueron: n-
hexano (96 %), dietil éter (99 %), éter de petréleo (99 %), ciclohexano (99 %),
metanol (99,9 %), cloroformo (99 %), acido sulfurico (96 %), &cido clorhidrico (0,1
N), hidréxido de sodio (99 %), acido bérico (99,5 %), sulfato de potasio y sulfato de
cobre, n-octanol, acetona anhidrida (99,6 %), ftalato acido de potasio, FPA vy

fenolftaleina.

En algunos analisis fueron empleados papel filtro Whatman N° 4, de 0,45 umy

125 mm Schleicher & Schuel y dedales de celulosa.

Material vegetal



Mazorcas de cacao obtenidas de una finca Cannes ubicada en la vereda de
Betulia del municipio de Maceo, Antioquia de la subregion del Magdalena Medio,
de la cosecha de mayo de 2016, fermentada en cajas de madera y secadas al sol

durante seis dias.

Comparacion de la Norma Técnica Colombiana — NTC 1252 de 2013

Para la comparacion de la norma NTC 1252 de 2003 se realiz6 la busqueda de
normas nacionales relacionadas con las exigencias de calidad del grano de cacao
fermentado y seco de interés para los productores, compradores y la industria. Las
normas fueron elegidas de paises productores de cacao fino de aroma (Venezuela
y Ecuador) y de cacao Comun (México, asi como de un pais reconocido por ser
principalmente importador de esta materia prima (Argentina). Otras referencias
mundiales fueron el Codex Alimentario que rige a nivel mundial y los Métodos
Oficiales de Analisis de sus siglas en inglés American Official Method AOAC

International.

Otra fuente secundaria consultada fueron las publicaciones reportadas en el
periodo establecido entre 1994 a 2016, para la realizacion de las pruebas de

analisis mencionados en las normas consultadas.

Contenido de extracto etéreo, EE

A partir de la revision realizada sobre los procedimientos establecidos para la

realizacion del método de analisis del contenido de extracto etéreo en granos de



cacao fermentados y secos se evaluaron seis sistemas de solventes: Cloroformo-
Metanol, diclorometano, ciclohexano, dietil éter y n-hexano para la extraccion por

un sistema Soxhlet.

La eleccion de las condiciones de operacion para el método Soxhlet se baso en
el método No 989.05 de la norma A.O.A.C con modificaciones basadas en los
reportes de estudios cientificos que fueron evaluadas en términos de los tiempos

de extraccion.

El método en general consistié en pesar 3 g (P1) de muestra triturada y seca,
luego se llevd a un dedal de celulosa. Posteriormente se adicionaron 90 mL del
solvente objeto de estudio en un crisol previamente pesado (P0). Se llevé al
montaje de Soxhlet y la extraccién se efectué en baches de 4 h hasta que la
diferencia entre una extraccion y otra no superara 0,5% o 1 mg del peso de
extracto etéreo. En la Tabla 6 se describe las temperaturas y material de los sellos
requeridos para la extraccién con cada solvente de acuerdo a su naturaleza, al
punto de ebullicion y de ignicion para ser empleados en el equipo Soxhlet Velp

Scientific Modelo SER 148.

Tabla 6. Condiciones de operacién del equipo Soxhlet con cada solvente de
extraccion

Temperatura del plato

Sellvarie Material del ' c Punto de Punto de
empaque/sellos d€ calentamiento (°C)  gpyiicién (°C) ignicién (°C)
Cloroformo - metanol Vitén 210 64,7 470
Ciclohexano Vitén 200 86,7 No combustible
Dietil éter Butil 110 34,6 180-190
Eter de petréleo Viton 110 30-80 No
especificado
Metanol Butil/Vitén 210 64,7 470

n-hexano Vitén 130 69 234




El extracto etéreo después de estar libre de solvente, se transfirié a un desecador
y se peso (P2). Para calcular el porcentaje de extracto etéreo se utilizo la siguiente

ecuacion:

%EEz%

1

x 100 Ec. 1

Acidez total (AT)

La acidez total (AT) de las semillas de cacao fermentado y seco se realizo
segun la norma internacional A.O.A.C 925.34 de 1990 con algunas modificaciones
sugeridas por Nazzaduri (2006) y Guehi (2010). Para determinar la cantidad de
muestra se realizé la verificacion de la influencia de la relacién granos de cacao
molido y agua reportada en las publicaciones cientificas revisadas que
consistieron en 10:90 y 5:45 de granos y agua respectivamente y una relacion
propuesta en esta investigacion debido a la limitante de cantidad de muestra, que

fue 1:10.

El método consistié en la reduccién del tamafio de particula del cacao seco en
un molino, el cual se tamiz6 posteriormente para recoger minimo 1 o 10 g de polvo
de cada una de las muestras entre 594 y 420 um, las mismas que se vertieron en
10 o 100 mL de agua destilada, respectivamente y fueron sometidas a 90 °C con
agitacion durante 1 hora. La mezcla obtenida se centrifugé durante 25 min a 15 °C
y 5000 rpm y 5 0 25 mL del sobrenadante fue titulada con una solucion de NaOH
al 0.01 N hasta alcanzar un pH con rango de 8.27 — 8.33. Los valores de la acidez

total (AT) se reportaron como mmoles de hidroxido de sodio por 100 g semilla



seca y como meq de NaOH por 10 g de cacao seco (meq de NaOH. 10 g™)

(AOAC, 1990; Nazaruddin, et al, 2006; Guehi et al, 2010; Landero, E, 2014).

Costos del método

Uno de los criterios relevantes en la seleccion del método, adicional a las
condiciones éptimas del método son los costos, de alli que se haya determinado
un valor global, en el que se consideraron los costos directos (reactivos,

materiales, mano de obra, uso equipo) y costos indirectos administrativos.

Disefio de experimentos

La seleccidn del solvente y las condiciones de obtencion del extracto etéreo se
basé en un esquema de aleatorizacion completamente al azar DCA y se realizo
una Analisis de Varianza (ANAVA) para identificar las diferencia entre los
tratamientos evaluados descritos en la Tabla 7, donde la variable independiente
fue los tratamientos aplicados con diferentes solventes y la variable respuesta el
porcentaje del extracto etéreo obtenido, con tres repeticiones y un nivel de
confianza de 95 %. La homogeneidad de la varianza fue verificada por un aprueba
Levin y la normalidad por Shapiro-wilk. Se realiz6 una comparacién minima
significativa honesta (DMSH) de Tukey entre los tratamientos para identificar las

diferencia entre ellos.



Tabla 7. Esquema de aleatorizacion de los tratamientos evaluados

Repeticiones Tratamientos
1 F A B D C E
2 D E C A F B
3 C B F E D A

A: Cloroformo-Metanol; B: Ciclohexano; C: Dietil éter; D: Eter de petréleo; E: metanol; H: Hexano

La decision entre los tratamientos diferentes estard dado por el mayor
porcentaje pero también estara determinado por el costo del ensayo y condiciones
operativas.

Todos los andlisis se realizaron con el software estadistico R Studio (Version
0.98.1103 GNU Affero General de licencias publicas) (MONTGOMERY, Peck, &

Vining, 2012).
Resultados y andlisis

Andlisis de la normativa internacional
La Norma Técnica Colombiana 1252 de 2003 con vigencia actual comprende
los aspectos descritos en la Tabla 8, con los cuales debe dar cumplimiento para la
venta o compra del grano de cacao fermentado y seco, criterios de los cuales
dependera el rechazo o aceptacion, seguido por la definicion del valor comercial
de acuerdo a la clasificacion del grano, ya sea en la categoria superior o Premio,

Corriente o la de menor calidad, denominada Pasilla.



Tabla 8. Requisitos de calidad exigidos para el
segun la norma NTC 1252 de 2003

cacao bien fermentado y seco

Requisitos Premio Corriente Pasilla
Contenido de humedad en % (m/m) 7 7 7
Contenido de impurezas o materias extrafias en % (m/m), max. 0 0.3 0.5
Grano mohoso interno, numero de granos /100 granos max. 2 2 3
Grano dafiado por insectos y/o germinados, numero de granos/100 1 2 2
grano max.
Contenido de pasilla, numero de granos/100 granos, max. 1 2
Contenido de almendra en % (m/m). min. - - 40-60
Masa (peso), en g/100 granos, min. 120 105-119 40
Granos bien fermentados, humero de granos/100 granos, min. 65 65 60
Granos insuficientemente fermentados, numero de granos/100 25 35 40
granos max.
Granos pizarrosos, numero de granos/100 granos, max. 1 3 3

Como se puede observar la mayoria de los requisitos son cualitativos y no
estdn soportados por métodos de analisis que eviten la decision de una
clasificacion basados en simples observaciones o0 apreciaciones subjetivas.
Adicionalmente, no hay una diferenciacion entre Cacao Fino o de Aroma y el
Corriente, aspecto que si es tomado en cuenta a nivel internacional para la

determinacion del valor comercial.

Con el fin de dar respuesta a las exigencias internacionales y mejorar los
pardmetros de calidad que posicione el cacao colombiano, asi mismo que permita
una trazabilidad de las condiciones de produccién de las etapas de poscosecha
gue son decisivas en el desarrollo de los precursores de aroma y pueden generar
mayor rigurosidad en las exigencias tanto para los agricultores como para los
compradores, para esto se realizO una revision de las normas de paises
productores de Cacao Fino de Aroma (Ecuador y Venezuela), Comun (México) e
importador (Argentina) para identificar las diferencias de los requisitos comparados

con la NTC colombiana, como se muestra en la Tabla 9 .



Tabla 9. Resumen de las normas que se refieren a granos de cacao

Nombre de la Norma

Pais

Andlisis en granos de cacao

Codex-stan-141-1983, cacao sin
cascara ni germen, cacao en
pasta, Para uso en la fabricacion
de productos de cacao y
chocolate.

Nivel
mundial

1983

Alcalinizantes, Agentes neutralizantes,
Emulsionantes, Aromatizantes,
contaminantes (arsénico, cobre,
plomo)

Resolucién Conjunta SPRel N°
186/2012 y SAGyP N° 938/2012
Productos estimulantes o
fruitivos : Cacao y chocolate

Argentina

2012

Contenido de granos mohosos,
granos pizarrosos, granos dafiados
por insectos, germinados o
aplastados, grano partido
fragmentado, humedad, cenizas,
fibra, almidon de cacao, cascara,
alcaloides (Teobromina y Cafeina)
Contaminantes (arsénico, plomo y
cadmio)

NMX-F-352-S-1980. Cacao en
grano fermentado

México

1980

Contenido de granos mohosos,
granos pizarrosos, granos dafiados
por insectos, germinados o
aplastados, grano partido Fragmento,
Aflatoxinas, contenido de
contaminantes como piretrinas,
Butoxido de piperonilo, fosforo de
aluminio diclovos

NORMA VENEZOLANA :
COVEVIN 50

Venezuela

1995

Contenido de granos mohosos,
granos pizarrosos, granos dafiados
por insectos, germinados o
aplastados, grano partido
fragmentado, humedad, aflatoxinas,
material extrafio

NORMA Oficial Mexicana
NOM186SSA1/SCFI2002 Cacao
y sus productos derivados

México

2002

Contenido de granos mohosos,
granos pizarrosos, granos dafiados
por insectos, germinados o
aplastados, grano partido
fragmentado, Microbioldgicas,
Contaminantes, Materia extrafa,
acidez, humedad

Norma tecnica Colombiana NTE
INEN 176:2006
Cuarta Revisién Cacao en grano

Ecuador

2006

Contenido de granos mohosos,
pizarrosos, dafiados por insectos,
germinados, aplastadoso, grano
partido fragmentado. Peso de 100
granos.




De la informacion recolectada se puede evidenciar que las caracteristicas
fisicas predominan y coinciden con los parametros requeridos para granos de
cacao en Colombia, aunque difieren en las exigencias para la clasificacion segun
los limites de peso.

Los parametros que difieren con la NTC colombiana, porque no estan incluidos
comprende tres perfiles. El primer perfil que se destaca es el quimico como el
contenido de compuestos responsables de la capacidad antioxidante
(epicatequina y catequina), alcaloides (cafeina y teobromina) que su relacion
puede ser un indicador de cada variedad, asi como la determinacion de metales
pesados y algunos minerales. El segundo es el bromatolégico con exigencias que
comprende el contenido de extracto etéreo que influye en el rendimiento y
aprovechamiento para el sector industrial. Finalmente, el biol6gico que define
limites para la presencia de mohos, levaduras y aflotoxinas.

Cada una de las exigencias reportadas, son de importancia para la industria y
la salud del consumidor y esencial para el control de calidad. Hoy en dia, la
calidad alimentaria es un concepto complejo que a menudo se mide en términos
nutricionales, microbiolégicos, y fisicoquimicos (Cardello, 1995). No obstante,
algunos otros factores influyen en la denominacién del grado de excelencia de un
alimento, en el caso especifico del cacao se requiere establecer diferentes
parametros que contribuyan a definir la clasificacion de Cacaos Finos o de Aroma

y Cacao Comun.



Araujo y Fernandez en 2014 desarrollaron un concepto conocido como indice

de calidad el cual se refiere a las propiedades, los procesos de beneficio, y las
caracteristicas quimicas, biologicas y fisicas del producto como una alternativa
para mejorar la calidad del grano de cacao en Brasil (Araujo, a.F. Fernandes, et
al., 2014).
Para la obtencion de dicho indice de fermentacion se estipulo los tres principales
sectores donde tiene impacto el cacao, se asignaron valores a cada uno de ellos,
para un total de 100 puntos como se detalla en la Tabla 10, siendo 40, 35, 25,
para la industria del chocolate, para el sabor del chocolate, segun los beneficios
del chocolate respectivamente.

Asimismo se establecieron valores a cada parametro de andlisis, es importante
tal denominacién ya que permite destacar que para cada sector los requerimientos

son diferentes.

Tabla 10. Funciones e indicadores, con sus respectivos pesos que componen la
propuesta para la determinacion del Indice de la calidad del cacao realizado por
Araujo y Fernandez en 2014

Calidad del cacao en términos de los

diferentes sectores en los que tiene Componente Puntuacién
impacto
Contenido de grasa* 20
Interés para laindustria pH* 15
Acidez* 20
Contenido de polifenoles* 10
(:) epicatequina , (+) catequina* 10
interés en el sabor del chocolate A,‘Ci(.jos organicos (acético y
lactico)* 10
Presencia de metales pesado 10
Contenido de aminoacidos 20
Cafeina* 15

Teobromina* 15




Calidad del cacao en términos de los
diferentes sectores en los que tiene Componente Puntuacion
impacto
pH* 10
Contenido de polifenoles* 20
Acidos orgéanicos (acético y
lactico®) 10
Azlcares 20
(-) epicatequina, (+) catequina* 20
Interés en los beneficios que tiene parala | Tegbromina* 15
salud Cafeina* 15
Aminoécidos 10
Presencia de metales pesado 10
Acidos orgénicos (acético y
lactico)* 10
Macronutrientes 10
Micronitrientes 10

*Pruebas consideradas en este trabajo para ser consideradas su inclusion en la actualizacion de la
NTC 1252 de 2003.

Mientras que en las circunstancias actuales, el control de calidad se lleva a
cabo principalmente por funcionarios de las cooperativas y los compradores, es
altamente deseable que, en el contexto de la produccion sostenible de cacao sea
mas moderna la comercializacibn y en este caso los agricultores puedan
desempefiar un papel mas importante en la comercializacién de este. Con el
tiempo, deben hacerse cargo del control de calidad y llevarlo a cabo a nivel de
explotacion antes de vender los granos de cacao, tomando asi una mayor
responsabilidad por la calidad del producto y lo que les permite alcanzar precios
de venta mas altos. En un enfoque de mayor participaciéon de los agricultores en el
proceso de produccion de cacao y comercializacién.(Board on the word cocoa

economy, 2009)



Los resultados anteriores conllevan a una profunda revision de la Norma actual
basados en la inclusién de pruebas antes mencionadas aspecto que pueden ser
resumidas como:

Bromatolégico: contenido de cenizas, extracto etéreo, fibra, humedad y proteina
total

Quimicos: acidez,

Fisico: revision de rango de pesos, pH, color y aspectos fisicos.

Microbiolégicos: aflotoxinas, mohos y levaduras.

Estandarizacion del método de acidez y contenido de extracto etéreo

Alrededor del mundo existe un gran nimero de publicaciones que se resumen
en normas nacionales, estandares reportados por organizaciones internacionales
de referencia en este sector productivo, producciones bibliograficas indexadas, asi
como informes expuestos en congresos de caracter internacional, la mayoria de
ellos en los que se detallan los métodos mediantes los cuales se establecen
pardmetros como: contenido de extracto etéreo, proteina, fibra, cenizas, acidez,
color, indice de fermentacion, asi como la composicién quimica, lo que conlleva a
herramientas de primera mano para clasificar el cacao en categorias de alta,
mediana o baja calidad, aspectos genotipicos con miras a identificar materiales
promisorios o lograr determinar si las etapas de beneficio fueron ejecutadas con

éxito.



Entre los métodos reportados, existen algunas coincidencias en las condiciones
de operacion, pero sin llegar a metodologias que puedan ser adoptadas en su
totalidad, ya sea por su falta de reproducibilidad, pocos detalles sobre los
parametros aplicados, asi como la heterogeneidad de resultados, lo cual hace que
para el establecimiento de métodos estandarizados en cada centro de
investigacién o productivo deban adaptar y basarse en procedimientos validados

con un fuerte soporte estadistico para generar confianza en los resultados

Existen algunas de propiedades criticas en la caracterizacion del cacao fresco,

fermentado o seco, entre ellas el contenido de grasa o extracto etéreo y la acidez.

El contenido de extracto etéreo es un pardmetro que se caracteriza por ser
determinante debido a que representa un porcentaje superior al 50 % en la
mayoria de los materiales, lo que implica un valor econémico representativo para
la industria en la obtencién de un subproducto de amplia aplicacién como es la
manteca de cacao, también ha sido empleado el valor de este porcentaje como un
indicador para distinguir entre materiales vegetales, asi un cacao Criollo se
caracteriza por tener mayor cantidad que el Forastero o Trinitario, finalmente el
extracto etéreo puede ser considerado como un interferente para pruebas de
caracterizacion posterior como la cuantificacién de polifenoles, acrilamida, entre

otros.

En la Tabla 11 se reportan algunos de los métodos reportados para obtener el
extracto etéreo tanto por el método tradicional recomendado por la Asociacién
Oficial de Quimicos Analiticos (AOAC) y de mayor uso en la industria de

chocolates para la caracterizacion de la materia prima, asi como la extraccion por



ultrasonido que ha empezado a tener un mayor auge, pero con variaciones en sus

resultados que conllevan a diferencias significativas con el método tradicional.

Tabla 11. Revisién de los métodos reportados entre 2010 y 2016 para la

Matriz alimentaria

determinacién de
extracto etéreo

extraccion del extracto etéreo del cacao y subproductos
Método de

Solvente

Referencias

Extraccion por agitaciéon y
recuperacion del
sobrenadante con

Hexano

Semillas de cacao crudo y pulverizado

Cocoa en polvo con un porcentaje de cacao

del 85%, 72% , 70%

centrifugacion, no se
utilizé temperatura, ni

(Ramirez-
Sanchez,
Maya,
Ce_ballos, & | Chocolates comerciales: Hershey's, chocolate
Villarreal, | oscuro, chocolate de leche, con un porcentaje o
2010) de cocoa del 60 %, 60 %. 40 % fuerza mecanica sobre la
respectivamente. muestra.
Extraccion por Soxhlet a
(Voigt et al Well-fermented cocoa beans (lvory Coast) 70 °C durante 16 horas, )
1%9 4) N were obtained from realizando dos Eter de petrdleo
Jacobs-Suchard Research and Development | repeticiones cada una de
8 horas
(Hue et al., Granos fermentgdos dhe (Ecuador, _ Se hflce referepm;’:l aII Cloroformo:
2016) Mac{ag_ascar, C_a_merun, G 1ana, Indonesia, tamafio de particula e Etanol
Republica Dominicana y Trinidad y Tobago) cual es de 0,5 mm
. L Extraccion por S
(Sandhya et Granos de cacao, tipo Forastero de la region o . p
al., 2016) de Karnataka, India Soxhlet a 60 °C durante 8 | Eter de petrdleo
horas
Las muestras se
sumergieron en nitrégeno
(Esatbeyoglu, liquido hasta congelacion,
Wray, & Granos de cacao fermentado y NO seco, de se realiz6 la molienda y Hexano
Winterhalter, la region Minchen, Alemania posteriormente se
2015) determiné el tamafio de
particula el cual fue de
Imm
(Diomande et ) Extraccion por Soxhlet a .
al., 2015) Granos de cacao de costa de marfil 90 °C durante 2 horas Ciclohexano
Granos de cacao fermentado y seco , de
Brasil (Forastero), Ecuador (Nacional),
Papua Nueva Guinea (Trinitario), Venezuela G
Lo Agitacion en vortex
(Oracz & (Trinitario), Ghana (Alto .
P , rotacional a 300 rpm y - p
Nebesny, Amazon Forastero hibrido, UAF), Camerin . Eter de petréleo
e centrifugada a 6000 rpm X
2014) (Trinitario x Alto Amazonas 10 min
Forastero hibrido, T x UAF) e Indonesia
(Trinitario x Alto Amazonas
Forastero hibrido, T x UAF)
Se realiza la extraccién 3
(F. loannone et | Granos de cacao fermentado y seco , tipo veces, luego de esto se
. . . evapora el solvente Hexano
Criollo, regiéon de Roma, Italia . )
restante bajo una corriente
de nitrégeno.

al, 2015)




Método de
Referencias Matriz alimentaria determinacién de Solvente
extracto etéreo

(Hu, Kim, & Granos de cacao fermentado y seco , tipo : Extraccion por Soxhlet Dietil éter
Baik, 2016) Forastero , region Seongnam, Corea durante 17 horas
Congelar con nitrégeno
liquido, moler , liofilizar y
(Carrillo, Granos de cacao crudo, SIN fermentar, SIN almacenar a-20 °C, para
Londofio- . - desengrasar la muestra
= secar, de diferentes regiones del . ] Hexano
Londofio, & Departamento del Huila. Colombia con hexano sonicar 15 min
Gil, 2014) P : y centrifugar a 1565 g

(23000 rpm) x 10 min
repetir 3 veces.

Como se puede observar existe una variedad importante en el solvente
empleado el tiempo de extraccion y el manejo de la muestra posterior al analisis,
lo cual implica afrontar ensayos preliminares para adoptar cualquiera de los

métodos descritos.

En la Tabla 12 se describen los resultados obtenidos para el rendimiento de la
extraccion, el porcentaje de extracto etéreo obtenido, a partir de los cuales se
realizé la comparacion de los tratamientos, para lo cual se obtuvo un cumplimiento
de los supuestos de normalidad (Shapiro-Wilk: valor p: 0.9439) y homogeneidad
de varianzas (Levene: valor p: 0,7632). Por su parte el ANAVA fue significativa
(p<0.05) como se muestra en la Figura 6, lo que implica que existen diferencias

entre los tratamientos.

Figura 6. Representacion por bloques de las diferencias de medias entre los
tratamientos segun el ANAVA.







Tabla 12. Resultados de la evaluacion de rendimiento de extraccion, porcentaje de extracto etéreo y valor del método

Tratamiento

Extracto
etéreo (%)

Coeficiente de
variacion, CV

Costo del
método ($)

OBSERVACIONES

Fotografias del extracto
etéreo

A: Cloroformo-
metanol

43,4 £ 4,2

0,03

580.223

Se puede observar que el solvente presenta particulas
negras, lo que da un indicio de que el aceite sufrié
degradacion. Al traspasar el aceite obtenido al
recipiente  ambar se identificaron  particulas
carbonizadas, ademas el olor presenta una nota rancia.

B: Ciclohexano

331+1,2

0,01

1.266.272

Presenta un color mas pélido comparado con el aceite
extraido por hexano, ademas la manteca pasa a su
estado soélido con mayor rapidez con comparacién que
con la extraccién realizada con hexano

C: Dietil éter

358+25

0,02

919.598

El solvente se evapora durante la inmersion mas rapido
que los demés solventes evaluados (Tevaporacisn= 30°C),
por esta razén en el momento de hacer la extraccion se
debe cambiar la perilla de paso del solvente durante la
recuperacion para recoger la mayor cantidad de
solvente y que este no se evapore antes de terminar la
extraccion, aunque el porcentaje de recuperacion es
inferior al 5 %.

D: Eter de
petréleo

325+%22

0,05

675.102

El aceite obtenido de la extraccion presenta una
coloracién amarillo-blanco translucido, su aroma es
caracteristico a la manteca de cacao, el solvente tiende
a evaporarse rapido porque hay que controlar la
recuperacion con el manejo del equipo

E: Metanol

28,0 £3,7

0,02

86.490

De forma similar a la extraccion con cloroformo y
metanol, se presentaron particulas carbonizadas,
olores a rancidez. La coloracion del aceite podria
indicar que ademas del extracto etéreo, el solvente
puede estar extrayendo o reaccionando con otros
componentes como las proteinas.

F: Hexano

39,8+0,2

0,02

317.480

El aceite obtenido de la extraccion tiene una coloracion
amarilla translucida y su aroma es caracteristico de la
manteca de cacao.
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Segun la prueba de Tukey existen unas diferencias significativas (p<0.05) entre los

tratamientos descritos a continuacion en la Tabla 13.

Tabla 13. Diferencias entre los valores medios del porcentaje de extracto etéreo de acuerdo a la prueba de Tukey

. Valor promedio del porcentaje de extracto etéreo
Tratamientos

obtenido
AZ 43,4+ 4,2
Fab 39,8+0,2
cbe 35,8+2,5
B® 33,1+1,72
D 325+272
Ed 28,0 +3,7

abcd

Los superindices iguales indican que no existen diferencias significativas entre los tratamientos

De esta informacion se puede evidenciar claramente que la mezcla de cloroformo-
metanol empleada en Indonesia para la evaluacion de cacao fermentado de diferentes
origenes como se menciono al inicio fue la que present6 el mayor rendimiento, pero no
difiere significativamente del obtenido con hexano, pero segun se observa en la
fotografia del extracto detallada en la Tabla 12, el aceite tenia una apariencia quemada
y un olor a rancio, posiblemente a la reaccion del cloroformo no solo con el contenido
graso de la semilla sino también con la proteina, lo cual ha sido reportado con
anterioridad (Southgate, 2006).

Asi mismo, no existen diferencias significativa entre la extraccion con hexano y dietil
éter, pero debido a la naturaleza volatil de este ultimo, no hay una recuperacién del
solvente al alcanzar esta etapa al final del tratamiento. Ademas, se observa una perdida
rapida durante las etapas de Inmersion y lavado, lo cual implica controlar que el
solvente se mantenga en contacto con la muestra regulando la recirculacion del

solvente.
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Los demas solventes no tuvieron el mejor rendimiento durante la extraccion,
alejandose en el caso del éter de petréleo de la recomendacion realizada por la AOAC
para productos de cacao. Para la situacion especifica del ciclohexano fue el que generé
el mayor costo, contrario a la extraccidbn con metanol que tiene el menor valor a pesar
de demorarse mayor tiempo que los demas solventes para evaporarse completamente
una vez terminado este ciclo, pero la apariencia del aceite en color y olor es similar al
reportado para la mezcla con cloroformo, sumado a que es un reactivo restringido, por

lo que se descarta como opcién para la extraccion.

En la Figura 7 se muestra la apariencia y color del extracto, cacao desengrasado y

muestra inicial sin ser sometida a extraccion.

Figura 7. Apariencia y color del extracto etéreo (abajo) y cacao desengrasado (medio)
comparado con la muestra inicial sin extraccion (arriba) para cada uno de los
tratamientos empleados.

Se puede observar un cambio en el color del cacao desengrasado con respecto a la

semilla sin tratamiento. Ademas se observa una apariencia mas palida para los aceites
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obtenidos con ciclohexano y éter de petréleo. Por lo que finalmente se define el hexano

como el mejor solvente para su extraccion.

A patrtir del solvente seleccionado se realizo la extraccion hasta agotar la muestra de
forma que no se obtuviera mas de 1 % en la Ultima etapa de extraccion y se lleg6 a un
proceso de extraccion de 18 h en cuatro baches de 3 h de extraccion, 1 h de lavado y
30 min de recuperacion de solvente. Los resultados 54,58 + 0,02 % (ver Tabla 13)
fueron superiores a los reportados por los métodos que se tomaron como referencia,
asi Ramirez-Sanchez, et al (2010) obtuvieron 49 %, Hu et al (2016) reportaron 45,6 % y
el maximo porcentaje reportado fue 50,0 % por Dankyi et al, (2015), debido
posiblemente a la condicion de garantizar la obtencién de una cantidad inferior al 1 %
de extracto etéreo y las diferencias de origenes, materiales vegetales y tratamientos en

los procesos de poscosecha.

De igual forma sucede con la acidez, prueba determinante para el seguimiento de la
calidad en el proceso de fermentacién y al final del secado. Existe diversidad en los
métodos empleados para determinar la acidez de cacao y subproductos como se
detalla en la Tabla 14.

Tabla 14. Revision de los métodos reportados entre 2010 y 2015 para la determinacion de
acidez en cacao y subproductos

Referencias Matriz FESD CE 2 Cenifiefn €1 Temperatura| Filtracién
muestra solvente
Granos de
cacao
(Portillo et al., 2011), | Po:Criollo en 10 g 90 mL 100 °C NO
diferentes dias
de
fermentacion
(Rodriguez-Campos, Granos de . o
Escalona-Buendia, cacao tipo: 59 100 mL 100 °C Papel filtro N
. Whatman 4
Orozco-Avila, Lugo- Forastero
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Referencias Matriz Peso de la Cantidad de Temperatura Filtracion
muestra solvente
Cervantes, &
Jaramillo-Flores,
2011)
(Guehi, S., Dabonne, Granos de
S., Ban-Koffi, L., cacao 5 45 mL 100 °C Papel filtro N°
Kedjebo, D. K. and fermentado 9 Whatman 4
Zahouli, 2010)
Granos de Papel filtro N°
(Di Mattia et al., 2013) cacao tipo: 1049 200 mL NO b
N Whatman 4
Trinitario
Cacao seco y . o
fermentado del 11g 100 mL 100°c | PapelfiroN
Whatman 4

(P. C., Leonor, 2008.)

Ecuador
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Conclusiones

La norma actual colombiana 1252 de 2003 que define los parametros para granos
de cacao fermentado y seco para estar a nivel competitivo con respecto a las
exigencias internacionales requiere una actualizacion que comprenda la inclusion de
pruebas fisicas, quimicas, bromatoldgicas y bioldgicas, lo cual le permitird al productor y
representantes de la industria mejorar la calidad, definir caracteristicas que conlleven a
la diferenciacién por variedad y calidad en general que se podra ver reflejado en el valor

comercial.

Desde el punto de vista de mejoramiento de la calidad es necesaria la
estandarizacion de los métodos para la caracterizacion del cacao en las diferentes
etapas de la poscosecha requiere de una adaptacidon soportada de herramientas
estadisticas, equipos robustos y rigurosidad en la aplicacion de los parametros

operativos para obtener resultados confiables.

En ese orden de ideas, de la evaluacion de diferentes metodologias basados en
reportes previos conlleva a que el mejor solvente es el n-hexano desde el punto de vista
de rendimiento del extracto obtenido, recuperacion de solvente, aspecto fisico del

extracto etéreo y costo.

Con respecto a la prueba de acidez total, la introduccién de una centrifugacion para
la separacion del material particulado en la mezcla objeto de estudio en lugar de la
aplicacion de un sistema de filtracion reduce el tiempo de operacion de hasta 3 h a 25
min, sin la limitante del equipo, lo que permite realizar mayor nimero de analisis

simultaneos, sin que se afecten los resultados.
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Estandarizacion de métodos de analisis bromatologicos, fisicos y quimicos a

partir del estudio de materiales vegetales de Antioquia

El segundo capitulo de este Trabajo de Investigacion comprende los resultados
alcanzados para dar respuesta al segundo objetivo especifico de estandarizar los
meétodos para la ejecucion de los analisis bromatologico, fisicos y quimicos del cacao
fermentado y seco bajo los estandares internacionales y, el tercer objetivo que tiene
como alcance definir los procedimientos y parametros para la actualizacion de la Norma

Técnica Colombiana para el grano de cacao.

Para la estandarizacion de los métodos elegidos como relevantes para incluir en la
actualizacion de la Norma Técnica Colombiana 1252 de 2003 para grano de cacao,
segun la revision realizada en el Capitulo I, se tom6 como material vegetal, varios
clones provenientes del nordeste antioqueiio, como aporte a los materiales de estudio
que comprende el proyecto que soporta esta investigacion.

Al igual que el capitulo I, el desarrollo comprendera la metodologia, analisis de

resultados y conclusiones.

Materiales y métodos

Reactivos
Para los analisis bromatoldgicos se utilizé hexano, acetona, acido sulfurico, hidroxido
de potasio, catalizador (K;SO4 — CuSO,), hidréxido de sodio, acido borico, indicador de
Tashiro todos los anteriores grados reactivos de la marca Merck, Se utilizaron reactivos

de grado analitico Sigma (St. Louis, MO, USA) como Trolox (6-hidroxi-2,5,7-
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terametilcroman-2-acido carboxilico), fluoresceina, AAPH (2,2'-azobis(2-
methylpropionamidina) dihidrocloruro para la determinacibn de las sustancias

bioactivas.

Los estandares de catequina, epicatequina, teobromina, cafeina, teofilina fueron
adquiridos Sigma Aldrich (ltalia), el acetonitrilo utilizado en las lecturas cromatograficas

fue grado masas (Merck), y el agua fue MilliQ.

Material vegetal
El material vegetal fue recolectado en Maceo, Antiogquia ubicado en la subregion del
Magdalena Medio que limita por el Norte con el municipio de Yolombd, por el Este con
Puerto Berrio, por el Sur con los municipios de Puerto Berrio y Caracoli, y por el Oeste
con San Roque y Yolomb6é como se muestra en la Figura 8. Sus coordenadas son

6°33'12'N 74°47°14°0 Altitud Media 950 m. s. n. m.

Figura 8. Ubicacién del municipio de Maceo, Antioquia

Calcarea

La Susana

Fuente : Google maps
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La unidad experimental seleccionada fue la Finca Cannes ubicada en la vereda de

Betulia, con un promedio de produccién de 1800 kilos/ hectéarea.

El material vegetal escogido para el estudio consistio en cuatro hibridos identificados
por las caracteristicas fenotipicas como Criollo (Maceo 14 y San Vicente 155) y

Forastero (Iquitos Marafion Collection - IMC 67 y Caucasia 51).

La toma de muestra del material vegetal identificado como Criollo se realiz6 a partir
de dos lotes ubicados en un terreno plano y en pendiente localizados en la Fase lll, asi
mismo se realizé la recoleccién de la muestra correspondiente a los hibridos Forasteros

en los lotes ubicados en la Fase |.

Tratamiento del material vegetal posterior a su cosecha

Luego de recolectadas las mazorcas fueron sometidas a tres tratamientos diferentes:

Semillas fermentadas y secas: se realiz0 la apertura de las mazorcas en la Finca,
luego las semillas en baba (con su respectivo mucilago) fueron llevadas a fermentacién
en cajones de madera, cubiertos con costales de fique y cada muestra fue separada en
mallas de polipropileno de alta densidad. El proceso de fermentacion que tuvo un
periodo anaerobio de 24 h seguido por uno aerobio con agitacion periddica, tardo entre
4 y 6 dias dependiendo de cada material. Una vez terminado esta etapa, los granos de
cacao bien fermentados fueron secados en marguesina durante cinco dias, hasta que el
grano presentd las caracteristicas de sequedad y crocancia identificada por el

agricultor.
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Las semillas fermentadas y secas se empacaron en bolsas herméticas y dentro de
un recipiente de plastico dispuesto con silica gel, para evitar la absorcion humedad
hasta su transporte al Laboratorio de Trazabilidad y Residualidad de la Corporacion

Universitaria Lasallista.

Semillas sin fermentar: las mazorcas fueron lavadas con abundante agua luego se
retird6 toda la humedad, se cubrieron completamente con papel absorbente y se
empacaron en bolsas herméticas, se dispusieron en neveras de Icopor, equipadas con
gel refrigerante y se transportaron al Laboratorio. Posteriormente, se realizo la apertura
de la mazorcas y los granos existentes fueron divididos en dos partes la primera mitad
para la determinacion en cacao crudo sin fermentar y la segunda mitad para el cacao
sin fermentar seco. La muestra de cacao crudo fueron procesadas una vez se realiz0 la
apertura de la mazorca, pero la cantidad restante se almacend en bolsas herméticas a
20 °C.

Semillas secas sin fermentar: las semillas separadas de su mazorca se secaron en
una estufa Memmert (modelo UN55) con aire conectivo a 40 °C hasta alcanzar una

humedad menor a 7 %.

Cada una de las muestras obtenidas por los tres tratamientos fueron sometidos a un
tratamiento previo para la realizacion de los analisis bromatoldgicos, fisicos y quimicos
gue consistid en retirar la cascarilla y reducir el tamafio de particula con ayuda de un
molino de cuchillas (Cuisinart), el producto resultante de la molienda se pasd por un
tamiz y se recolectd solo la muestra que correspondié a un tamafio de particula menor

a 0.45 micras. El producto final se empaco6 en frascos de polietileno tapa rosca y se
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almacenaron en un recipiente plastico con silica gel dispuesto en un cuarto a

temperatura ambiente (19 °C) con humedad relativa controlada (65 %).

Identificaciéon morfolégica de las mazorcas
Se realizé el registro fotografico de las mazorcas para identificar la forma,

rigurosidad del fruto, la profundidad de los surcos, apice y base del fruto.

Parametros de calidad de fermentacion

Las pruebas para determinar los parametros de calidad de fermentacion en la norma
colombiana esta determinada por el grado de fermentacion que conlleva al
cumplimiento de los requisitos de peso y apariencia para clasificar el grano de cacao
como premio, Corriente o Pasilla, pero existen otros métodos reportados por diferentes
autores que permiten por medio de pruebas fotométricas definir el indice de
fermentacién, como es el contenido de antocianinas o0 segun las observaciones
basadas en la referencia de la Figura , clasifican el grano como bien fermentado,
ligeramente fermentado, deficientemente fermentado o pizarroso que corresponde a

granos con mohos.

Este parametro de gran importancia en el reconocimiento de la calidad durante el
desarrollo de un buen proceso de fermentacion y secado requiere de un conjunto de
pruebas cuantitativas que puedan relacionar una escala de valores con este indicador.
Por esta razon, se propuso como pruebas de acidez, color y contenido de antocianinas

totales, descritas a continuacion.
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Grado de fermentacion

De acuerdo con la Norma Técnica Colombiana NTC 1252 de 2003, el grado de
fermentacion se realiz6 mediante un corte longitudinal de la almendra. El analisis
incluye caracteristicas cualitativas del cotiledén que definen una categorizacion usando
un tamafo de muestra de 100 granos. Para un minimo de 65 almendras que presentan
color marrén o pardo rojizo oscuro (color chocolate) con alvéolos bien definidos de
forma arrifionada y la masa promedio minimo de 120 g se vincula a una categoria
Premio, entre 105 y 119 g categoria Corriente. Para un minimo de 60 granos bien
fermentados con una masa promedio de 40 g se clasifican como Pasilla (Icontec

internacional, 2003).

indice de fermentacion
El indice de fermentacion del cacao durante la fermentacion se obtiene mediante el
calculo de la relacién de absorbancia a 460 nm y 530 nm, a partir de 0,5 g semillas de
cacao de molidos que previamente fueron sometidos a una extraccion con 50 mL de
mezcla de metanol:HCI (97:3). EI homogeneizado se deja reposar a (8 °C) de 16 a 19
horas y luego se filtra a vacio hasta un volumen aforado en 50 mL. Las lecturas se

realizan por triplicado (Gourieva y Tserrevitinov, 1979).

Color
Se tomaron 10 gramos de muestra y se dispusieron en cajas de Petri, se realiz6 una
distribucion homogénea de la muestra, posteriormente con la ayuda de un Nanocolor

UV/Vis, fuente de luz D65, el barrido se realiz6 de 360 nm a 830 nm. Se registro el color
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en coordenadas R, G, B y los datos tomados fueron procesados para obtener las

coordenadas L*, a*, b* por medio del Software ColorMine.org (Ref XX).

El indice de color (IC) se calculo a partir de la ecuacion 1.:

IC = “;_O;’O )

a*, b* y L* son los parametros del sistema color CIELAB, donde L* proporciona un valor
de luminancia o brillo de la muestra, a* indica la zona de variacién entre el rojo y el
verde del espectro y b* se refiere a la zona de variacién entre el amarillo y el azul del

espectro (VIGNONI et al., 2006).

Acidez total (AT) y pH

La acidez total (AT) y el pH de las semillas de cacao durante la fermentacion y al
final del secado se determinara segun la norma internacional A.O.A.C 925.34 de 1990
con algunas modificaciones sugeridas por Nazzaduri (2006) y Guehi (2010). Para
muestras frescas, se tomaron 10 almendras, a las cuales se les extrajo la testa del
cotiledén con la ayuda de un bisturi. La testa se colocé en 100 mL de agua destilada y
se licué hasta formar una solucién fina; mientras que el cotiledéon se sometié a una
reduccion de tamafio en un molino y se tamizé posteriormente para recoger minimo 10
g de polvo de cada una de las muestras entre 594 y 420 um, las mismas que se
vertieron en 100 mL de agua destilada y fueron sometidas a ebullicién, la testa durante
dos minutos y el cotiledon por una hora. La mezcla de la testa se filtr6 con papel

Whatman N° 4 y se tomaron 50 mL para registrarle el pH por medio de un
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potenciometro (Modelo InoLab® pH 7110 New (pH 720) WTW) a una temperatura entre

20y 25°C.

La mezcla obtenida del cotileddn se centrifugdé durante 25 min a 15 °C y 5000 rpm y
a 25 mL del sobrenadante se le midié pH. Otra alicuota de 25 mL del sobrenadante fue
titulada con una solucion de NaOH al 0.01 N hasta alcanzar un pH con rango de 8.27 —
8.33. Los valores de la acidez total (AT) se reportaron como mmoles de hidroxido de
sodio por 100 g semilla seca y como meq de NaOH por 10 g de cacao seco (meq de
NaOH. 10 g*) (AOAC, 1990; Nazaruddin, et al, 2006; Guehi et al, 2010; Landero, E,

2014).
Andlisis bromatoldgico

Contenido de extracto etéreo, EE
Se pesaron 3 g (P1) de muestra triturada y seca, luego se llevd a un dedal de
celulosa. Posteriormente se adicionaron 90 mL de n-hexano en un crisol previamente
pesado (P0). Se llevé al montaje de Soxhlet y la extraccién se efectué durante 12 horas
en tres baches de 4 h. Se evaporo el solvente, se transfirio a un desecador y se peso

(P2). Para calcular el porcentaje de extracto etéreo se utilizé la siguiente ecuacion:

WEE = 2= x 100 Ec. 2

Py
Contenido de proteina cruda
El contenido de proteina cruda se cuantificé utilizando el método A.O.A.C 970.22
(2012) con algunas modificaciones adaptadas para muestras alimentarias (FAO, n.d.).
Se pesaron 0,3000 g de muestra seca en un papel filtro previamente tarado, se llevo al

tubo digestor y posteriormente se adicionaron 4 g de catalizador (K,SO4 — CuS0O,) y 10
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mL de acido sulfarico al 96%, de igual forma se prepard un blanco utilizando un papel
filtro. Los tubos digestores se llevaron al equipo de Digestion de Nitrogeno (Velp
Scientifica, Italia) durante 45 min a 420°C y se dejaron enfriar. Pasado este tiempo se
llevo a la unidad de destilacion automatica (Velp Scientifica, Italia) se programé el
respetivo protocolo de adicion de reactivos (50 mL de m agua destilada, 50 mL de
NaOH 40 % y 50 mL H3BO3), luego de recoger el destilado se procedié a titular,
adicionado 3 gotas de indicador de Tashiro y se valord con solucion volumétrica de HCI

0.1N hasta que el destilado viré de color verde a violeta y permanecio por 30 segundos.

El calculo del contenido de proteina se realizo utilizando la siguiente ecuacion:

(14 ™9 /meq)*(Vm—Vb)+N
w

%N = x100 Ec. 3

Contenido de fibra cruda
El contenido de fibra cruda se cuantificé utilizando el método N° 930.20 de la norma

A.O.A.C con algunas modificaciones.

Se parte de la muestra sometida a calentamiento a 105°C durante 1 hora hasta peso
constante o hasta 5-10 % de humedad final. Se pesa exactamente 0,3 g de muestra en
cada uno de los crisoles, valor registrado como (F0). Se aseguran los crisoles con la
muestra en el equipo y se adicionan 125 ml de H,SO, (1,25%) previamente calentados
hasta ebullicion. 3-5 gotas de n-octanol son adicionados como agente antiespumante,
una vez la mezcla esta en ebullicion se deja la digestion durante 30 minutos. El acido
sulfurico es drenado y la muestra se lava 3 veces con 30 mL de agua caliente. Luego

de drenar el ultimo lavado, se adicionan 150 mL de KOH (1,25%) en ebullicion y se



74

repite el mismo procedimiento realizado con el acido. Se hace un ultimo lavado con
agua fria destilada destinada a enfriar los crisoles y luego con 25 mL de acetona fria, se
repite por triplicado agitando cada vez con aire comprimido. Los crisoles se pesan una
vez se han evaporado las trazas de acetona, después de secarlos en el horno a 105°C
durante 1 hora o hasta peso constante y de llevarlo al desecador para enfriar. Este peso
representa la fibra cruda mas el contenido de cenizas en comparacion al peso inicial
(F1).

Para cuantificar las cenizas restantes en la muestra que no son removidas por la
digestién acido-basica, se llevaron los crisoles a la mufla a 550°C durante 3 horas, se

enfriaron en el desecador y se pesan nuevamente (F2).

Para calcular el porcentaje de fibra cruda se aplica la siguiente ecuacion:

Porcentaje de Fibra (%F) = %)ﬂoo Ec. 4
0

Contenido de humedad
Se determiné por el método gravimétrico (931.04) descrito por la metodologia AOAC
2012. El método consistié en pesar 10 gramos de semilla (P0O) y se llevaron a secado
en estufa convencional a 105+0.2 °C hasta alcanzar un peso constante (P1l). El
resultado se reportd como el contenido de humedad en base humeda (Xpn), segun la

siguiente ecuacion:

P1 _PO

Contenido de humedad,,(X,,) = Ec.5
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Contenido de cenizas

Es necesario calcinar los crisoles vacios a 550°C durante 2 h, dejar enfriar (hasta +
40°C) en la mufla y llevar al desecador y pesar a temperatura ambiente (C0). Pesar 2 g
de muestra en un crisol previamente tarado y deshumedecido (C1). Colocar los crisoles
con la muestra en la mufla y calcinar a 550°C durante 1 h retirar y dejar enfriar hasta
temperatura ambiente, se adiciona 3 gotas agua destilada y se vuelve a calcinar
durante 5 h hasta cenizas blancas o grisaceas. Pre-enfriar en la mufla apagada (hasta +
40°C) vy luego traspasar al desecador y pesar a temperatura ambiente (C2). Si el
residuo al terminar la incineracion es negro se debe de solubilizar con 2mL de agua

destilada y volver a calcinar (AOAC, 2007).

Para calcular el porcentaje de cenizas (% p/p) se aplica la siguiente ecuacion:

Porcentaje de Cenizas (%C) = % x 100 Ec. 6
1

Caracterizacion analitica

Las muestras de semillas cacao obtenidas por los tres tratamientos: fermentado y
seco, crudos sin secar y crudos secos, fueron acondicionadas para la caracterizacion
analitica con respecto al contenido de fenoles, alcaloides (cafeina y teobromina),

monomeros de procianidinas (catequina y epicatequina) y antioxidantes.

Desengrasado: el primer acondicionamiento de las muestras consistio en llevar 100
mg de muestra a un tubo de reaccion plastico de 2 mL con 1.5 mL de hexano y se
llevaron a un bafio ultrasonido por 10 min a 25 Hz de frecuencia, 99 % potencia. Luego

se centrifugd a 14.000 rpm durante 15 min a 10 °C. El sobrenadante se separ6 en un
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tubo de ensayo, se repitio el procedimiento cinco veces combinando los sobrenadantes.
Posteriormente, se evaporo el solvente quedando como resultado la manteca de cacao.
Se registraron los pesos obtenidos de manteca de cacao para asegurar que la
extraccion de la manteca de cacao coincidiera con el contenido de extracto etéreo

cuantificado por Soxhlet (Carrillo et al., 2014).

Extraccion: la segunda fase de acondicionamiento se realiz6 para obtener el
extracto a partir del cacao desengrasado al cual le fue adicionado 1 mL de una solucién
de acetona / agua MilliQ / &cido acético (70/29,5/0,5, v/viIv). La mezcla se agitdé en un
Vortex durante un minuto y sometié a un bafio ultrasonido 3 min, 25 Hz de frecuencia y
99 % potencia. Luego, se centrifugd a 14.000 rpm durante 10 min a 10 °C. El
sobrenadante se almacend en un frasco ambar de 4 mL. El procedimiento anterior se

repitid el una vez méas y se combinaron los dos extractos (Ortega et al., 2010).

Capacidad de absorcién de radicales de oxigeno

La capacidad antioxidante fue determinada usando el método capacidad de
absorcion de radicales de oxigeno (ORAC por sus siglas en inglés). Para ello se midio
la disminucion en la fluorescencia de la fluoresceina como resultado del dafio oxidativo
causado por el AAPH como fuente de radicales peréxido (ROO)(Ou, Hampsch-Woodill
et al. 2001). De esta manera se midio la capacidad de los antioxidantes presentes en
las muestras para proteger la fluoresceina del dafo oxidativo, midiendo la intensidad de
fluorescencia en un lector de placas Synergy HT (Biotek Instruments Inc, USA). Para la

curva de calibracion se utilizé el analogo soluble en agua del tocoferol conocido como
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Trolox en concentraciones de 5,10, 25, 50, 100, 150, 200 uM, en buffer de fosfato
10Mm a pH 7,4.

En una microplaca de 96 pozos (Costar, USA) se adicionaron en estricto orden
fluoresceina, buffer fosfato (B), la dilucion respectiva de Trolox (5,10, 25, 50, 100, 150,
200 pM) y la muestra previamente extraida se diluyd en un buffer fosfato en una
relacion 1/200. Se llevo el plato al lector de placas donde se incub6 durante 30 min a 37
°C.

Pasado este tiempo se le adicion6 a cada pozo la solucion de AAPH y se procedi6 a la
medicion por triplicado de la intensidad de la fluorescencia cada 2 min durante 2 horas
con una longitud de onda de excitacion y emision de 485 y 520 nm, respectivamente.

La proteccion del antioxidante se midié a partir del area de fluorescencia bajo la
curva (AUC) de la muestra en comparaciéon con la AUC del blanco, donde el

antioxidante no esta presente. La AUC se calculé mediante la siguiente expresion:
AUC = (0,5 + (zﬁzilﬁ)> xCT  Ec. (7)
fi

Dénde:
| = ndmero de ciclos
F = unidades de fluorescencia

CT =tiempo de cada ciclo en minutos. En este caso, CT=2

El area neta bajo la curva (AUC neta) se encontro por diferencia entre el AUC de la
muestra y el AUC del blanco. Esta AUC neta (y) se representd delante de la
concentracion de Trolox como patrén (X) obteniendo la recta de regresion lineal; a partir

de aqui, se calcularon las moles equivalentes de Trolox (ET) por litro de muestra.
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ABC gy [Trolox]

ORAC =
ABCTrolox [AH]

Ec. 8

Donde:
ABC AH: Area bajo la curva en presencia de antioxidante.
ABC Trolox: Area bajo la curva de Trolox.
[Trolox]: Concentracion de Trolox.

[AH]: Concentracion de Antioxidante

Contenido de fenoles

El contenido de fenoles totales fue determinado usando el reactivo de Folin-
Ciocalteau y mediante la lectura de la absorbancia en un lector de placas Synergy HT
(Biotek Instruments Inc, USA). Para la curva de calibracion se utilizd acido gélico en
concentraciones de 10, 20, 40, 60, 80, 100 pug/mL, preparados a partir de una solucion
madre de 1000 pg/mL de acido gélico en agua destilada. Con las muestras previamente
extraidas y diluidas en una relacién 1/60, se procedié al ensayo espectrofotométrico
utilizando una microplaca de poliestireno de 96 pozos (Costar, USA) agregando los
reactivos en el siguiente orden: agua destilada, dilucién respectiva de acido galico (10,
20, 40, 60, 80, 100 pug/mL), cada muestra a las diluciones indicadas (Factor de dilucion).
A todos los pozos se les adiciond carbonato de sodio reactivo de Folin excepto al
blanco (Agua destilada). La microplaca con las muestras, blanco y estandares se llevo
al lector de placas a 25 °C durante 60 min. Se registro la absorbancia a 760 nm por
triplicado (Kahkonen et al., 1999). La curva de calibracion fue construida mediante la

ecuaciéon de regresion lineal y=mx+b. Los valores interpolados de x corresponden a la
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concentracion en pug/mL equivalentes de acido galico en la muestra. El modelo de

calculo para expresar los resultados como GAE (mg/g) o (mg/100mL) fue:

(ﬁ de la cur'.'a) (1010%) (FactorDilucion) (1 0ml)
2 gramos Ec. 9

GAE(mg/g seco) =

Los valores de GAE de los tres experimentos independientes se expresaron como la

Media + Desviacion Estandar.

Alcaloides y mondmeros de procianidinas

La determinacion de alcaloides y monémeros de procianidinas se llevé a cabo con el
método reportado por Ortega y Col (2010) con algunas modificaciones (Serra, Maci,
Romero, Piol, & Motilva, 2011).

Los extractos de cacao de cada muestra se sometieron a una extraccion especifica
mediante el uso de cartuchos antes de someterse al analisis cromatografico. Los
cartuchos Sep-pack C18 se acondicionaron con 1 mL de metanol y 1 mL de agua MiliQ.
Posteriormente, se adicionaron 400 mL del extracto y se separaron los azucares con
1800 pL de agua MiliQ, los analitos de interés se eluyeron con 720 uL de una solucion
de acetona/agua MilliQ/acido acético (70/29.5/0.5, viv/v). A continuacion se vertieron en
viales de cromatografia 500 mL previamente filtrados por un cartucho de 0.22 um junto
con 200 mL de la fase movil que consistio en una mezcla de agua al 0.1% de acido
férmico y acetonitrilo, en una proporcion de 95:5 respectivamente.

La separacion de los compuestos se realizé en un equipo UPLC Acquity, Waters con
una columna Acquity BEH C18 (2,1 mm de diametro interno 100 mm, tamafio de

particula 1,8 mm) (Waters, Milford, MA, EE.UU.) y una fase binaria a una velocidad de
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flujo de 0.2 mL/min. La fase movil A es agua/acido formico (95/5, v/v) y B es acetonitrilo.
El gradiente de elucion a 30 °C es: 0-0.5 min, 95:5 (A:B); 0.5 a 3.0 min, 80:20 (A:B); 3.0
a 3.1 min, 95:5 (A:B).

Las condiciones de deteccion MS/MS se llevaron a cabo en un espectréometro de
masas de triple cuadrapolo detector (TQD) (Waters, Milford, MA, EE.UU.), utilizando
una ionizacién por Electrospray (ESI) fuente Z-spray™. Para todos los patrones y las
muestras, la deteccion se realizé6 en modo positivo. Las transiciones fueron evaluadas
por el monitoreo de reaccion seleccionada (SRM) de las siglas en inglés Selected
Reaction Monitoring (Tabla 15). Las condiciones de trabajo de la fuente de ionizacion
fueron los siguientes: tension capilar, 3 kV; temperatura de la fuente 150 °C; tasa de
flujo de gas del cono 80 L/h y el gas de desolvatacién velocidad de flujo 800 L/h;
temperatura de desolvatacién, 400 °C. El nitrogeno (> 99% de pureza) y argon (99% de
pureza) se utilizaron los nebulizadores y los gases de colisién, respectivamente. Las

tensiones y energias de colisién (Ortega et al., 2010)
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Tabla 15. Condiciones 6ptimas de SRM para el andlisis de alcaloides y monémeros de

procianidinas

ColtFtEETe) (cuar?tﬁ'i\:l:alcién) d\(/e?légjneo Egglrizzgr?e =RMZUContiimasion) (con?i?nl\:la?:ién) Volégjneodel f:l%i’)l:
Catequina 290.983>138.924 45 10 290.983>122,923 290.983>167,938 45 15
Epicatequina | 290.983>138.924 45 10 290.983>122,923 290.983>164.939 45 15
Cafeina 194.985>137.97 45 15 194.985>41.879 194.985>109,929 45 20
Teobromina | 180.905>162.922 45 15 180.905>66.917 180.905>107,573 45 10
Teofilina 180.841>123.898 45 15 180.841>68.87 180.841>95,865 45 10

Disefio de Experimentos

Las diferencias entre las variedades de los materiales vegetales estudiados (Criollos

modernos y Trinitarios) evaluados segun las pruebas bromatolégicas: proteina, fibra,

humedad, cenizas y extracto etéreo. Fisicas: color y pH. Quimicas: antocianinas,

contenido de alcaloides (relacién de teobromina/cafeina), monémeros de procianidinas

(epicatequina y catequina), polifenoles y capacidad antioxidante (ORAC), se analizaron

a través de un esquema aleatorio de bloques al azar (DBA) y un modelo factorial por un

Andlisis de Varianza (ANAVA) de una sola via y comparacion final en la etapa de

secado con una prueba Tukey al 95% de nivel de confianza (p < 0.05).

Para la evaluacién de los efectos entre los tratamientos durante el secado se siguio el

modelo descrito en la Ecuacién 10:

Donde:

Xij:la j — ésima repeticion del i — ésimo tratamiento,

Xij=u+Ti+,Bj+€ij'

wmedia general de la poblacién
7;: efecto del i — ésimo tratamiento (W; — W)
B;j:efecto del j — ésimo bloque

&;j: desviacion de la j — ésima repeticion del i — ésimo tratamiento respecto a la media, p;, del i

— ésimo tratamiento

Ec. 10
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Todos los analisis se realizaron con el software estadistico R Studio (Versién 0.98.1103

GNU Affero General de licencias publicas) (MONTGOMERY, Peck, & Vining, 2012).
Resultados y analisis

Analisis fisicos de las mazorcas
Para la seleccion de los clones utilizados en el estudio se fijaron varias
caracteristicas importantes. El clon Maceo 14 “Criollo moderno” fue elegido ya que ha
tenido un comportamiento positivo en las etapas de beneficio, presenta buenos
rendimientos y no se tienen reportes acerca de su composicion quimica, mientras que
el clon San Vicente 155 se encuentra bajo la misma variedad que Maceo 14 pero de
este si se tienen reportes lo que ofrece un punto de comparacién para determinar las

cualidades promisorias del clon Maceo 14.

Los clones IMC 67 y CAU 39 se escogieron ya que de estos se tiene un gran
namero de reportes y que sirven como puntos de comparacién para verificar la
efectividad de los métodos propuestos por la presente investigacion, ademas el clon
IMC 67 es el escogido para realizar el patronaje del proyecto “fomento al cultivo de

cacaos especiales en Antioquia “del cual se deriva el presente estudio.

Caracterizacion fisica de las mazorcas utilizadas en el estudio

En la Figura 9 se describe la clasificacion del material vegetal estudiado, de acuerdo a

su forma, rigurosidad, profundidad de los surcos, apice y base del fruto.

Figura 9. Clasificacion del material vegetal estudiado, de acuerdo a su forma,
rigurosidad, profundidad de los surcos, apice y base del fruto.
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En las etapas de beneficio del cacao se realizan mezclas de los diferentes clones

existentes en la fincas productoras, estds mezclas en la mayoria de los casos son de

cacaos Trinitarios y Forasteros, y en una proporcién mas baja de cacaos Criollos El

peso de 100 granos de cacao es uno de los principales indicadores acerca de la

efectiva fermentacién del grano, de este depende los valores de compra y venta de

cacao, como se puede apreciar en la Tabla 16, las normas que rigen la calidad del

cacao en los diferentes paises estipulan una denominacion, segun el peso de 100

granos, para los clones evaluados en el presente estudio se debe hacer hincapié en la

designacion que reciben los clones de la variedad Criollo los cuales se encuentran en

las categorias més altas segun las tres normas revisadas , en contraste los clones de la
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variedad Forastero se sitlan en niveles inferiores de esta clasificacion. Esta es una de
las principales razones por las cuales el cultivo de cacaos Criollos es relevante en la

calidad del producto final.

Tabla 16. Peso de 100 granos de cacao, y su clasificacion segun 3 normas técnicas
(Colombia, Venezuela, Ecuador)

PESO DE 100 ) NORMA
GRANOS DE NORMA TECNICA NORMA VENEZOLANA :
CACAQS ECUATORIANA NTE INEN ICONTEC 1252 COVEVIN '
SECOS Y 176:2006 CACAO 2003 50:1995
FERMENTADOS '

San Vicente pendiente 164,95 Summer plantacion selecta Premio Extra fino
San Vicente plano 145,45 Summer plantacién selecta Premio Extra fino
Maceo pendiente 171,00 Summer plantacion selecta Premio Extra fino

Maceo plano 164,29 Summer plantacion selecta Premio Extra fino

IMC 67 plano 138,81 Summer plantacién selecta Premio Extra fino
IMC 67 pendiente 101,00 No reporta Pasilla Fino de segunda

Caucasia plano 98,00 no reporta Pasilla no reporta
Caucasia pendiente 102,00 arriba superior época Pasilla fino de segunda

Segun lo reportado por ATLAS DE CACAO en 2006 en un estudio que se realizd a
cacao ecuatoriano y cacao proveniente de Africa, se reportd que el cacao del complejo
Nacional Trinitario exportados a Europa tuvo un peso mucho mayor que el cacao de
Ghana y Costa de Marfil, aunque la produccion de Africa represente un 70 % de la
exportacion a nivel mundial, este cacao estéa clasificado como comdn y es el de menor

calidad.

Antocianinas
La coloracion del cacao segun la variedad es responsabilidad de diversos
compuestos quimicos presentes, entre dichos compuestos se encuentran el grupo de
las antocianinas, una de las pruebas que se realiza para verificar el debido proceso de

fermentaciéon es el contenido de las mismas, ya que son compuestos que participan
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activamente en las modificaciones bioquimicas en el interior de las almendras durante
la fermentacion. Una de ellas, la oxidacion enziméatica, causada por la oxidacion y la
disminucién del contenido de polifenoles, a través de la hidrolisis de las antocianinas y
la polimerizacion de los mondémeros y oligdmeros de flavonoles, transformandolos en

compuestos insolubles (Calderdn, 2002; Amores et al, 2007).

Como resultado disminuye la astringencia y el amargor, influyendo positivamente
sobre la calidad sensorial del cacao, en las almendras violetas, este fenOmeno es
incompleto o no se ha producido, por lo que la intensidad de amargor y astringencia se
encuentra asociada a una mayor concentracién final de flavonoides (polifenoles y
antocianinas). Si la fermentacién es bien llevada, la concentracion de flavonoides

reducira significativamente (Calderén, 2002; Amores et al, 2007).

El comportamiento expuesto anteriormente se ve reflejado en la Figura 10 como
también se puede apreciar como decrece el contenido de antocianinas en el sector de
cacaos Criollos lo que concuerda con un estudio realizado por Elwers en 2009 donde
determind que hay un contenido muy bajo casi nulo de antocianinas en los granos de
cacao Criollo, registrando un contenido mas alto en variedades de Trinitario y Forastero

(Elwers, Zambrano, Rohsius, & Lieberei, 2009).
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Figura 10. Diferencias entre las relacién de absorbancias 530/460 para cacaos Criollos
y Trinitarios
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Color
Con respecto al color del cacao desengrasado se puede observar por los cambios
en las coordenadas a*, b* y la escala de luminosidad L*, que el matiz que estaba en la
region del “rojo” no tuvo mayor variacion, pero al evaluar el cambio el Ab* si existe un
aumento hacia el amarillo mas marcado, ademas el aumento en la luminosidad hace

gue la muestra desengrasada sea mas clara como se observa en la Figura 11.

Figura 11. Resultados de indice de color IC (variable respuesta), en los cuatro clones
evaluados después del secado con o sin fermentacion
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Pd: terreno pendiente; PL: terreno plano; S: cacao sin fermentar y seco; F: cacao fermentado y seco
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Como se puede observar las muestras que se encuentran dentro del rango de IC*
(+2 a +20) corresponde a un color entre amarillo palido y naranja intenso y solo los
materiales de San Vicente 155 fermentado y proveniente de terreno plano y en
pendiente, asi como el IMC 67 obtenido de terreno plano presentaron un color mas
intenso y por esta razén se ubican en el rango de IC* (+20 a +40): naranja intenso al

rojo profundo.

En el municipio de Maceo, Antioquia fueron recolectadas 30 muestras de granos de
cacao en centro de venta local, se solicitud al productor seleccionar 100 granos de
cacao de su cosecha que para su conocimiento y experiencia estuvieran bien
fermentados, a dichas muestras se les midio el contenido de antocianinas como se
describe en la Figura 12, lo que se espera es que los valores fueran inferiores a uno <

1.

Figura 12. Relacién de absorbancias a 530/460, para cacaos fermentados
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De las 30 muestras seleccionadas el 86.67 % estuvo por debajo de 1, este

fendbmeno se puede asociar a 2 situaciones, la primera es que el cacao se encuentra
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bien fermentado y en consecuencia se redujo el contenido de antocianinas, y la
segunda es que la cantidad de cacao Criollo estuviera en una cantidad mayor, cualquier
que fuera la explicacion da como resultado un producto con la calidad exigida por el

mercado.

Acidez y pH
La acidez en una de las pruebas mas importantes para determinar la calidad del
grano debido a su proceso de fermentacién, de esto paramento también dependen
muchas de las caracteristicas organolépticas del grano lo cual hace variar su
designacion (cacao fino y de aroma, cacao comun) y en consecuencia modificar su

precio en el mercado.

En las Figuras 13 y 14 se detallan los resultados obtenidos, se puede apreciar como
varia la acidez y el pH en las diferentes etapas del proceso, esto se debe a ciertos
parametros quimicos de la fermentacion que explican las variaciones de pH y acidez de
la pulpa durante la fermentacion esto se atribuye al metabolismo del acido citrico por
accion de las levaduras anaerdbicas, ya que el etanol formado es oxidado a &cido
acético (bacterias acéticas) el cual migra hacia los cotiledones. Con respecto a los
taninos existe una disminucion lenta del contenido durante las primeras 48 horas de
fermentacién, obteniéndose una reduccion del 4,5 al 7,5% de taninos totales durante la
fermentacioén (Portillo, Graziani De Farinas, & Betancourt, 2007).

Con respecto a la variacion entre el cacao crudo y el cacao seco sin fermentar este
fendbmeno ocurre debido a que en el transcurso del proceso de secado, la testa de la

semilla de cacao se hace cada vez mas compacta, evitando de esta manera, la pérdida
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de acidos hacia el exterior, lo que hace que dichos acidos se concentren en los
cotiledones. (Alexis Zambrano, Alvaro Gomez, Gladys Ramos, Carlos Romero, 2010)

Figura 13. Acidez de 4 clones de cacaos cultivados en Maceo, Antioquia en las
diferentes etapas del beneficio. 1)Cacaos Criollos seco sin fermentar 2) cacaos Criollos
fermentados 3) cacaos Criollos crudos 4) cacaos Forasteros seco sin fermentar 5)
cacaos Criollos fermentados 6) cacaos crudos sin fermentar.

5

' 014
0,12 0,12 3
0,11
010
0,07

on4 0,03 o3

I I I 091 901 o001 om I I 001 001 001 gou
. . . - - - . . -

Moo 3 Mbtsn 3 Sanvionte Sanvicoe Misso 3 Micso 30 Semvkewms Sanviciens ™ -

NP BPY ISEPISHE 000 PG ISR IBEEY OE)  BEY 18 -

! Tratam \ento

Acidez (meq NaOH * 10 g)
expresada en acido acetico

Pd: terreno pendiente; PL: terreno plano; S: cacao sin fermentar y seco; F: cacao fermentado y seco



91

Figura 14. Valores de pH de cuatro clones de cacaos cultivados en Maceo, Antioquia

en las diferentes etapas del beneficio
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Entre las pruebas més béasicas cuantitativas para determinar la calidad de los

procesos de fermentacion y secado son la acidez y el pH. En el caso del cacao

fermentado y seco evaluado, los resultados de pH lo ubican entre 5.2 y 5.4, valor que

se encuentra reportado por Portillo et al (2007) como un cacao con potencial aromatico

por estar entre el rango de 5.0-5.5, de igual forma se encuentra clasificado como un

cacao bien fermentado y seco (rango de pH entre 4.8 y 5.5) valores que concuerdan

con resultados de acidez que encajan en el rango recomendado entre 0.1 y 0.2 meq

NaOH/10g™ (Portillo E, Graziani L, 2007)(Guehi, S., Irie, G., Zahouli, B., Fae, A., Ban-

Koffi , L. and Nemlin, 2010). Los clones de cacao fermentados y secos estuvieron

dentro del rango, excepto para el IMC 67 sembrado en pendiente que al tener valores

por encima es un indicador de sobre fermentacion.
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Anélisis bromatoldgico

Alrededor del mundo existe un gran niumero de publicaciones que se resumen en
normas nacionales, estandares reportados por organizaciones internacionales de
referencia en este sector productivo, producciones bibliograficas indexadas, asi como
informes expuestos en congresos de caracter internacional, la mayoria de ellos en los
que se detallan los métodos mediantes los cuales se establecen parametros como:
contenido de extracto etéreo, proteina, fibra, cenizas, lo que conlleva a herramientas de
primera mano para clasificar el cacao en categorias de alta, mediana o baja calidad,
aspectos genotipicos con miras a identificar materiales promisorios o lograr determinar

si las etapas de beneficio fueron ejecutadas con éxito.

Entre los métodos reportados, existen algunas coincidencias en las condiciones de
operacion, pero sin llegar a metodologias que puedan ser adoptadas en su totalidad, ya
sea por su falta de reproducibilidad, pocos detalles sobre los parametros aplicados, asi
como la heterogeneidad de resultados, lo cual hace que para el establecimiento de
meétodos estandarizados en cada centro de investigacion o productivo deban adaptar y
basarse en procedimientos validados con un fuerte soporte estadistico para generar

confianza en los resultados.

Existen algunas de propiedades criticas en la caracterizacion del cacao fresco,

fermentado o seco, entre ellas el contenido de grasa o extracto etéreo

El contenido de extracto etéreo es un parametro que se caracteriza por ser
determinante debido a que representa un porcentaje superior al 50 % en la mayoria de
los materiales, lo que implica un valor econdmico representativo para la industria en la

obtencion de un subproducto de amplia aplicacion como es la manteca de cacao,
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también ha sido empleado el valor de este porcentaje como un indicador para distinguir
entre materiales vegetales, asi un cacao Criollo se caracteriza por tener mayor cantidad
que el Forastero o Trinitario. Finalmente, el extracto etéreo puede ser considerado
como un interferente para pruebas de caracterizacion posterior como la cuantificacion
de polifenoles, acrilamida, entre otros.

A patrtir del solvente seleccionado se realizé la extraccion hasta agotar la muestra de
forma que no se obtuviera mas de 1 % en la Ultima etapa de extraccion y se lleg6 a un
proceso de extraccion de 18 h en cuatro baches de 3 h de extraccion, 1 h de lavado y
30 min de recuperacion de solvente. Los resultados 54,58 + 0,02 % fueron superiores a
los reportados por los métodos que se tomaron como referencia, asi Ramirez-Sanchez,
et al (2010) obtuvieron 49 %, Hu et al (2016) reportaron 45,6 % y el maximo porcentaje
reportado fue 50,0 % por Dankyi et al, (2015), debido posiblemente a la condicion de
garantizar la obtencién de una cantidad inferior al 1 % de extracto etéreo y las
diferencias de origenes, materiales vegetales y tratamientos en los procesos de
poscosecha.

Para el analisis del contenido de cenizas en cacao se siguio el procedimiento descrito
en AOAC 972.15 (2012) se sometid a 550 °C la muestra de cacao, pasado este tiempo
se observo que el material presentaba una coloracion negra, siguiendo las indicaciones
de la norma introdujo nuevamente en la mufla por 3 horas mas y pasado este tiempo la
muestra de cacao continuaba presentando el mismo comportamiento, se repitid este
proceso por 6 horas, terminado este tiempo se determin6é que el momento en el cual se
debe detener el proceso es cuando la diferencia de peso entre varios pesos

consecutivos es de menor de 1 mg.



94

Luego de realizar los experimentos necesarios para definir los protocolos para el
analisis de cacao, se ejecutaron los mismos en dos variedades diferentes de cacao (ver
en el apartado de metodologia: Descripcion del material vegetal), con cuatro momentos.
El primero fue determinar si los parametros bromatologicos son una referencia para la
clasificacion de cacao Criollo y cacao Forastero, en segundo lugar suministrar
informacion sobre clones de los que no se tenian reportes como MACEO 14, un tercer
momento fue comparar los resultados obtenidos con las investigaciones previas de
clones ya estudiados para confirmar la efectividad de los métodos, por ultimo
determinar si el proceso de fermentacion influye en la calidad bromatoldgica del cacao.

En la Tabla 17, se presentan el promedio y la desviacién estandar de los resultados
obtenidos de los dos clones MACEO 14, SAN VICENTE 155 ubicados en la variedad
de Criollos modernos, Aide Villamir en el afio 2013 obtuvo valores de extracto etéreo
para San Vicente 155 correspondientes 58.1%, para proteinas 12.5, para fibra 5.5,
ademas segun el informe reportado por Nubia Martinez en el afio 2015 el porcentaje
del extracto etéreo del mismo clon se encuentra en el rango de (56,7 -59,8), como se

puede apreciar los valores obtenidos se localizan en estos rangos.

Tabla 17. Resultados de analisis bromatoldgicos de cacaos de Maceo, Antioquia

Proteina Fibra Extracto etéreo Cenizas Humedad
Variedad Clon Terreno Fermentado y Fermentado y Fermentado y
Fermentado y seco Fermentado y seco
seco seco seco
Plano 12,5+ 0,152 12,5 + 0,297 54% + 0,00 7% + 0,0317 5% + 0,00117
Maceo 14
Crioll Pendiente 12,8 + 0,00 12,8+ 1,19 57% + 0,013 7% £ 0,008 5% +0,0001
riollo
san Plano 11,3+ 0,08 11,3+ 0,63 55% + 0,004 3% £ 0,011 10% + 0,00013
Vicente
155 Pendiente 11,5+0,46 11,5+ 0,49 58% + 0,012 4% + 0,0167 7% + 0,000

El clon San Vicente 155 es proveniente del departamento del Santander, mientras

que el clon Maceo 14 es originario del municipio de Maceo, Antioquia, este Ultimo es
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relativamente nuevo, y se obtuvo de los cruces realizados por los agricultores con el
objetivo de mejorar en términos de rendimiento y calidad organoléptica del grano, se
puede observar en la Figura 15, que el contenido de grasa de los dos clones es igual,
mientras el porcentaje de cenizas, fibra y proteinas es mayor para el clon Maceo 14 .
Estos resultados reflejan un primer acercamiento para conocer la composicion quimica
del clon Maceo 14, a partir de esto aprovechar su potencial en la consolidacion de
cacaos finos y de aroma en el Departamento de Antioquia.

Figura 15. Comparacion de dos clones de las variedades “Criollos modernos “en
términos de sus caracteristicas bromatoldgicas
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Proteina Fibra Extracto etéreo Cenizas

Los clones correspondientes a la variedad Forastero fueron CAUCASIA 39 e IMC 67,
estos han sido estudiados y se conocen los paramentos bromatoldgicos de los mismos,
es por esto que es importante comparar dichos valores con los obtenidos en la presente

investigacion con el fin de acreditar las metodologias de analisis propuestas.
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Tabla 18. Resultados bromatoldgicos de las dos clones de cacaos Forasteros

o Caucasia 39 IMC 67
RESULTADOS SEGUN : - " A e - A
Proteina Fibra Extracto etéreo Proteina Fibra Extracto etéreo
Trabaiodei tigad
rabajo de investigacion 14,2 9,65 3% 13 82 5%

presente
El beneficioy las
caracteristicas 16,13 2,92 55,53 13,38 2 55,89

fisicoquimicas del cacao

Caracterizacion

- - - 11,94 7,48 51,3 12,81 8,34 57,64
fisicoquimica y beneficio
del grano de cacao en
Colombia 2005 No reporta No reporta No reporta No reporta No reporta 55,9
No reporta No reporta No reporta 13,25 3,53 55,5
Carasteristicas de calidad
del de Colombia,
¢! cacao ce ~olombia 123 31 59,7 13,1 43 58,8

catalogo de 26 cultivares
2013

Como se puede apreciar en la Tabla 18 los resultados obtenidos en la presente
investigaciéon comparados con los informes presentados por la Federacion Nacional de
Cacaoteros en 2004, 2005 (Fedecacao, 2005) (Fedecacao, 2004) son similares, lo que
sugiere que los métodos utilizados para llegar a dichos resultados fueron efectivos y
pueden ser propuestos como metodologias oficiales en al analisis de cacao.

Aunque puede existir variaciones en estos parametros como se puede observar en
el contenido de fibra, esto se puede atribuir a el cambio que cada clon puede tener
dependiendo de la zona donde ha sido cultivado tomando en cuenta las diferencias
geofisicas que pueden afectar la calidad del grano.

Por ultimo se presenta la Tabla 19, la cual resume los resultados obtenidos, en esta
estan incluidos los resultados de los analisis a cacaos secos sin fermentar, es muy
importante conocer si el proceso de fermentacién tiene algun impacto en los valores, ya
gue no todos los cacaos que se llevan a estudio son sometidos y dicho proceso de
beneficio, y la intencién es suministrar informacién que permita hacer una comparacion

a otros investigadores, ademas de esto, hay que tener certeza que los analisis



97

bromatoldgicos derivan propiamente del grano y no del manejo que se haya realizado
con este en la etapa de la poscosecha, ya que dichos procedimientos son variables
dependiendo del productor.

Tabla 19. Cuadro resumen de los analisis realizados a 4 clones de cacao, seco
fermentado y sin fermentar

Proteina Fibra Extracto etéreo Cenizas Humedad
Variedad Clon Terreno | Sin fermentary | Fermentadoy Sin Fermentado y | Sin fermentar y | Fermentadoy |Sin fermentar y| Fermentado y Sin Fermentado y
fermentar y fermentar
Seco seco seco seco Seco seco seco seco
Seco y Seco
Moo 14 Plano 13+ 054 1250152 | 91062 7,140,297 54% 0,01 54%+0,00 | 5%+0,01609 | 7%z0,0317 >T% | 5%+0,00117
il Pendiente 1310418 128000 | 121143 | 74£119 56%+0,039 | 57%+0013 | 6%:0,006 7%+ 0,008 >T% 5% 10,0001
riollo

San Vicente Plano 133+3875 1134008 | 100833 | 74%063 520%+0,038 | 55%+0004 | 7%+0,023 3%+0,011 >7% | 10%+0,00013

1% Pendiente 12,1+0,63 1154046 | 51102 6,6£049 55%+0,018 | 58%+0012 | 5%=+0005 | 4%=+0,0167 >T% 7% £0,000

MC 67 Plano 13+0,02 136+075 | 79+2209 | 95+0199 55%+0,02 | 53%+0,0262 | 7%+0001 | 3%£0,00027 | >7% 5%+ 0,0017

Forastero Pendiente 13+0,243 1241032 | 95£0675 | 69£028 53%+0,013 57%+ 0,00 50%+0001 | 5%10,0009 >T% 5% +0,0006

CAUCASAS7 Plano 13310163 143£062 | 1164130 | 109£014 57%+ 0,05 55%+0,039 | 9%+0,004 | 4%:+0,0006 >T% 5% 10,000

Pendiente 1214022 141£0587 | 1144250 | 84085 55%+0,018 51%+0,00 7% 0,003 6% +0,003 >T% 5% +0,0015

Capacidad de absorcion de radicales de oxigeno, contenido de fenoles,
concentracion de mondmeros de procianidinas en cacao
Para los andlisis de la capacidad antioxidante, el contenido de fenoles, y la
concentracion de monomeros de procianidinas en cacao (Epicatequina y Catequina )
se elimind el contenido de grasa de la muestra utilizando una metodologia distinta a la
requerida para calcular el contenido de extracto etéreo ya que existen desventajas en la
extraccion con hexano en Soxhlet las cuales incluyen la toxicidad del solvente, grandes
cantidades de solvente para extraccion, imposibilidad para agitar la mezcla de
extraccion mientras se da dicho proceso, y mas importante aun, tiempos de extraccion
extendidos y la posibilidad de descomposicion térmica de los compuestos presentes en
la muestra, dado que el proceso de extraccion usualmente se da en el punto de

ebullicion del solvente (Wang & Weller, 2006).
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Debido a lo anterior se evaluo la utilizacion de la técnica ultrasonido la cual tiene
gran importancia en los procesos de extraccion cuando el analito es termosensible
como es el caso de algunos antioxidante y vitaminas; la efectividad de esta metodologia
radica en los eventos que ocurren cuando la burbuja colapsa; en algun punto, la
barbuja no puede absorber eficientemente la energia del ultrasonido, por lo que
implosiona y se genera una rapida compresion adiabatica de gases, produciendo
temperaturas y presiones extremas, pero debido al tamafio tan pequefio de las burbujas
en comparacion con el volumen total del liquido, no hay cambios drasticos en las
condiciones ambientales del mismo. Cuando ocurre el proceso de implosion en
presencia de una estructura solida como el material vegetal, el liquido se expande a
altas velocidades ocasionando fuertes impactos sobre la superficie sélida (Luque-
Garcia & Luque De Castro, 2003), esto incrementa la penetracién del solvente en la
superficie.

En la Tabla 20 se presentan el porcentaje de grasa extraido por ultrasonido
obteniendo en el 93.75 % de los casos un porcentaje superior al 50%,Gil Quintero, 2012
realiz6 un estudio para determinar la influencia del desengrasado en los valores de
cuantificacion del contenido de sustancias bioactivas, dicho estudio revelo que no
existen diferencias entre el cacao desengrasado y no desengrasado, pero se debe
hacer énfasis en la sensibilidad y resolucion de la técnica cromatografia utilizada en el
presente estudio (HPLC MS/MS ) y en la influencia que pueden tener interferentes en la
resolucion de los picos, dicho esto es indispensable tener un cacao desengrasado para

realizar la cuantificacion de estas sustancias.
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Tabla 20. Porcentaje de grasa extraido por el método de ultrasonido en cacaos
fermentados y no fermentados

GRANOS DE CACAO SIN FERMENTAR |GRANOS DE CACAO FERMENTADO

item Porcentaje de Porcentaje de Porcentaje de Porcentaje de
extracto etéreo cacao extracto etéreo cacao

desengrasado desengrasado
CAUCASIA PLANO 52% 62% 48% 62%
CAUCASIA PENDIENTE 51% 62% 52% 63%
SAN VICENTE PLANO 55% 57% 51% 64%
SAN VICENTE PENDIENTE 56% 58% 53% 65%
MACEO PENDIENTE 56% 57% 55% 61%
MACEO PLANO 56% 57% 55% 60%
IMC 67 PENDIENTE 59% 55% 53% 62%
IMC 67 PENDIENTE 59% 55% 54% 60%

Para el proceso de extraccion de las sustancias de interés se evaluaron dos
combinaciones diferentes de solventes la primera fue una mezcla de Etanol: Agua
70:30 respectivamente y la segunda Acetona: Agua Milli-Q: &cido acético (70:29.5:05)
respectivamente, obteniéndose resultados en el contenido de polifenoles superiores
utiizando la segunda mezcla como se puede apreciar en la Figura 16, este
comportamiento fue similar a lo reportado por (Wollgast, 2000) donde describe la poca

eficiencia de la primera mezcla.
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Figura 16. Contenido de polifenoles en granos de cacaos con 2 diferentes
metodologias de extraccion

Contenido de polifenoles en granos de cacao

GAEmg /g

AC 67 PENDIENTE  IMC 67 PLAN MACEO PLANO ~ MACEQ PENDIENTESAN VICENTE PLANIIN VICENTE PENDIENVEJCASIA PENDIENTE CAUCASIA PLAN

Luego de la estandarizacidon del solvente de extraccion se condujo con determinar el
contenido de compuestos fenélicos de cacaos fermentados y secos de los cuatro clones
propuestos como se detalla en la Figura 17. Estos valores son similares a los
reportados Villamizar en el 2013 donde describe que el rango en el contenido de
polifenoles es de 47.63 -55.65 mg / g para los clones IMC 67, FSV 155, CAU 39, asi
mismo Aranzazu en el 2015 reporta un contenido de 52 mgAG/g IMC 67, 54 mgAG/g
FSV 155, 54 mgAG/g CAU 39 .

Zambrano en 2010 realiz6 un estudio en el que reporta valores para dos diferentes
variedades de cacao para la variedad de Criollo el valor es de 53.23 mg Ag / g asi

mismo para la variedad de cacaos Forasteros es de 53.64 mg Ag/ g.
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Figura 17. Compuestos fendlicos en cacaos fermentados
Contenido de compuestos fenolicos en granos de cacao
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Dadas las diferencias de coloracion entre los cacaos Criollos y Forasteros y
conociendo que los polifenoles son responsables del color del grano se sugiere que la
determinacion del contenido de polifenoles es una herramienta para determinar la
variedad del grano en estudio, dicho esto los datos fueron sometidos a un analisis
estadisticos en el programa R Studio (Version 0.98.1103 GNU Affero General de
licencias publicas).

En relacion a los datos obtenidos en la Figura 18 frente a la capacidad de
absorcién de radicales de oxigeno en las muestras evaluadas se puede observar que
los datos son superiores a los reportado en la base de datos desarrollada en Estados
Unidos, por el servicio de investigacién en agricultura, del laboratorio de nutrientes
perteneciente al Departamento de Agricultura, esta reportado que el valor ORAC para el
cacao, Y el polvo de cacao seco es 55653 pmol TE/ 100 g, situandose en el vigésimo
lugar de los alimentos con mayor actividad antioxidante, dentro de una recopilacion de

valores ORAC para 326 alimentos (Haytowitz & Bhagwat, 2010)
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Estos valores también son superiores a los suministrados por Martinez en 2015 en
gue se encuentran valores de 1340.9 IMC 67 uM trolox / g, 1314.40 uM trolox CAU 39,
1322. 5 uM trolox FSA 155,

Dichos valores son por el contrario menores a los reportados por Carrillo en 2013
donde el reporte mas bajo es de 38729 uM trolox / 100 g para muestras de cacao
liofilizadas sin fermentar, es impértate entonces destacar la influencia que tiene los

procesos de beneficio en los granos de cacao.

Figura 18. Capacidad de absorcion de radicales de oxigeno en muestras de cacao

fermentado
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Figura 19: contenido de epicatequina en material vegetal
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Dada la importancia que han tenido las sustancias responsables de la actividad
antioxidante en alimentos, es significativo realizar un anélisis mas detallado, para esto
se debe contar con herramientas que produzcan datos mas selectivos y especificos
como la cromatografia liquida acoplada a detectores MS/MS , lo que conlleva a un gran
reto en el anadlisis, en el estudio de mondmeros de procianidinas en muestras
vegetales se han desarrollado una gran cantidad de procedimientos, esto refleja la alta
complejidad de estas matrices en el analisis y la diversidad de escenarios que se

pueden presentar en este reto analitico (Markham & Bloor, 1998).

Dicho esto, se realizaron diferentes ensayos variando la cantidad los factores que
pueden influir en la separacién de los picos presentes en muestras reales, evitando
fendbmenos de solapamiento de picos o cambios en los tiempos de retencién, debidos a
la presencia de metabolitos primarios y demas componentes de los granos de cacao
gue pudieran alterar el comportamiento de los analitos de interés ; como conclusiones
acerca de dichos ensayos es la importancia de la eliminacién del extracto etéreo vy la
separacidén de los azucares mediante la utilizaciéon de cartuchos.

Segun lo reportado por Bhagwat, Haytowitz, & Holden en 2013 para la USDA los
valores para (-) epicatequina se encuentran en el rango de 18.00 mg/100g - 73.03

mg/100g, y para (+) catequina 12.07 mg/100g - 29.74 mg/100g.

Contenido de alcaloides, parametro diferenciador en variedades de cacaos
Uno de los principales objetivos del presente escrito es determinar las diferencias
medibles de forma analitica entre cacaos Criollos y Forasteros y entre las metodologias
gue mejor pueden demostrar tal diferencia se encuentra la relacion teobromina / cafeina

se ha reportado con anterioridad que altos valores para la relacion teobromina/cafeina,
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estan asociados con una menor calidad aromatica la cual es un factor clave para definir
cacaos finos y de aroma si esta relacién se acerca o superan la cifra de 10,ciertamente
correspondera a cacao corriente; en cambio aquellos para la los cuales la relacion
teobromina/cafeina corresponde a rangos entre 4-5 sugieren ser cacaos de gran valor

de exportacion para los diferentes paises (Amores, Palacios, Jiménez, & Zhang, 2009)

Hasing en 2004, sefiala que en un estudio de analisis comparativo realizado en
Santa Catalina, con muestras de cacao venezolano Guasaré previamente sometido a
un proceso de beneficiado, obtuvo un valor de 1.58 en R. T/C, siendo ubicado este
valor dentro del grupo de los Criollos asi mismo fue evaluada una muestra de cacao
Forastero procedente de Ghana, la cual obtuvo un valor de 10 en T/C., de acuerdo a
este mismo estudio se ubicé al clon CCN 51 dentro del grupo de los Trinitarios, y a

otros Trinitarios como el ICS — 95 entre valores cercanos a 6.

Como se ha mencionado en varios momentos de este escrito la composicion
quimica del cacao puede variar segun las condiciones climaticas, el terreno y la
cosecha, pero en el reporte final del proyecto INIAP / APROCAFA / CORPEI (2006),
ninguna de las épocas de sembrado afectaron en forma significativa la relacion

Teobromina / Cafeina. (Palacios Cedefio, 2008)

Otros autores como Chapelin en 1998 y Davrieux en 2004 detallan que la relacion
teobromina/cafeina varia en un rango de 5 a 6,92 y esta define con claridad las tres
variedades de materiales de cacao: El Criollo, el Forastero y el Trinitario siendo para
cacaos Criollos del orden de teobromina/cafeina de 2 a 5, los cacaos de tipo Trinitario

de 5a 10y los Forasteros de 10 en adelante.
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En el comportamiento de los dichos alcaloides al final de la etapa de fermentacion
hay un aumento, este comportamiento se ha descrito con anterioridad por Brunetto y
Col en 2007, en cacaos Criollos y Forasteros dichos autores explicaron este fenémeno
ya que en la fermentacion la testa del cacao se hace permeable a los alcaloides
presentes y dado que estas se encuentran en la pulpa, la cascara y el interior del grano,
es posible que ocurra una migracion hacia el interior y debido a esto se observe un
incremento en sus concentraciones. A pesar de que no hay cambios bruscos en la
concentracion de los alcaloides durante las etapas de procesamiento, si se observa una
disminucién progresiva y consistente desde el inicio del secado al sol de los granos de
cacao, contrario a esto autores como Nazaruddin y Col en 2006, establecieron que el
contenido los alcaloides no se ve afectado en gran medida por la fermentacién, secado
o los procedimientos durante la industrializacion, observandose un contenido mas
homogéneo durante estos procesos, a pesar de que existe una tendencia clara a su
disminucién. Estos autores sugieren que debido a este comportamiento, los alcaloides
no juegan un papel importante dentro de los cambios fisiol6gicos que le ocurren a los
granos de cacao durante la fermentacion.

Segun los reportado por Aranzazu en 2015 para el clon IMC 67 la relacion
teobromina/cafeina obtuvo un valor de 6, el clon CAU 39 con un valor de 6.2 ubicando
los dos en el grupo de los Trinitarios, mientras que el clon FSV 155 2.9 estando en el

grupo de Criollos.
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Figura 20: relacién teobromina / cafeina en material vegetal evaluado
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Andlisis estadistico
Tabla 21. Analisis estadistico de la diferenciacién por variedad
L . . Fenoles . I Relacion
Bloque | Repeticion |Variedad |Tratamiento totales Proteina |Antocianinas Teobromina/Cafeina
Trinitarios A b
Repeticion 1
Criollos B a
Plano
Trinitarios C b
Repeticion 2
Criollos D a
Trinitarios A b
Repeticion 1 .
Criollos B a
Pendiente
o Trinitarios C b
Repeticion 2 .
Criollos D a
Valor P 0.0024 | 0.000132 0.00206 3.88 x 10-5
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En la Tabla 22 se presentan el resultado del analisis estadistico realizado con los
datos suministrados por los diferentes analisis a los que fueron sometidos el material
vegetal.

Los parametros que permitieron diferenciar las variedades fueron fenoles totales,

proteinas, antocianinas y la relacién teobromina/cafeina.

Propuesta de Norma Técnica Colombiana Actualizada
En el Anexo 1, se presentan la propuesta de modificacion de la norma técnica

colombiana 1252 de 2003, se realizaron 2 modificaciones importantes

1. Lainclusion de metodologias para el analisis de acidez, antocianinas , contenido
de extracto etéreo , contenido de fibra cruda, contenido de cenizas , contenido de
humedad , contenido de proteinas, contenido de alcaloides (teobromina, cafeina
)

2. Las clasificaciones segun las caracteristicas fisicas, el grado de fermentacion,

las caracteristicas bromatoldgicas, el contenido de alcaloides.

El apartado de definiciones y la descripcion de la forma en la cual se debe tomar la

muestra se conservo, ya que cuenta con lo exigido.
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Conclusiones

Las pruebas de acidez, pH, relacion de absorbancias 460/530 (contenido de
antocianinas), color y peso son las pruebas necesarias para realizar la verificacion de la
correcta fermentacion del cacao. Con respecto a estas pruebas el clon IMC 67 no
estuvo en el rango establecido para la medida de pH, mientras que Caucasia 39 cuando
fue evaluado el peso se situd bajo la referencia de tres de las normas latinoamericanas

estudiadas como cacao Pasilla o de segunda categoria.

El clon Maceo 14 presentd caracteristicas superiores comparado con San Vicente
155 en términos de contenido de proteinas, contenido de fibra, contenido de cenizas, lo
gue sugiere que es un clon promisorio y que se deben evaluar sus aspectos fisicos mas
a fondo.

Los clones correspondientes a las variedades Trinitarios IMC 67 y Caucasia 39
presentaron valores para los analisis bromatologicos que se encontraban en el rango de
los estudios realizados, lo que confirma que las metodologias utilizadas son las idéneas
para ser propuestas en la norma.

Referente a la capacidad antioxidante se establecid que la extraccion asistida por
ultrasonido es la mejor herramienta para retirar el extracto etéreo, asi como la mezcla
de acetona:agua:acido acético es la mejor mezcla para realizar la extraccion de
metilxantinas, y mondmeros de procianidinas .

Se establecieron los valores para la capacidad antioxidante atribuida a la
epicatequina principalmente donde se evidencio que dichos valores estaban por encima
del valore reportado la USDA y otras investigaciones, pero también se puede observar

como decae la actividad antioxidante con los procesos de beneficio del cacao.
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Los parametros de contenido de proteinas, fibra, antocianinas, fenoles, relacion
teobromina / cafeina son una herramienta para la diferenciacién cuantitativa a partir de

los parametros quimicos de las variedades Criollo, Trinitario y Forastero.
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Apéndices

Apéndice A. propuesta de actualizacion: norma técnica colombiana NTC 1252

2003-05-28
CACAO EN GRANO
OBJETIVO
Esta norma tiene por objeto establecer la clasificacion y los requisitos que debe el

cacao en grano, destinado a la industrializacién para consumo humano.

DEFINICIONES Y DESIGNACION
DEFINICIONES
Proceso adecuado a que se somete el grano de cacao para mejorar el saber, aroma y
para facilitar su secado.
Grano bien fermentado. Grano de cacao cuyo proceso de fermentacion ha sido
completo y que presenta las siguientes caracteristicas: cascara o tegumento de color
marron, rojo o pardo rojizo oscuro (color chocolate) con alveolos bien definidos de
forma arrifionada y con olor a chocolate.
Grano insuficientemente fermentado. Grano de cacao con una fermentacion
incompleta, cuyos cotiledones (almendra) presentan un color violeta o marrén violeta,
de estructura semicompacta con cascara dificilmente separada.
Grano pizarroso. Grano de cacao sin fermentar, el cual presenta un color interior de
gris negruzco y estructura completamente compacta.
Pasilla: Conjunto de granos de cacao planos, tan delgados que se dificulta su partida

longitudinal
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Grano infestado: Grano de cacao invadido de insectos, larvas o adultos dafiinos en el
mismo.
Grano dafiado por insectos: Grano o pedazo de grano de cacao que aparece alterado
en su apariencia y cuya estructura presenta perforaciones o dafios causados por
insectos.
Grano mohoso: grano con forma interna de estructura de hongo perceptible a la vista,
con olor y saber desagradable.
Impurezas o materias extrafias: Cualquier material o elemento diferente al grano de
cacao
Grano germinado: Grano de cacao cuya testa o tegumento ha sido perforada o
guebrada debido al crecimiento del embrion o radicula.
Grano ahumado: Grano con olor o sabor a humo o que muestres signos de
contaminacion con el humo.
Grano multiple: Unién de dos o mas granos de cacao debido a ataques de hongos en
la mazorca o a la falta de separacion, volteo y remocion de los granos durante la
fermentacion y secado.

DESIGNACION
El cacao en granos se designa por su nombre. Ejemplo cacao en grano premio, cacao

en grano corriente y cacao en grano pasilla.

REQUISITOS GENERALES

Determinacién del tamafio de la muestra

Tamaiio del lote en sacos Sacos para muestra
2a8 2
9a15 3
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Tamaiio del lote en sacos Sacos para muestra
16a 25 5
26a50 8
51a90 13
91a150 20

151 a 280 32

281 a500 50

501 a 1200 80
1201 a 3200 125
3201 a 10000 200
10001 a 35000 315
35001 a 150000 500
150001 a 500000 600
500001 y mas 1250

Cuando el muestreo se vaya a efectuar sobre arrumes que tienen largo tiempo de haber

sido conformados, se recomienda seguir el procedimiento indicado en el numeral
Extraccion de muestras de los sacos

Es necesario que la longitud de la parte penetra equivalga al menos a la mitad de la
diagonal del saco. Se debe introducir la sonda en diagonal hasta la mitad del saco y
llenarse. Se debe introducir la sonda una vez mas preferiblemente por debajo del saco
a lo largo de la otra diagonal hasta el cuarto inferior. La sonda se introduce con la

ventana hacia abajo en el saco y luego se le da la vuelta y se llena.

a) Si se utiliza una sonda que consta de una sonda dentro de otra de didmetro
diferente, se introduce en posicion cerrada con las aberturas hacia arriba. Haciendo

girar el tubo interior, se abre la sonda y una vez llena, se cierra otra vez y se saca.



120

b) Inmediatamente después de extraida la sonda, se vacia su contenido en la caja o
saco destinado a contener la muestra global. En algunos casos (por ejemplo para una
determinacion de impurezas) es preciso abrir el saco antes de sondear.

c) Cuando se tomen muestras de los lotes pequefios, la muestra global debe tener un

volumen talque se pueda deducir de ellas las muestras de expedicion y de reserva.

Toma de muestras

Productos homogéneos empacados: El numero de sacos de los que se toma la
muestra parcial, depende del nimero total de ellos. Se escogen aleatoriamente, pero
repartidos sobre el lote completo, los sacos de los cuales se deben tomar las porciones
gue sumadas forman la muestra global.

Para asegurarse de que la muestra se toma aleatoriamente debe utilizarse una Tabla
de numeros aleatorios, para lo cual se enumeran las unidades del lote y de la Tabla,
obteniéndose al final una serie de numeros igual al numero de unidades que van a
extraerse. Esta serie de niumeros se ordenan ascendentemente y en esta forma se

deben sondear los sacos.

Preparacion de la muestra global

Se retnen inmediatamente y en su totalidad las muestras parciales en una caja 0 en un
saco impermeable al vapor de agua. Durante estas operaciones el empaque no debe
guedar abierto y expuesto al sol. La caja o el saco debe ser suficientemente grande
para que la totalidad de las muestras parciales ocupen como maximo la mitad. Tan
pronto se hayan reunido todas las muestras parciales, se mezcla perfectamente el

contenido de la caja o saco.
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Preparacion de la muestra reducida o muestra de expedicion

La muestra de la expedicion se debe deducir de la muestra global mediante un aparato
divisor adecuado, la cantidad de la muestra reducida dependera de las determinaciones

que se vayan a efectuar.

la muestra de la expedicion se debe embalar en recipientes de buen cierre
impenetrables e impermeables. La descripcion de la muestra en el papel no adhesivo
debe incluirse en el recipiente. También se debe aplicar en el exterior del empaque. La

descripcidon completa de la muestra comprendera:

a) Los nombres de los operadores que tomaron las muestras.

b) La fecha de la operacion.

C) El lugar.

d) La designacion del producto.

e) La designacion del lote: es decir, nombre del navio, numero de los vagones, etc.

f) Mencién de que el procedimiento de muestreo se ha hecho siguiendo la presente

norma.

Inmediatamente después de llenar los envases, estos se deben presentar con lacre, o

sellarlos convenientemente.

Preparacion de las muestras de reserva

Si no se indica lo contrario, al hacer las muestras de expedicion se deben preparar

muestras de reserva que en volumen y en numero correspondan a las muestras de
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expedicion. Estas muestras se preparan, designan, marcan y presentan como las
muestras de expedicion. Las muestras de reserva quedaran bajo la custodia de las

partes interesadas, que las guardaran durante dos meses.

Preparacion de las muestras para analisis

La muestra que llega al laboratorio deber ser minimo de 1000g se deja el tiempo
necesario para tomar la temperatura local, pues de lo contrario la humedad del aire

seria absorbida rapidamente.

Una vez efectuadas estas determinaciones la muestra sobrante se divide por cuarteo,
hasta obtener una masa de 5009 y de ella se toman aleatoriamente 100 granos, para
realizar los ensayos correspondientes a los demas parametros enunciados en la Tabla

de requisitos.

El cacao en grano que no cumpla los requisitos especificados en esta norma, se
considerara no clasificado. En caso de discrepancia se repetiran los ensayos sobre la
muestra de reserva para tales efectos. Cualquier resultado no satisfactorio en este

segundo caso sera motivo para rechazar.

ENSAYOS

Pruebas fisicas

e Peso
Se toman 100 granos representativos de la muestra, y se llevan a una balanza

debidamente calibrada, se registra el valor y se reporta en gramos por 100 granos

(9/100 granos).



123

e Granos defectuosos
Se toma una muestra representativa del saco donde se encuentren un namero de

granos mayor a 100, y se distribuyen en una superficie limpia, seca y de tonalidad clara.
Se separan los materiales extrafios de los granos, dichos materiales se pesan,
posteriormente se realiza una inspeccién de los 100 granos para determinar cuantos de
estos se encuentran germinados o han sido atacados por insectos, aplastados o

fracturados, se debe registrar el peso de los mismos en % (m/m), méax.

e Color
Se toman 100 granos de cacao, se llevan a congelacion a una temperatura menor a 4

grados centigrados, hasta que estan completamente congelados, se retiran del
congelador e inmediatamente después se reduje el tamafio de particula con ayuda de
un molino de cuchillas, o un mortero, se separan 3 partes diferentes del polvo obtenido
y se llevan a un tamiz donde se asegure que el tamafio de particula es menor 500
micras , se registran las mediciones de color en parametros R,G, B y con ayuda de un
software se obtienen las coordenadas L, a*, b*, se registra el indice de color siguiendo

la ecuacién 1.

a*1000
L=*b

e pH
Se realiza una reduccién de tamafio a los granos de cacao, y se llevan a un tamiz

donde se asegure que el tamafio de particula es menor 500 micras, se toman 10
gramos de producto obtenido del tamiz, y se vierten 100 ml de agua destilada se lleva a
una plancha de calentamiento durante 1 hora a 90°C, seguido a esto se centrifuga

durante 25 min a 15 °C y 5000 rpm y a 25 ml del sobrenadante se le mide el pH.
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Pruebas quimicas

e Acidez
De la solucion centrifugada en el procedimiento para medir pH se toma una alicuota de

25 mL del sobrenadante y es titulada con una solucion de NaOH al 0.01 N hasta
alcanzar un pH con rango de 8.27 — 8.33. Los valores de la acidez total (AT) se
reportaran como mmoles de hidroxido de sodio por 100 g semilla seca y como meq de

NaOH por 10 g de cacao seco (meqg de NaOH. 10 g-1)

e Antocianinas
Se pesan 0.5 g de polvo de cacao (tamafio de particula menor a 500 micras) en tubos

de ensayo, seguido a esto se adicionan 50 ml de mezcla de metanol:HCI (97:3) se agita
vigorosamente la mezcla . El homogenizado se deja reposar a (8 °C) durante 18 horas y
luego se filtra a vacio hasta un volumen aforado en 40 mL. Se realizan lecturas de
absorbancia con un espectrofotémetro a 460 y 530 nm , y se reporta la relacién

teobromina/cafeina.

Pruebas bromatolégicos

e Contenido de extracto etéreo

Se pesan 3 g (P1) de muestra triturada y seca, luego se llevan a un dedal de celulosa.
Posteriormente se adicionan 90 mL de n-hexano en un crisol previamente pesado (P0).
Se llevan al montaje de Soxhlet y la extraccion se efectia durante 15 horas en 3
baches de 5 h. Se evapora el solvente, se transfiere al desecador y se pesa (P2). Para

calcular el porcentaje de extracto etéreo se utilizé la siguiente ecuacion:
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i P2 — PO
%WExtracto etéreo = TxlOO

L1 D1-DO
% Solido desengrasado = TxlOO

e Contenido de fibra cruda

Se pesan exactamente 0,3 g de muestra en cada uno de los crisoles, se registra el valor
como (F0). Se aseguran los crisoles con la muestra en el equipo y se adicionan 125 ml
de H2S04 (1,25%) previamente calentados hasta ebullicién. 3-5 gotas de n-octanol son
adicionados como agente antiespumante, una vez la mezcla esta en ebullicion se deja
la digestion durante 30 minutos. El acido sulfdrico es drenado y la muestra se lava 3
veces con 30 mL de agua caliente. Luego de drenar el ultimo lavado, se adicionan 150
mL de KOH (1,25%) en ebulliciébn y se repite el mismo procedimiento realizado con el
acido. Se hace un ultimo lavado con agua fria destilada destinada a enfriar los crisoles y
luego con 25 mL de acetona fria, se repite por triplicado agitando cada vez con aire
comprimido. Los crisoles se pesan una vez se han evaporado las trazas de acetona,
después de secarlos en el horno a 105°C durante 1 hora o hasta peso constante y de
llevarlo al desecador para enfriar. Este peso representa la fibra cruda mas el contenido

de cenizas en comparacion al peso inicial (F1).

Para cuantificar las cenizas restantes en la muestra que no son removidas por la
digestién acido-basica, se llevan los crisoles a la mufla a 550°C durante 3 horas, se

enfrian en el desecador y se pesan nuevamente (F2).

Para calcular el porcentaje de fibra cruda se aplica la siguiente ecuacion:
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F2-F1 %100
FO

Porcentaje de fibra cruda =

e Contenido de cenizas

Es necesario calcinar los crisoles vacios a 550°C durante 2 h, dejar enfriar (hasta +
40°C) en la mufla y llevar al desecador y pesar a temperatura ambiente (C0). Pesar 2 g
de muestra en un crisol previamente tarado y deshumedecido (C1). Colocar los crisoles
con la muestra en la mufla y calcinar a 550°C durante 1 h retirar y dejar enfriar hasta
temperatura ambiente, se adiciona 3 gotas de agua destilada y se vuelve a calcinar
durante 10 horas retirar y dejar enfriar hasta temperatura ambiente y registrar el peso,
posteriormente se vuelve a calcinar durante 1 hora mas se retiran y dejan enfriar hasta
temperatura ambiente y se registra el peso si es este no tiene un cambio superior a 1
mg , Pre-enfriar en la mufla apagada (hasta £ 40°C) y luego traspasar al desecador y

pesar a temperatura ambiente (C2).

G2 — Go

x 100

Porcentaje de Cenizas (%C) =

e Contenido de humedad
Pesar 10 gramos de polvo de cacao (PO) y se llevarlos a un crisol previamente

deshumedecido registrar el peso (P1) a una estufa de secado convencional a 105%0.2
°C hasta alcanzar un peso constante (P2). El resultado se reporta como el contenido de

humedad en base humeda, segun la siguiente ecuacion:

P2
Porcentaje de humedad (%) = —————x100
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e Contenido de proteinas

Se pesan 0,3000 g de muestra seca en un papel filtro previamente tarado, se llevan a
un tubo digestor y posteriormente se adicionan 4 g de catalizador (K2S0O4 — CuSO2) y
10 mL de acido sulftrico al 96%, de esta misma manera se preparan el blanco
utilizando un papel filtro. Los tubos digestores se llevan al equipo de digestion de
Nitrogeno (Velp Scientifica, Italia) durante 45 min a 420°C y se dejan enfriar. Pasado
este tiempo se llevan a la unidad de destilacion automéatica (Velp Scientifica, Italia) se
programa el respetivo protocolo de adicion de reactivos (50 mL de agua destilada, 50
mL de NaOH 40 % y 50 mL H3BO3), luego de recoger el destilado se procede a titular,
adicionado 3 gotas de indicador de Tashiro y se valora con solucién volumétrica de HCI

0.1N hasta que el destilado vira de color verde a violeta y permanece por 30 segundos.

El calculo del contenido de proteina se realizé utilizando la siguiente férmula

(14 ™ /meq) * WVm —Vb) « N

100
W X

%N =

%P = %N * F

Pruebas analiticas

e Contenido de alcaloides (teobromina, cafeina)

Para determinar el contenido de alcaloides se deben realizar 4 etapas:

1. La primera etapa consiste en realizar un desengrasado de la muestra por
ultrasonido: Pesar 100 mg de cacao seco SIN fermentar en un tubo de reaccién

de plastico con capacidad de 2 mL con 1.5 mL de hexano y se lleva a un bafio
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ultrasonido por 10 min a 25 Hz de frecuencia, 99 % potencia. Luego se centrifuga
a 14.000 rpm durante 15 min a 10 °C. El sobrenadante se separa en un tubo de
ensayo, se repite el procedimiento cinco veces combinando los sobrenadantes.
Posteriormente, se evapora el solvente quedando como resultado la manteca de
cacao. Se registraron los pesos obtenidos de manteca de cacao para asegurar
que la extraccion de la manteca de cacao coincida con el contenido de extracto
etéreo cuantificado por Soxhlet.

La Segunda fase de acondicionamiento se realiza para obtener el extracto a
partir del cacao desengrasado al cual le es adicionado 1 mL de una solucién de
acetona / agua MilliQ / &cido acético (70/29,5/0,5, v/viv). La mezcla se agita en
un Vortex durante un minuto y sometiéo a un bafio ultrasonido 3 min, 25 Hz de
frecuencia y 99 % potencia. Luego, se centrifuga a 14.000 rpm durante 10 min a
10 °C. El sobrenadante se almacena en un frasco ambar de 4 mL. El
procedimiento anterior se repite una vez masy se combinan los dos extractos

. Una tercera etapa consiste en realizar una extraccion especifica a partir de los
extractos obtenidos mediante el uso de cartuchos antes de someterse al analisis
cromatografico. Los cartuchos Sep-pack C18 se acondicionan con 1 mL de
metanol y 1 mL de agua MiliQ. Posteriormente, se adicionan 400 mL del extracto
y se separan los azucares con 1800 pL de agua MiliQ, los analitos de interés se
eluyen con 720 pL de una solucion de acetona/agua MilliQ/acido acético
(70/29.5/0.5, v/vlv). A continuacion se vierten en viales de cromatografia 500 mL
previamente filtrados por un cartucho de 0.22 um junto con 200 mL de la fase
movil que consiste en una mezcla de agua al 0.1% de acido férmico y
acetonitrilo, en una proporcién de 95:5 respectivamente.

. Se recomienda realizar el procedimiento en el equipo equipo UPLC Acquity,
Waters

Bajo los siguientes parametros: con una columna Acquity BEH C18 (2,1 mm de
didmetro interno 100 mm, tamafio de particula 1,8 mm) (Waters, Milford, MA,
EE.UU.) y una fase binaria a una velocidad de flujo de 0.2 mL/min. La fase mévil

A es agua/acido formico (95/5, v/v) y B es acetonitrilo. El gradiente de elucion a



129

30 °C es: 0-0.5 min, 95:5 (A:B); 0.5 a 3.0 min, 80:20 (A:B); 3.0 a 3.1 min, 95:5
(A:B).

Clasificacion

Segun las caracteristicas fisicas

Requisitos Premio |Corriente Pasilla

Contenido de
Impurezas o materias
extrafias en % (m/m),

max.

Contenido de material
aplastado o
fragmentado en %

(m/m), max.

Grano dafado por
insectos y/o
germinados, numero de

granos/100 grano max.

Masa (peso), en g/100 120 105-119 40
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‘ granos, min. | ‘ ‘ ‘

e Segun el grado de fermentacion

Relacion de
) Escala de pH
Indice de color Absorbancia A 460/530
Unidades de medida de 1-14
nm
Rangos de tolerancia
Cacaos bhien fermentado <1 4 8-55
Cacao insuficientemente
>1
fermentado >6

e Segun las caracteristicas bromatoldgicas

RANGOS DE TOLERANCIA
CARACTERISTICAS
BAJO MEDIO ALTO
Contenido de
<40 % 40 % - 50 % >50 %
extracto etéreo
Contenido de
<7% 7% - 8% >8 %
humedad
Contenido de
<10 % 10% - 13% >13%
proteinas
Contenido de fibra <5% 5%-12% >12 %
contenido de cenizas <3% 5% - 7% >0 %
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*El contenido debe ser menor a 7 para evitar la proliferacién de microorganismos

y hongos

e Segun el contenido de alcaloides

Valor de
Grupos Teobromina /
Cafeina
Cacaos
Forasteros 15-10
Cacao Trinitario 2-10
Cacaos Criollos 2-1

EMPAQUE Y ROTULADO

EMPAQUE

El cacao podra transportarse en empaques flexibles y apropiados u otro material que

garantice la conservacion del producto en condiciones normales de almacenamiento y

transporte.
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El empaque con su contenido debe permitir su cierre uniendo las dos orillas que
forman la boca, es decir que no se permitira que el producto sobrepase la parte superior

del empaque. No se debe usar relleno.

ROTULADO

Las inscripciones en el rotulo se haran en la planilla de recibo en forma legible a simple
vista, redactadas en espafiol y en otro idioma si las necesidades de comercializacién
asi lo dispusieran.
En la planilla debe indicarse como minimo lo siguiente:

a) Nombre del producto

b) Procedencia

c) Nombre o marca del vendedor o del productor.

d) Designacion, de acuerdo don lo indicado en el numeral 2.2

e) Contenido neto, en kilogramos.



