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Resumen

La estandarizacion de los procesos de poscosecha del cacao es uno de los retos
prioritarios para ser competitivos en el sector productivo. Por tal razon, el objetivo de este
estudio fue determinar el balance entre los compuestos de calidad desarrollados durante
las etapas de poscosecha de cacaos especiales (Theobroma cacao L.), cultivados en
Antioquia, mediante una aproximacion quimiométrica. El estudio se dividié en dos etapas;
la primera partio de la fermentacion espontanea de una mezcla de dos clones de cacao
Universales y dos regionales provenientes de tres subregiones de Antioquia (Bajo Cauca-
BC, Uraba-U y Magdalena Medio-M) con una duracién de 168 h en My 132 h tanto en BC
como en U. El perfil bromatologico, fisico y quimico se determiné bajo métodos
estandarizados y validados como base para la identificacion de indicadores de calidad al
inicio y final del proceso. El estudio quimiométrico de esta etapa estuvo basado en el
Analisis de Componentes Principales (ACP) en el cual se observé que el cacao crudo de
BC fue diferente de U y M, pero después de la fermentacion se definieron variables
comunes en las tres subregiones a partir principalmente de aminoacidos libres, acido
acético, manitol y fibra. La segunda etapa consistié en el desarrollo de un método de
secado para el cacao fermentado por Lecho Fluidizado (LF), con el fin de reducir los
tiempos y estandarizar esta etapa de forma que se reflejara en la calidad del cacao seco.
Las condiciones de secado 6ptimas fueron: temperatura de 45 °C (resultante de un estudio
previo a 50, 45 y 40 °C), velocidad del aire en m/s de 6.1 (120 min), 5.1 (260 min) y 4.3
(aprox. 120 min) hasta alcanzar una humedad <7 %. Doce modelos matematicos
empiricos fueron empleados para el estudio de la cinética de secado y el modelo
seleccionado fue Aproximacion de Difusion (R2:0.9954). El perfil quimiométrico permitio
analizar el secado por LF comparado con el solar, donde las dos primeras componentes

fueron explicadas por una serie de compuestos volatiles, pero sin una afectacién mayor
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de la acidez volatil. El contenido de acrilamida, considerado un contaminante térmico
neoformado relacionado con la inocuidad del cacao, solo se presentd en BC en los dos
métodos de secado evaluados pero a niveles inferiores a los recomendados. La propuesta
de un secado artificial por lecho fluidizado permitié la reduccion del tiempo al pasar de 72
a7.2+0.6 h para BC, de 132 a 7.5+1 h para U y de182 a 8.3+0.8 h para M. Para evidenciar
los factores concluyentes que permitieran el analisis quimiométrico a partir de esas
variables de mayor relevancia identificadas en el ACP para las dos etapas de poscosecha
estudiadas se realiz6 el Analisis de Factores Comunes; del cual se extrajeron una serie de
variables no observables pero deducibles de la importancia de las variables seleccionadas.
Estas observaciones consistieron primordialmente en tres factores, el primero asociado a
la identificacion de la calidad del cacao al finalizar la fermentacion y el secado, el segundo
a su propiedades funcionales de interés para la industria por su valor comercial; vy,
finalmente, al cumplimiento de estandares establecidos por la normativa para grano de

cacao secCo.

Palabras clave: Theobroma cacao L., Lecho fluidizado, estadistica multivariada,

fermentacion, secado.
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Abstract

The standardization of cocoa postharvest processes is one of the priority challenges to be
competitive in the productive sector. For this reason, the objective of this study was to
determine the balance between the quality compounds developed during the postharvest
stages of special cocoas (Theobroma cacao L.), cultivated in Antioquia, through a
chemometric approach. The study was divided into two stages, the first was the
spontaneous fermentation of a mixture of two Universal and two regional cocoa clones from
three sub regions of Antioquia (Bajo Cauca-BC, Uraba-U and Magdalena Medio-M) with a
duration of 168 h in M and 132 h in both BC and U. The bromatological, physical and
chemical profile was determined under standardized and validated methods as a basis for
the identification of quality indicators at the beginning and end of the process. The
chemometric study of this stage was based on the principal components analysis (PCA) in
which it was observed that the BC raw cocoa was different from U and M, but after the
fermentation, common variables were defined in the three sub regions based mainly in free
amino acids, acetic acid, mannitol and fiber. The second stage consisted in the
development of a drying method for the cocoa fermented by Fluidized Bed (LF), in order to
reduce the times and standardize this stage so that it would be reflected in the quality of
the dry cocoa. The optimal drying conditions were: 45 ° C (resulting from a previous study
at 50, 45 and 40 ° C), air velocity in m /s was: 6.1 (120 min), 5.1 (260 min) and 4.3 (approx.

120 min) until reaching a humidity <7%. 12 empirical mathematical models were used for
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the study of drying kinetics and the model selected was Diffusion Approach (R% 0.9954).
The chemometric profile allowed to analyze the drying by LF compared to the solar, where
the first two PCs were explained by a series of volatile compounds, but without noticing
greater affectation of the volatile acidity. The content of acrylamide, considered a
neoformed thermal contaminant related to the safety of cocoa, was only presented in BC
by the two drying methods evaluated but at levels lower than those recommended. The
proposal of an artificial drying by fluidized bed allowed the achievement of the reduction of
time from 7210 7.2 £ 0.6 h in BC, from 132to 7.5+ 1 h for U and in M it went from 182 to
8.3 £ 0.8 h. To demonstrate the conclusive factors that allowed the chemometric analysis
from those variables of greater relevance identified in the PCA for the two postharvest
stages studied, the Common Factors Analysis was carried out; from which a series of non-
observable variables were extracted, but deducible from the importance of the selected
variables. These observations consisted primarily of three factors, the first associated with
the identification of the quality of cocoa at the end of fermentation and drying, the second
with its functional properties of interest to the industry for its commercial value; and, finally,

to compliance with standards established by the regulations for dry cocoa bean.

Keywords: Theobroma cacao L., Fluidized bed, multivariate statistics, fermentation,

drying.
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Introduccion

En el mundo, el cacao es reconocido por ser una materia prima de alto valor comercial. En
Colombia existen condiciones naturales competitivas para su produccién, pero no en todas
las zonas productivas se alcanza el nivel de calidad necesario para estar entre los
principales oferentes de los mercados internacionales. Esto se debe a factores que van
desde la clasificacion del material genético hasta la pre-industrializacién, proceso previo a
su exportacion o transformacion. Entre los aspectos que mas afectan la calidad del cacao
se encuentra la estandarizacion de dos etapas fundamentales de la poscosecha: la
fermentacion y el secado. Ambas son importantes para obtener un producto que cumpla
con las condiciones requeridas por el sector industrial con respecto al desarrollo de los
precursores de aroma y sabor, asi como el control de la formacién de compuestos nocivos

debido a las reacciones de Maillard presentes en el secado.

El departamento de Antioquia, por su cultura agricola y diversidad agroclimatica, ha sido
uno de los beneficiarios de los apoyos gubernamentales enfocados en apoyar el
crecimiento del cultivo de cacao con calidad competitiva a nivel mundial. De alli que pasara
de ocupar el quinto lugar de productividad en el afio 2012 en Colombia, al tercero en 2018
y especificamente Uraba ocupé el segundo lugar en esta misma clasificacion (Ministerio
de Agricultura y Desarrollo Rural; Centro de Investigaciones Agropecuarias, 2012). Entre
las zonas mas productivas, de interés para el departamento, se encuentran Bajo Cauca,
Uraba y Magdalena Medio. En cada una de ellas se espera encontrar un sello y un perfil
caracteristico, derivados de la composicion quimica, fisica y bromatoldégica que se obtiene

por la topografia y las practicas culturales agricolas.

Para caracterizar el cacao en las zonas de estudio, se requiere implementar técnicas
soportadas por tecnologia robusta y métodos adaptados para el analisis de una matriz de

alta complejidad por su composicion y condiciones de evaluacion durante la trazabilidad
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de las etapas de poscosecha, que va desde un amplio rango de humedad hasta la
apariencia fisica, lo cual se convierte en un reto. Esta exigencia metodolégica hace
necesaria la estandarizacion y validacion de los métodos para garantizar los resultados vy,
a futuro, que estos puedan ser reconocidos como un sello de calidad en cualquier parte
del mundo. Por esta razén, el primer capitulo aborda la metodologia implementada para la
obtencion de los perfiles de mezclas de clones presentes en las tres zonas de estudio,

tanto crudos como fermentados, respondiendo asi al alcance del objetivo especifico inicial.

Si bien es conocido que la fermentacion es la etapa decisiva para la obtencion de los
principales precursores de aroma, como se mencioné antes, los retos con el secado son
de gran interés. Factores como los largos periodos de lluvia, en épocas del afio en las que
se presentan picos de cosecha del cacao, afectan la estandarizacion de esta etapa, en la
que se busca la disminucién de tiempos y de factores de riesgo como la proliferacion de
hongos en las primeras etapas, entre otras. Es asi como la propuesta de un tratamiento
térmico artificial, como lo sugieren varios estudios, puede ser una alternativa para
contrarrestar los problemas presentes en la poscosecha. Sin embargo, en este caso
surgen nuevos desafios como disminuir la acidez volatil, que ha sido identificada como uno

de los principales defectos de esta opcidn tecnolégica.

La fluidizacion es la técnica que se ha elegido como alternativa por el tratamiento térmico
uniforme que ofrece a partir de un volumen de aire a velocidades que favorecen la
suspension y constante movimiento del grano, aumentando la superficie de secado. De
esta manera, la exigencia en altas temperaturas se puede reducir, lo que ayuda a la
conservacion de compuestos termolabiles y la posterior obtencién de un producto
homogéneo. Desde el punto de vista energético, se espera que su eficiencia térmica sea
semejante a la del secado por aspersion o de banda (Yang, 2003; Senadeera y col., 2006).
De esta técnica solo se tiene reporte de un estudio con cacao, con resultados que pueden
ser tomados como referencia y optimizados. Ademas, este tipo de tecnologia es producida
a nivel local, lo que facilitaria su transferencia a un costo competitivo y el acceso al

acompafiamiento técnico.

La optimizacién de este tratamiento térmico exige un estudio de la cinética de secado

basado en modelos tedéricos y semi-empiricos, propiedades termoquimicas y de fluido-
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dinamica, que permita la definicion de los parametros de operacion, reproducibles y
adaptables a las condiciones de cada subregion. El segundo capitulo detalla precisamente
la viabilidad de adoptar esta tecnologia bajo una metodologia que busca facilitar las
condiciones técnicas para el sector productivo, sin dejar de lado la calidad del producto
que se logra con el balance, por un lado, de la disminucién de la acidez volatil y la formacién
de contaminantes térmicos neoformados como la acrilamida, y por el otro, con la
maximizacion de la formacién de compuestos volatiles responsables del aroma y control

de otros asociados al sabor.

La trazabilidad de la calidad del cacao en las diferentes etapas objeto de estudio exige el
establecimiento de un sinnumero de parametros, que es proporcional al volumen de la
informacion, lo cual requiere una disciplina de apoyo para el tratamiento de datos que
facilite la toma de decisiones de acuerdo con el interés de cada actor de la cadena
productiva. En este punto, la Quimiometria basada en modelos estadisticos y matematicos
aparece como una alternativa para facilitar el acceso a sistemas de reducciéon de la
informacion multidimensional, de tal manera que se pueda agrupar y crear perfiles para la
toma de decisiones e interpretacion de datos, un proceso que se da con el conocimiento
de la matriz desde el punto de vista quimico, fisico, bioldgico, entre otros. Para la obtencién
de los perfiles, que son el insumo para el analisis multivariado, se requirié del apoyo de la
quimica analitica y varias técnicas instrumentales, que en este estudio partieron del uso
de cromatografia con detectores robustos para la identificacion y cuantificacion, asi como

la adaptacion de los métodos implementados (Bader et al., 2009).

El resultado del analisis quimiométrico se presenta en el ultimo capitulo, el cual acerca al
futuro usuario de la informacién a una herramienta o ruta de trabajo que le permitira la
caracterizacion del cacao dependiendo de la subregién, la etapa de trabajo y su interés
sobre la calidad productiva o funcional. Esta informacion se obtiene a través de un analisis
de factores comunes determinados a partir de las componentes principales identificadas

en cada etapa de estudio.

Es importante sefialar que esta investigacion hace parte del proyecto macro
“Implementacion de modelos para garantizar la calidad del grano de cacao en poscosecha:
Estrategias sostenibles enmarcadas en el comercio internacional”, el cual tiene como
objeto principal aportar al desarrollo del aparato productivo en Antioquia y responder a una

de las principales demandas del sector, relacionada con el establecimiento de “Métodos
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estandarizados de los procesos de beneficio y calidad de grano de cacao”, confirmada en

la actualizacién de la Agenda de Investigacion Nacional de Cacao y Chocolate de 2015.

Finalmente, cada capitulo se estructuré a partir de los siguientes tres objetivos especificos
respectivamente. Juntos, responden al objetivo general del proyecto: “Aproximacion
guimiométrica del balance entre los compuesto de calidad desarrollados durante las etapas

de poscosecha de cacaos especiales (Theobroma cacao L.), cultivados en Antioquia”:

— Determinar el perfil quimico de los compuestos precursores del aroma y sabor
generados durante la fermentacion de cuatro clones de cacao cultivados en
diferentes subregiones de Antioquia para su trazabilidad.

— Establecer un sistema de secado de cacaos fermentados, basado en una
tecnologia que permita la disminucion de la humedad del grano, sin afectar el
equilibrio entre los compuestos responsables del aroma y de aquellos
neoformados.

— Definir los marcadores quimicos como indicadores de la calidad sensorial

caracteristica de cacaos especiales, mediante un analisis quimiométrico.
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1.Capitulo 1. Perfil de calidad del cacao bajo
métodos estandarizados para el control de
su poscosecha

1.1 Introduccion

Se han publicado numerosos estudios para caracterizar el cacao tanto crudo como
fermentado. Sin embargo, no existe un consenso procedimental para su tratamiento, lo
cual dificulta la estandarizacion o normalizacion de métodos que permitan la
implementacion de una rutina para el control de calidad. También se dificulta la toma de
decisiones frente a la amplia oferta de materiales vegetales que existe y la trazabilidad de
los compuestos precursores de aroma formados durante la fermentacién (Gil, Orrego,
Cadena, Alegria, & Londono-londono, 2016; Ching Lik Hii, Menon, Chiang, & Sharif, 2017;
Hue et al., 2016; Pereira, Soccol, & Soccol, 2016).

Las etapas de la poscosecha, principalmente fermentacion y secado, son decisivas como
fases iniciadoras de estos precursores y compuestos responsables de las caracteristicas
sensoriales del cacao como materia prima de calidad para procesos industriales y sus
productos derivados. Por esta razén, ambas etapas han motivado amplios estudios y
representan un punto de partida para la obtencion de Cacaos Corrientes de alta calidad y

en especial Cacaos Finos de Aroma.

Es asi como se ha reportado un amplio niumero de compuestos relacionados con atributos
o defectos en el perfil sensorial que son indicadores del correcto procedimiento, ya sea
durante la fermentacién o el secado (Frauendorfer & Schieberle, 2006; Elvis Portillo et al.,
2009; Rodriguez-Campos et al., 2012a; Rodriguez-Campos, Escalona-Buendia, Orozco-
Avila, Lugo-Cervantes, & Jaramillo-Flores, 2011; Saltini, Akkerman, & Frosch, 2013).

Algunos de estos compuestos son identificados como precursores que aparecen en la



Capitulo 1. Perfil de calidad del cacao bajo métodos estandarizados para el 6

control de su poscosecha

fermentacion, a los que se les ha atribuido una serie de reacciones bioquimicas,
enzimaticas y microbioldgicas alternas que conducen a la formacion de metabolitos
determinantes en el desarrollo balanceado, no solo para el aroma sino también para el
sabor; incluso con propiedades funcionales (Adeyeye, Akinyeye, Ogunlade, Olaofe, &
Boluwade, 2010; Emmanuel Ohene Afoakwa, Quao, Takrama, Budu, & Saalia, 2013;
llleghems, Weckx, & De Vuyst, 2015; Kratzer et al., 2009; Leal, Gomes, Efraim, De Almeida
Tavares, & Figueira, 2008; Ohene, E., Quao, J., Takrama, J., Simpson, A. and Kwesi, 2011;
Rohsius, Matissek, & Lieberei, 2006). La mayoria de estos metabolitos aportan al perfil
sensorial global para la diferenciacion de la calidad. Ademas, pueden ser caracteristicos
de cacaos especiales, ya sea por su aparicion o disminucién (Bertoldi, Barbero, Camin,
Caligiani, & Larcher, 2016; Y. Gu, Hurst, Stuart, & Lambert, 2011; S. Jinap, Jamilah, &
Nazamid, 2004; Krahmer et al., 2015; Noor-Soffalina, Jinap, Nazamid, & Nazimah, 2009).

Ademas de los aminoacidos y azucares reductores, principalmente fructosa y glucosa, los
acidos organicos, alcaloides, monémeros de procianidinas, antocianinas, péptidos y otras
macromoléculas se han estudiado a profundidad, con el fin de profundizar en el
entendimiento del comportamiento al interior del cotiledén de cacao y hacer seguimiento a
su influencia sobre la calidad al final de la fermentacion (E. O. Afoakwa, Quao, Takrama,
Budu, & Saalia, 2012; Ortega et al., 2010; Sandhya et al., 2016; Jurgen Voigt, Janek,

Textoris-Taube, Niewienda, & Wostemeyer, 2016).

En cuanto al secado, la mayor parte de los estudios se ha centrado en realizar una
descripcion detallada de los compuestos resultantes de la reaccién de Maillard, la cual es
reconocida como la principal serie de transformaciones quimicas a partir de azucares
reductores y aminoacidos libres para la producciéon de compuestos volatiles de alto valor
en el perfil de calidad de varias matrices alimentarias, en especial del cacao. Este proceso
inicia en la poscosecha y se desarrolla completamente en las etapas que comprenden su
industrializacién (Bustamante, Tamayo Tenorio, & Rojano, 2015; Farah, Zaibunnisa, &
Misnawi, 2012; Kocadagli, Goncuioglu, Hamzaloglu, & Gékmen, 2012; Martins, Jongen, &
Van Boekel, 2000).

La identificacion de la composicidon quimica para la trazabilidad expone varios retos en

cuanto a las metodologias a seguir que deben estar apoyadas por tecnologias robustas
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para el estudio de concentraciones bajas y métodos diferenciados de acuerdo a la matriz
del cacao a estudiar (pulpa, cotiledon) y el grado de humedad por el avance que tenga la
fermentacion (Bertoldi et al., 2016; Marseglia, Sforza, et al., 2014; Ortega et al., 2010).

Los resultados de esta compleja caracterizacion pueden apoyar la toma de decisiones al
realizar el analisis de los resultados por cada uno de los métodos aplicados. Este proceso
parte del analisis estadistico que soporta la fundamentacion quimiométrica para definir los
compuestos significativos para la toma de decisiones sobre el perfil de precursores de
aroma y responsables de sabor que se forman después de la fermentacion del cacao. Entre
las técnica de analisis descriptivas de mayor apoyo se encuentra el Analisis de
Componentes Principales (ACP), la cual reduce la dimension de los datos en funcion de
sus similitudes y diferencias sin perder informacién con base en las combinaciones lineales

de variables que son definidas como componentes principales (Kaiser, 1961).

Asi mismo, el analisis de Cluster (ADC) puede ser util para realizar la agrupacion en clases
homogéneas que permiten diferenciar entre la evolucion de la fermentacion (inicio-fin) y
diferentes origenes, entre otros. En definitiva, el analisis de Factores Principales (ADF) a
partir del ACP, hace parte de los métodos de ordenacion de variables con una estructura
de alta correlacion que conlleva a la determinacion de pocos factores subyacentes. Cada
uno de los factores apoyados en el conocimiento de los usuarios de la informacion permitira
hacer una clasificacion con diferentes alcances de interés, que para los datos recolectados
durante la fermentaciéon podrian explicar aspectos productivos, de calidad, funcionalidad,
entre otros (Wold, 1995).

Por lo anterior, el alcance de este estudio se establecidé en la aproximacion quimiométrica
de una mezcla de cacaos cultivados en tres subregiones de Antioquia, basada en la
caracterizacion de los perfiles fisico, quimico y bromatologico de las muestras, lo cual
implicd la estandarizacion de métodos que permitieran la obtencion de informacion
confiable acerca de las caracteristicas propias de los materiales evaluados de acuerdo a
la zona donde se obtuvo la cosecha y la identificacion de la calidad al finalizar su
fermentacion; pero con el beneficio de identificar los parametros acotados y concluyentes
para obtener una caracterizacion descriptiva e inferencial a partir de herramientas

estadisticas.
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1.2 Materiales y Métodos

1.2.1 Reactivos

Se emplearon los siguientes reactivos clasificados como acidos: acético (US
Pharmacopeia Convention - Rockville, USA), citrico, lactico, malico (Supelco, North
Harrison, USA), oxalico y succinico (Dr. Ehrenstorfer GmbH, Augsburgo, Alemania).
Sacaridos: fructosa (Chromadex, Irvine, CA, USA), glucosa, sacarosa (Supelco, North
Harrison, USA) maltosa y poliol manitol (European Pharmacopoeia Reference Standard).
Alcaloides: cafeina y teobromina. Monémeros de procianidinas (epicatequina y catequina).

Aminoacidos (asparagina, cisteina, fenilalanina, leucina, lisina, metionina y valina).

Los reactivos y solventes grado analitico, cromatografico o de masas empleados para la
extraccion y cuantificacion de compuestos de estudio fueron: acetona, acido orto-fosforico,
sulfurico y clorhidrico, ciclohexano, cloroformo, dietil éter, éter de petrdleo, indicadores
Tashiro y fenolftaleina, fosfato de sodio di-basico dodecahidratado, hexano, hidroxido de
sodio, metanol, n-octanol, sulfato de cobre, oftalato acido de potasio, (Merck, Darmstadt,
Germany). 6-hidroxi-2, acido 5,7-tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox), fluoresceina, y
2,2'-azobis (2-amidinopropano) dihidrocloruro (AAPH), acido formico y formiato de sodio
obtenidos de Sigma Chemical Co. (Missouri; USA).

El agua ultrapura empleada en la mayoria de las pruebas presenté una resistividad de 18.2
MQ.cm Purelab Ultra ELGA (Celle, Alemania).

1.2.2 Material vegetal

El material vegetal empleado en el presente estudio consistié en una mezcla de dos clones

internacionales: CCN-51 (Collection Castro Naranjal), ICS-1" (Imperial College Selection);

" Resolucion Minagricultura 0329 de 17 de noviembre de 2009. Materiales de cacao introducidos en
Colombia
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y dos nacionales: FEC-2? (Fedecacao El Carmen, Santander) y FLE-2® (Fedecacao Lebrija,
Santander), seleccionados por la Federacion Nacional de Cacaoteros de Colombia —
Fedecacao, ya que estan presentes en las tres subregiones y como oportunidad para
evaluar el desempeio en las etapas de poscosecha de dos de los 8 clones regionales

aprobados en 2014 por el Instituto Colombiano Agropecuario.

1.2.3 Zona de estudio

El estudio fue realizado en tres de las principales subregiones productoras de cacao en el
departamento de Antioquia, Colombia. Las unidades experimentales fueron ubicadas en

las siguientes localidades:

— Bajo Cauca (BC): Hacienda La Candelaria, ubicada sobre la via que conduce de
Caucasia a Nechi en el Bajo Cauca, en las coordenadas geograficas
correspondiente a N 08°4076,57’; W 75°1079,74’; 76,3 msnm.

— Uraba (U): Centro de Desarrollo Agrario y Sede de Estudio para la Region de Uraba
de la Universidad de Antioquia — Granja Tulenapa, ubicada en el municipio de
Carepa en las coordenadas geograficas N 07°46”4,51’; W 76°39”8,90’; 14,7 msnm.

— Magdalena Medio (M): Finca Cannes, ubicada en la vereda Betulia del municipio
de Maceo (N 06°3176,52’; W 76°4974,89’; 1048,0 msnm).

1.2.4 Cosecha

Los cuatro clones fueron cosechados a partir de la producciéon de la cosecha traviesa o
secundaria de 2017 en el departamento de Antioquia. En el Bajo Cauca se llevé a cabo al
inicio de marzo, en Uraba los primeros dias de mayo y en el Magdalena Medio a mediados

del mismo mes.

2 Resolucion ICA 4180 de Dic 2 de 2014. Registro comercial FEC-2 (Fedecacao ElI Carmen,
Santander)
3 Resolucién ICA 4181 de Dic 2 de 2014. Registro comercial FLE-2 (Fedecacao Lebrija, Santander)
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Las mazorcas fueron colectadas cuando alcanzaron el grado de maduracion requerido

para llevar a cabo la fermentacién, de acuerdo con el criterio de los productores de cada

unidad productiva.

En la Tabla 1-1 se listan los municipios seleccionados por Fedecacao para el muestreo en

cada subregion.

Tabla 1-1: Municipios, fincas y productores seleccionados como proveedores de cacao en

las tres subregiones del departamento de Antioquia (Bajo Cauca, Magdalena Medio y

Uraba) objeto de estudio.

Bajo Cauca
Municipio Finca Productor
Valdivia Napoles Edilson Andrés Rodriguez

Vereda La Paulina

La Primavera

Dario Escobar

Caceres
Isla La Dulzura

Dios con Nosotros

Alidia Maria Lopez

Los Placeres

Eusebio Teran

Magdalena Medio

Municipio Finca Productor
Caracoli La Quiebra Isidoro Bedoya
Cascardn La Parcelita Norbey Pulgarin
Vista Hermosa Maria Dolly Zapata Garcia
Yali : o
Montebello Chaparral Yanira Ortiz Linero
Yolombo Hacienda Buenos Aires Dario Betancur Sanchez
Vereda Caramanta
Maceo : .
Vereda Betulia Cannes Evelio Gonzalez Agudelo
Uraba
Municipio Finca Productor
Apartadé No hay como Dios Julio César Alvarez
Apartadé

Luz Dary Pérez
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Tabla 1-1: (continuacion)
Carepa Gerardo Antonio Gomez
Chigorod Albeiro Pefa
Chigorodo - Vereda Negritos El Potrerito Fanny Usuga
Chigorodé - Vereda Veracruz La Suiza #3 Gilberto Pefia Guzman
Chigorodo Luis Carlos Pefia
Chigorodo Victor Garcia
Champitas- Chigorodo La Linda Luis Albeiro Cuesta
El Bijao — Chigorodé Hasta aqui Antonio Mureton
Turbo Agropajares Lino Antonio Ramirez
Turbo La Coquera Ismael Flérez

1.2.5 Fermentacion

La cosecha fue realizada en las tres subregiones y las etapas de poscosecha se llevaron
a cabo en las zonas descritas en el item 1.2.3. Antes de iniciar este estudio, se desarroll
un montaje preliminar para realizar un seguimiento a una fermentacion espontanea como
referencia en 2015 (Anexo 1.1). En diciembre de 2016 se ejecutd un piloto de la
fermentacion y el proceso de secado solar en dos de las subregiones, Uraba y Magdalena

Medio, para prever las condiciones logisticas.

La apertura de las mazorcas se realizd, como maximo, 36 h después de la cosecha. Cada
una de las partes del fruto (cascara, placenta y granos en baba) se peso de forma individual
por clon, para calcular posteriormente el respectivo indice de mazorca y rendimiento. A
partir del desgrane, el cacao en baba tuvo un tiempo de escurrido entre 4 y 6 h antes del
pesaje para la obtencion de la mezcla de los clones en las siguientes proporciones: CCN-
51 (85.9 %), ICS-1 (3.0 %), FLE-2 (3.2 %) y FEC-2 (7.9 %).

El fermentador empleado tuvo un disefio tipo escalera con tres niveles, cada uno de ellos
con tres compartimentos y una capacidad maxima de 149 kg y 153 kg de llenado por cajén,
para facilitar la agitacion. Se emplearon los tres cajones horizontales centrales y se
identificaron como cajon 1, cajon 2 y cajon 3. Las dimensiones de los cajones son: ancho:
0,65 m; largo: 0,7 m y alto: 0,65 m, con perforaciones en el fondo de 0,8 cm de diametro,

separadas 15 cm entre ellas para facilitar el drenaje de las exudaciones de la parte
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mucilaginosa de las almendras frescas de cacao (ver Foto (1-1)). En las tres subregiones
se empled el mismo tipo de fermentador, construido a partir de madera blanca tipo Roble

(Quercus).

Foto 1-1: Estructura del fermentador tipo escalera construido en madera de roble, con
capacidad maxima por cajon de 153 kg, empleado para realizar la fermentacion en Bajo
Cauca, Uraba y Magdalena Medio.

La mezcla fue depositada en las proporciones y orden mencionado en cada uno de los
compartimentos, y luego se homogeneiz6 de forma manual con agitadores de madera de
Roble dispuestos para cada cajén. Posteriormente se introdujo una sonda para la medicién
cada hora del pH y temperatura de la superficie de los granos usando un pH metro (3310
WTW, Alemania), y se procedio a cubrir los cajones con hoja de bijao y costal de fique.

Durante las primeras 48 h se propiciaron las condiciones micro-aerobias sin realizar ningun
tipo de agitacion de la mezcla. A partir del segundo dia de fermentacion se da inicio a la
etapa aerobia con el volteo de la mezcla llevada a cabo con agitadores de madera de roble.
Este procedimiento se repitio cada 24 h hasta que el productor en cada zona de estudio
indicd que habia alcanzado las condiciones de fermentacion, siendo 132 h en Bajo Cauca
y Uraba y 168 h en Magdalena Medio.
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1.2.6 Muestreo y tratamiento de la muestra

La toma de muestra para el seguimiento de la evolucion de la mezcla se realizé en varios
momentos: i) a cada clon antes de realizarse la mezcla, ii) a la mezcla homogeneizada
antes de iniciar la fermentacion de la muestra (tiempo cero de fermentacion), y iii) cada 24
h una vez iniciada la fermentacion (antes de realizar los volteos) hasta finalizar esta etapa.
El muestreo se realizé de acuerdo con la practica recomendada por Peru & Costa (2009)
con algunas modificaciones: se extrajeron, de forma aleatoria, 300 g aproximadamente por
cajon de la masa en fermentacion en tres alturas (fondo, medio y superficie) (Peru & Costa,
2009).

La muestra se dividio en dos para su debida conservacion, siempre teniendo en cuenta
los requerimientos normativos de algunas de las posteriores pruebas de analisis o los
procedimientos establecidos durante la estandarizacion o validacion de los métodos
cromatograficos. La primera consistié en tomar de la muestra extraida 100 g de los
granos frescos (aproximadamente 50 granos), a los cuales se les retiré el mucilago y
se empaco separado del cotiledon en un tubo coénico para su congelacion a -20 °C
hasta su respectivo analisis (acidez total, azucares, aminoacidos, acidos organicos).
La segunda porcién de 200 g se dispuso sobre una marquesina en un area de 0.6 cm
por 0.6 cm, distribuida en una capa delgada que ocupaba el 70 % del area, con el fin
de realizar un secado solar de la muestra en los diferentes tiempos de muestreo de la
fermentacion, para aquellos analisis que exigian bajos contenidos de humedad, como:
pruebas bromatoldgicas, polifenoles totales, ORAC, alcaloides y mondémeros de
procianidinas. Esta ultima practica se establece como alternativa para evitar errores en
el analisis quimico por incluir tratamientos térmicos como secado por horno o
liofilizacidn, lo que puede afectar la composicion con respecto a la que regularmente

se emplea en campo, que es el secado natural.

Los granos de cacao sin mucilago y congelados se sometieron a la reduccién de tamafio
en un molino (Modelo N° 80370 - Hamilton Beach, USA) y el tamafo de particula fue

seleccionado entre 594 y 420 ym al pasarlo por tamiz N° 40.
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El cacao molido fue almacenado asi: un gramo fue dispuesto en un vial para cromatografia
gaseosa de 20 mL y sellado herméticamente con tapa de septa blanca recubierta en teflon
(Thermo, Fisher, USA)y almacenado a temperatura de refrigeracion (entre 8 y 12 °C) hasta
su analisis cromatografico. La muestra restante se dispuso en un recipiente de
polipropileno de alta densidad con tapa de rosca y a su vez este empaque se conservo
dentro de una caja plastica que contenia silica gel para evitar la absorcion de humedad de

la muestra durante su reposo bajo congelacion a -20 °C.

1.2.7 Parametros para la determinacion de la calidad durante
fermentacion

. indice de fermentacién (antocianinas totales): este parametro fue determinado
mediante el célculo de la relacién de absorbancia a 460 nm y 530 nm, a partir de 100 mg
del cotiledon molido y tamizado sometido a una extraccion con 10 mL de mezcla de
metanol:HCI (97:3) en un tubo de reaccion de 20 mL. La mezcla se agité en un vortex
durante 2 min y se dejo reposar a (8 °C) de 16 a 19 h; 200 pL del sobrenadante fue retirado
con una micropipeta para ser llevado a una microplaca de poliestireno de 96 pozos (Costar,
USA) para la lectura de la absorbancia en un espectrofluorometro Synergy HT (Biotek

Instruments Inc, USA). Las lecturas se realizaron por triplicado (Bedoya, 2016).

. Color: la medicién del color del grano del cacao fermentado y seco se realizd con
colorimetro (PCE-CSM 4, Espaia). El indice de color (IC) se calculd a partir de la ecuacioén
1-1:

a*, b* y L* son los parametros del sistema color CIELAB, los cuales se utilizaron para
calcular el croma (C*) y los valores de angulo de tono (hab). L* indica la luminosidad de 0
(negro) a 100 (blanco). Valores de a* positivos y negativos representan tonalidades rojo y
verde, respectivamente, mientras que resultados positivos y negativos de b* representan
amarillo y azul, respectivamente. C* denota la saturacion o la pureza del color, asi los
valores cercanos al centro (mismo valor de L*) indican colores apagados o grises, mientras

que valores cercanos a la circunferencia representan colores vivos o brillantes. Los valores
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del angulo Hue representan: 0 correspondiente a enrojecimiento, 90 de amarillez, 180 de
verdor y 270 azules (Vignoni, Césari, Forte, & Mirabile, 2006).

1.2.8 Caracterizacion bromatolégica

El analisis proximal de los granos de cacao se llevo a cabo bajo los métodos oficiales
AOAC y consistio en la determinacion del contenido de nitrégeno total y proteina (970.22),
fibra cruda (930.20), cenizas (972.15), humedad (931.04) y el contenido de extracto etéreo
(925.07); cada analisis requiri6 de algunas modificaciones descritas a continuacion

(Abbasipour, Mahmoudvand, Rastegar, & Hosseing, 2011).

. Cenizas: los crisoles vacios fueron sometidos a un calentamiento de 550 °C
durante 2 h y se equilibré la temperatura hasta + 40 °C dentro de la mufla (Terrigeno,
Colombia), seguido por un enfriamiento hasta alcanzar la temperatura ambiente en un
desecador. Luego se registro el peso del crisol previamente marcado (C0). 2 g de muestra
fue pesado en el crisol previamente tarado y deshumedecido (C1). La muestra fue
calcinada a 550 °C durante 1 h, se retird y dejo enfriar hasta alcanzar la temperatura
ambiente. Se adicionaron tres gotas de agua destilada sobre la muestra y se volvio a
calcinar durante 5 h hasta obtener cenizas blancas o grisaceas. Se realiz6 el enfriamiento
hasta alcanzar la temperatura ambiente, igual que el crisol vacio, y se prosiguié con el
registro del peso del crisol con la muestra calcinada (C2). Si el residuo al terminar la
incineracién presentaba un color negro, se solubilizaba con 2 mL de agua destilada para

volver a calcinar.

Para calcular el porcentaje de cenizas (% p/p) se aplica la ecuacion 1-2:

Porcentaje de Cenizas (%C) = CZC_—C"
1

. Fibra cruda: se partié de la muestra sometida a calentamiento a 105 °C durante 1
h hasta alcanzar peso constante o hasta 5-10 % de humedad final. Se pes6 exactamente
0.3 + 0.02 g de muestra en cada uno de los crisoles, valor registrado como (F0). Se
aseguraron los crisoles con la muestra en el equipo (Serie Fiwe 6, VELP Scientifica, Italia)

y se adicionaron 125 ml de H2SO4 (1.25%) previamente calentados hasta ebullicion. Se
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adicionaron 3-5 gotas de n-octanol como agente antiespumante. Una vez la mezcla
alcanzo la ebullicidn, se dejo la digestion durante 30 min. El acido sulfurico fue drenado y
la muestra se lavé 3 veces con 30 mL de agua caliente. Luego de drenar el ultimo lavado,
se adicionaron 150 mL de KOH (1.25%) en ebulliciéon y se repitié el mismo procedimiento
realizado con el acido. El ultimo lavado se realiz6 con agua fria destilada seguido por 25
mL de acetona fria. Se repitid por triplicado el lavado agitando cada vez con aire
comprimido. Los crisoles se pesaron una vez se evaporaron las trazas de acetona,
después de secarlos en el horno a 105 °C durante 1 h, o hasta alcanzar peso constante, y
de llevarlos 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 fueron removidas por la
digestion acido-basica, se llevaron los crisoles a la mufla a 550 °C durante 3 h, y se
enfriaron en el desecador antes de ser pesados nuevamente (F2). Para calcular el

porcentaje de fibra cruda se aplico la ecuacion 1-3:

Porcentaje de Fibra (%F) = FlF;szwo ...................................................... Ec: 1-3
0

Humedad: el contenido de humedad se determind por el método gravimétrico que
consistié en el registro del peso de 2 g del cotileddn molido y tamizado o mucilago (P0) y
se llevé a secado en estufa con conveccion (Memmert, modelo UN55) a 105+0.2 °C hasta
alcanzar un peso constante (P1). El resultado se reporta como el contenido de humedad

en base humeda (Xun), segun la ecuacion 1-4:

Contenido de humedady, (Xpy) = Pl;PO ....................................................... Ec: 1-4
0
. Proteina: el contenido de nitrogeno total y porcentaje de proteina fue determinado

por el método de Kjeldahl, el cual consta de tres etapas, que se dividen en la digestion de
la muestra, la destilacion con arrastre de vapor del amoniaco producido y la valoraciéon

acido base de este amoniaco.

La digestion partio del registro del peso del cotileddn, previamente homogeneizado entre

0,1000 g - 0,3000 g. Luego se llevo al tubo digestor, seguido por la adicién de 10 mL de
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acido sulfarico (96%) y 4,0 g de catalizador, que consta de una mezcla previa de 100 g de
sulfato de potasio (K2S0O.) y 1,6 g de sulfato de cobre (CuSO). La mezcla fue dispuesta
en el equipo de digestion de nitrogeno (Velp Scientific modelo DK 20, Italia) con una rampa
previa que inicié en 120 °C, con aumento hasta 200 °C y 310 °C, permaneciendo 5 min al
alcanzar cada temperatura hasta finalizar en 420 °C por 45 min. La destilacion fue realizada
en un equipo (modelo UDK 142, Italia) de manera automatica antes de la titulacion, para
la cual se adicionaron 3 gotas de indicador mixto o de Tashiro (solucion verde) antes de
valorar el borato de amonio formado con HCI 0.1 N. La titulacion finalizé cuando la solucién

vird a color violeta y este permanecié por 30 segundos.

Para calcular el contenido de nitrégeno total y el porcentaje de proteina se aplicaron las

siguientes ecuaciones 1-5y 1-6:

mg _
Porcentaje de Nitrogeno (%N) = {[(14 /meq)* W Vb)xN]xlOO}

Porcentaje de proteina (%P) = YN X F ..o Ec: 1-6
Donde:

%N= Porcentaje de Nitrégeno total

N= Normalidad de la solucion tituladora

14 mg= Peso de un mili-equivalente de Nitrogeno

Vb= Volumen en mL de HCI 0.1N gastados por el blanco de reactivos

Vm= Volumen en mL de HCI 0.1N gastados por la muestra en la titulacion

W= Peso en mg de la muestra de cacao

F= Factor de calculo para hallar el porcentaje de proteina de acuerdo con la muestra
analizada. Para cacao 6.25.

%P= Porcentaje de proteina en base humeda.

Extracto etéreo obtenido por Soxhlet: 2 a 3 g de muestra tamizada (P2) se transfirié a
un dedal de celulosa. Los vasos para la recoleccion del extracto etéreo fueron sometidos
a calentamiento a 105 °C por 2 h aproximadamente y enfriados en desecador previo al

registro de su peso vacio (P0), para luego ser llenados con 90 mL del solvente empleado
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en el estudio para la extracciéon del contenido etéreo (cloroformo-metanol, diclorometano,

ciclohexano, dietil éter y hexano).

La muestra en el dedal y los vasos de recoleccion fue llevada al equipo Soxhlet (Velp
Scientific SER 148, lItalia), en el cual se programaron tres etapas que iniciaron una vez
alcanzada la temperatura de trabajo a 130 °C. La primera duré 180 min para extraccion
(Inmersion), la segunda consistié en 60 min de lavado (Washing) y por ultimo 25 min para

recuperar el solvente (Recover).

Finalizadas las etapas, los vasos receptores fueron sometidos a secado a 105 °C y
enfriados a temperatura ambiente hasta alcanzar peso constante (P1). Las anteriores
etapas fueron repetidas cuatro veces sobre el cacao inicial y el % EE fue calculado

mediante la ecuacion 1-7:

P1—Py
P

X100 oo, Ec: 1-7

Porcentaje extracto etéreo (%EE) =

. Extracto etéreo obtenido por Ultrasonido: la cuantificacion del %EE a bajas
temperaturas fue llevada a cabo de acuerdo con el método reportado por Carrillo et al.
(2014) con algunas modificaciones. Los resultados fueron comparados con los obtenidos
por Soxhlet. 100 mg de muestra fueron pesados en un tubo de reaccién plastico (P2) y 1.5
mL del solvente seleccionado como 6ptimo mediante la extraccion por Soxhlet fueron
adicionados. La mezcla fue agitada 30 s en un voértex a 3000 rpm y luego fue llevada a un
bafo de ultrasonido por 10 min a 25 Hz y una frecuencia del 99 % a 25 °C. El extracto fue
centrifugado a 14000 rpm, por 15 min, a 10 °C; luego, el supernadante fue removido y
llevado a un tubo de reaccion de vidrio previamente pesado (P0). El procedimiento
completo fue repetido cuatro veces sobre el cacao inicial. El extracto disuelto en el solvente
organico fue retirado en un evaporador con nitrégeno (Thermo Scientific™ Reacti-Vap™
Evaporator) para registrar finalmente el peso (P1). El contenido de EE fue calculado con

la ecuacion 7 (Carrillo, Londofo-Londofio, & Gil, 2014).
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1.2.9 Caracterizacion fisica y quimica

. Acidez total (AT) y pH: la concentracion total de los acidos organicos presentes
en el cotiledon y mucilago por medio del método potenciométrico requirio de la

estandarizacién de la obtencion de la solucion de analisis para el cotiledén.

La estandarizacion del método consistid, primero, en la técnica de separaciéon del sélido
del sobrenadante al emplear centrifugacion en lugar de filtracion después de la extraccion,
como se reporta en las normas internacionales y publicaciones indexadas. Segundo, en la
forma de preparar la muestra a analizar (cotiledén o mucilago) en las diferentes etapas de

poscosecha.

La extraccion se realizd, por un lado, sobre una mezcla del cotiledon molido y tamizado
con agua a temperatura de ebulliciéon, en una relacion sdlido:solvente (1:9), que después
fue agitada en un vortex durante 30 s a 3000 rpm. Posteriormente, fue llevada a un bafo
maria programado a 85 °C por 60 min, con agitacién media. Por otro lado, el mucilago
seleccionado de una muestra obtenida a partir de 10 granos fue disuelto en agua a

ebullicién en una relacion (1:4). La mezcla fue licuada a velocidad media durante 20 s.

Para separar los solidos del extracto acido, cada una de las mezclas fue centrifugada a
5000 rpm a 15 °C durante 25 min. Una alicuota de 5 mL fue retirada para la medicion del
pH con un potencidmetro (InoLab® pH 7110 New) a 20 £5 °C. Una vez registrado este
valor, la muestra fue titulada con NaOH (0.01 N) hasta alcanzar la neutralizacion de todos
los acidos organicos presentes a un pH entre 8.27 a 8.33, de acuerdo el métodos
internacional A.O.A.C 970.21, con algunas modificaciones sugeridas por Nazzaduri (2006)
y Guehi (2010) (Guehi, Dabonne, Ban-Koffi, Kedjebo, & Zahouli, 2010; Nazaruddin, Seng,
Hassan, & Said, 2006; Official Methods of Analysis, 2016).

" Contenido de polifenoles totales (CPT): el contenido de compuestos fendlicos
fue analizado mediante el uso del reactivo de Folin-Ciocalteau (Singleton & Rossi, 1965).
Se realiz6 una dilucion de 30 pL de acido galico (10, 20, 40, 60, 80, 100 ug/mL) y 30 pL de

la muestra previamente diluida con agua destilada en una relacion (1:60) respectivamente.
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La mezcla fue adicionada a un microplato de poliestireno con 96 pozos (Costar, United
States). Después de 6 min, se adicionaron 30 pL de carbonato de sodio (10 % p/v), y a
continuacion 15 uL del reactivo Folin-Ciocalteu, excepto por el blanco (agua). Luego, la
mezcla fue incubada a 25 °C por 60 min y la absorbancia fue registrada a 760 nm en el
lector de placas del espectrofluorometro (Synergy HT, United States). EI CPT fue
expresado como equivalente de acido galico en miligramos por gramo de muestra seca
(mg GAE/g muestra seca). Todas las medidas se realizaron por triplicado (Kahkonen et al.,
1999). La curva de calibracién fue construida mediante una ecuacion de regresion lineal.
Los valores interpolados corresponden a la concentracion en uyg/mL equivalentes de acido
galico en la muestra. EI modelo de calculo para expresar los resultados cémo GAE (mg/g)

o (mg/100mL) fue expresado por la ecuacion 1-8.

1g 1mg
—Zde la curva (FD)
GAEmg = (o o) T Ec1-8
/gseco Imuestra

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

+ desviacion estandar.

" Capacidad de absorcion de radicales libres (ORAC): el método se baso en
reportes previos de Ou y otros (2001) con algunas modificaciones. Trolox fue usado como
estandar para la construccion de la curva de calibracién de concentraciones a 5.10, 25, 50,
100, 150, 200 pM, en bufer fosfato 10 mM, pH 7.4. En una microplaca de 96 pozos (Costar,
USA) se adicionaron en estricto orden fluoresceina, buffer fosfato, la dilucion respectiva de
Trolox (5,10, 25, 50, 100, 150, 200 yM) y la muestra previamente extraida por el mismo
método empleado para la determinacion del CPT, que se diluyé en un buffer fosfato en una
relacion (1:200). La mezcla se llevé al plato del lector de placas donde se incubd durante
30 min a 37 °C. Pasado este tiempo se le adicion6 a cada pozo la solucién de AAPH y se
procedi6 a la medicion por triplicado de la intensidad de la fluorescencia cada 2 min durante
2 h, con una longitud de onda de excitacion a 485 nm con una abertura de 5,emision a 520
nm y abertura de 13, asi como un atenuador de 1 % (Ou, B., Hampsch-Woodill, M. and
Prior, 2001).
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La proteccion del antioxidante se midié a partir del area de fluorescencia bajo la curva
(AUC) de la muestra en comparacion con la AUC del blanco, donde el antioxidante no esta

presente. La AUC se calculé mediante la ecuacion 1-9.

AUC = <0,5 + (2}231E)>x et Ec: 1-9
f

I: nUmero de ciclos, F: unidades de fluorescencia, CT: tiempo de cada ciclo en minutos (CT
= 2)

El area neta bajo la curva (AUC neta) se encontré por diferencia entre el AUC de la muestra
y el AUC del blanco. Esta AUC neta (Y) se expresé con respecto a la concentracion de
Trolox como patrén (X), obteniendo una ecuacion de comportamiento lineal; a partir de
ésta, se calcularon las moles equivalentes de Trolox (ET) por litro de muestra y el resultado
se expresé en micromoles de Trolox por gramo de muestra (umol Tx/g muestra), de

acuerdo con la ecuacion 1-10:

ABCap " [Trolox]

ORAC =
ABCrTrolox [4H]

ABC AH: Area bajo la curva en presencia de antioxidante, ABC Trolox: Area bajo la curva

de Trolox, [Trolox]: Concentracion de Trolox y [AH]: Concentracién de Antioxidante.

La caracterizacion analitica comprendid la identificacion y cuantificacion de azucares,
manitol, aminoacidos, acidos volatiles y no volatiles, asi como alcaloides y monémeros de
procianidinas a partir del cacao fermentado y sin fermentar, previamente molido, tamizado

y en algunos casos desengrasado por el método asistido por ultrasonido.

. Cuantificacion de aztcares: el método para la cuantificacion de los disacaridos:
sacarosa y maltosa y, de sus respectivos monémeros glucosa y fructosa, asi como el poliol
manitol, fue validado a partir de las condiciones de operacion reportadas por Marquez-
Sillero y colaboradores con modificaciones para el andlisis del cacao (cotiledén y mucilago
en diferentes etapas de poscosecha)(Marquez-Sillero, Cardenas, & Valcarcel, 2013). La

curva de calibracion partié de las soluciones stock de cada compuesto a una concentracion
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de 1000 mg L-1 en MilliQ H20. Estas fueron estables durante 1 mes a 3 ° C en el

refrigerador.

Para evaluar el efecto matriz, se prepararon tres curvas de calibracion en las siguientes
concentraciones: 0.1, 0.5, 1.5, 10, 20 y 30 mg L-1 de fructosa, glucosa, sacarosa y manitol
y dos concentraciones mas para maltosa (40 y 50 mg L-1). La primera curva fue disuelta
en solvente, en este caso acetonitrilo, y en las otras dos curvas se adicionaron 200 L de
las soluciones matriz (A: cacao en fermentacion y B: cacao seco) y se aforaron hasta 1 mL

con acetonitrilo.

La obtencion de la matriz A se realizé a partir de una mezcla de 1 g de cotiledon sin
mucilago molido y tamizado de cada muestra recolectada, todos los dias durante la
fermentacion. La matriz B se prepar6 con la mezcla de 1 g del cotiledon de las muestras
recogidas cada dia de secado solar. Ambas mezclas se sometieron a la extraccién por
SPE antes descrita, pero los extractos empleados como matriz A y B fueron obtenidos
después de eluir en un tubo de microcentrifuga 1 mL adicional de agua Tipo | (después de
pasar por el cartucho los 80 uL de muestra y 720 pyL de agua Milli Q). Ambas soluciones

se usaron como blanco de fermentacién y secado, por separado.

El analisis cromatografico se realiz6 usando un UHPLC Ultimate 3000 (Thermo
ScientificTM Dionex™ Corona™ Veo™). La separacion cromatogréafica se llevo a cabo con
una columna Shodex Asahipak NH2 P-50 4E (5 ym, 150 mm por 4,6 mm) a 30 ° C y se
definieron 10 yL de muestra como volumen de inyeccion. La composicion de la fase movil
fue acetonitrilo: agua 75:25 (v/ v) y el caudal se fij6 a 1 mL min-1 durante 19 minutos para

cada muestra.

El detector de aerosol con carga corona (C-CAD) se configuré de la siguiente manera: el
generador de nitrogeno (Peak Scientific, EE. UU.) se seleccioné como gas nebulizador a

una presion de 60 + 7 psi (pureza del gas = 99%) y una velocidad de recoleccion de 10 Hz.

Se evaluaron tres temperaturas de la camara evaporativa (35, 40 y 45 °C) usando una

combinacion de estandares, seguida por una prueba del filtro de la sefial a niveles bajo,
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medio y alto (0.2, 3.6 y 10 s). El andlisis de datos cromatograficos se llevo a cabo utilizando

un software Chromeleon 7.0

El método de validacién propuesto se aplicé a muestras fermentadas y secas de cacao.
Todas las muestras se analizaron siguiendo los conjuntos de datos de validacion llevados
a cabo segun las directrices europeas SANTE / 11975/2015 (European Comission
Directorate-General for Health and Food Safety, 2015). Se evaluaron especificidad o
selectividad, efecto de matriz, linealidad, precision y rango de trabajo, limite de deteccién
(LOD) y limite de cuantificacion (LOQ).

. Extraccion de azucares y acidos organicos: los azucares presentes en el cacao,
tales como la sacarosa, maltosa, fructosa y glucosa, asi como el poliol y manitol,
acompanados de los acidos organicos no volatiles como el citrico, malico, oxalico y
succinico (de gran importancia durante la etapa de fermentacion), pudieron ser extraidos
bajo el mismo método asistido, como se describe a continuacion bajo el método validado

para azucares.

20 mg del cotileddn fermentado con un alto grado de humedad (> 10 %) o 10 mg de este
pero seco (< 10 %) fueron disueltos con 600 pL de H20 de MilliQ en un tubo de
microcentrifuga de 2 mL. Luego, la suspension se mezclé 5 min durante 3000 rpm en vortex
y se suspendio en un bafo de ultrasonidos (15 min, 25 Hz, 25 ° C, 99%), seguido de una

centrifugacion a 10000 rpm durante 15 min.

La eliminacion de los compuestos coloreados por presencia de polifenoles, entre otros, se
realiz6 mediante una extraccion en fase solida, SPE por sus siglas en inglés, con el uso
de cartuchos Vac SePak C18 1 cc 50 mg (Waters, EE. UU.), previamente activados con
metanol y agua Tipo | instalados en una camara con vacio o Manifold. 80 uL del

sobrenadante obtenido se paso a través de un cartucho seguido por 720 uL de H20 MilliQ.

El extracto obtenido fue llevado a un vial bajo las siguientes condiciones: para el analisis
de los acidos se tomaron 400 pL del extracto y 200 pL de buffer fosfato pH 2.8 (20 mM).

Para el estudio de azucares y manitol se emplearon 400 pL del extracto y 200 uL de
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acetonitrilo. Ambas preparaciones se agitaron en vortex a 3000 rpm por 30 s, antes de

proseguir con la separacion cromatografica.

Finalmente, los compuestos de analisis presentes en el mucilago se extrajeron
directamente de la mezcla obtenida para determinar la acidez total, de la cual se tomaron
400 pL y se diluyeron con 3600 pL de acetonitrilo. La mezcla diluida se filtr6 a través de

una membrana de 0.45 ym para ser llevada a un vial para el analisis cromatografico.

" Cuantificacion de acidos organicos no volatiles: la cuantificacion de los acidos
organicos a partir del extracto obtenido por SPE, se basé en un método cromatografico.
Para esto, se empleé un cromatografo liquido de alta eficiencia UHPLC Ultimate 3000
Thermo Scientific™ (Sunnyvale, CA, EE. UU.) acoplado a un detector Dionex™ Corona™
Veo RS™. Los datos cromatograficos fueron registrados y analizados con el software

Chromeleon versiéon 7.0.

Las condiciones cromatograficas se basaron en el procedimiento descrito por Regueiro y
colaboradores con algunas modificaciones (Regueiro, Vallverdu-Queralt, Simal-Gandara,
Estruch, & Lamuela-Raventds, 2013). La fase movil consistié en una solucidon acuosa de
acido férmico 20 mM con un pH 2.8 (A) y acetonitrilo (B). La temperatura de la columna
Acclaim™ 120 C18 (4,6 mm por 150 mm, 5 ym) se mantuvo a 40 °C y el volumen de
inyeccion se estableciéo en 10 pL. El flujo de la fase movil fue de 0.7 mL/min y para la
elucion se uso6 un programa de gradiente que inicié con 95 % A y 5 % B, seguido por una
primera disminucién lineal a 90 % A 10 % B desde 0 a 3.5 min y se mantuvo hasta 4.5 min,
y una segunda hasta 75 % A 25 % B, 4.5-5.0 min, donde se mantuvo 2 min y finalizé con
un incremento lineal de 7.0-8.0 min hasta alcanzar las condiciones iniciales y se sostuvo
de 8.0 a 8.5 min. La temperatura del detector fue 35 °C, con un filtro de 2 s y una velocidad

de coleccion de datos de 10 Hz.

La cuantificacién de los acidos se llevé a cabo mediante curva de calibracion con estandar
externo a partir de una solucion stock de cada acido solubilizado en agua Tipo I. Las
condiciones de rango de concentracion estuvieron comprendidas entre 0.1 y 70 mg/L.
Cada una de las soluciones consistié en una solucion compuesta por 300 uL de extracto y

aforado hasta 1000 yL con acetonitrilo, con el fin de corregir el efecto matriz. La matriz fue
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obtenida de la recoleccion del extracto de cacao obtenido por SPE, como se menciond
antes, de una muestra tratada que se prepard con la mezcla de 1 g de cada uno de los

cotiledones molidos y tamizados colectados todos los dias de fermentacion.

Los valores de las curvas de calibraciéon presentaron un coeficiente de determinacion (R2)
desde 0.995 a 0.999 con valores de residuales inferiores a 20%. La verificacion del método
de extraccion se realizé mediante el dopaje de la muestra antes de ser sometida a la
extraccion a un nivel medio de concentracidén de la curva de calibracion de cada acido,

para la determinacién del porcentaje de recuperacién o precision intermedia.

. Cuantificacion de acidos volatiles por HPLC: se implementé una metodologia
cromatografica para la cuantificacién de acido acético y lactico. Para esto, se empled un
cromatografo liquido de alta eficiencia HPLC UltiMate™ 3000 Dionex, Thermo Scientific
(Sunnyvale, CA, EE. UU.) acoplado a un detector de arreglo de diodos y multiple longitud
de onda DAD-3000RS. Los datos cromatograficos fueron registrados y analizados con el

software Chromeleon version 7.2.

Las condiciones cromatograficas se basaron en el procedimiento descrito por S Doores y
colaboradores con algunas modificaciones (Doores, 1993). La columna empleada fue
YMC™ ODS-AQ S-5 120A (4.6 por 250 mm) que se mantuvo a 30 °C. El volumen de
inyeccion de la muestra fue 20 uL, el cual fue eluido con la fase movil, conformada por A:
buffer fosfato de sodio pH 2.8 (20 mM) y B: agua ultra pura programada en modo isocratico

a un flujo de 0.7 mL/min, durante 10 min.

El analisis se realiz6 a una longitud de onda de 220 nm y la cuantificacion de cada acido
se llevo a cabo mediante una curva de calibracion con estandar externo, en un rango de
concentracion de entre 0.3 ppm - 20 ppm y coeficiente de determinacion (R?) para acido

aceético de 0.99952 y lactico 0.99915 mg L-1, con residuales por debajo del 20 %.

. Extraccion y cuantificacion de acido acético por GC-MS: la cuantificacion del
acido acético en concentraciones inferiores a 10 mg L-1 se determiné en un equipo Tri Plus
Cromatografo de Gases, modelo Trace GC 1300/1310 acoplado a un detector de masas

de Triple cuadrupolo TSQ Duo y olfatdmetro, GC-MS/MS-O, aplicando una microextraccion
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en fase solida en espacio de cabeza HS-SPME, por sus siglas en inglés Head Space -
Solid Phase Micro-extraction de acuerdo al método reportado por Oliveira y colaboradores,
con algunas adaptaciones a partir de la optimizacion del tiempo y temperatura de

extraccion (L. F. Oliveira et al., 2016a).

Una vez la muestra fue adecuada, se mantuvo reservado en un vial 1 g de cacao molido y
tamizado sin mucilago, para el cacao crudo, o sin testa, para los granos secos, para
cromatografia gaseosa de 20 mL. El vial fue sellado con una tapa de septa blanca
recubierta con teflon. Antes del analisis cromatografico se adicion6 1 mL de una solucion
saturada de NaCl y se mezclé en un vortex por 10 s. La extraccion se realizé directamente
en el puerto de inyeccidon con auto muestreador robético Triplus RSH (Robotic Sample
Handling) Olfatometro - G300022 PHASER System, 600 mm TL, Voice software, acoplado
al cromatografo, el cual mejora el rendimiento del inyector automatico y garantiza el manejo
adecuado para ejecutar la técnica de introduccion de muestra Head Space y el sistema de

extraccion en fase sélida (SPME).

La extraccion fue evaluada a tres temperaturas de estudio (40, 50 y 60 °C) y tiempo de
extraccion (10, 30 y 50 min) durante la incubacion de la muestra expuesta a una fibra
polidimetilsiloxano-divinilbenceno (PDMS/DVB) de 65 um (Supelco, USA), parametros
previamente reportados (A. M. de Oliveira, Rosa Pereira, Marsaioli, & Augusto, 2004; Diab,
Hertz-Schinemann, Streibel, & Zimmermann, 2014; Ducki, Miralles-Garcia, Zumbé,
Tornero, & Storey, 2008; Misnawi & Ariza, 2011a; Perego, Fabiano, Cavicchioli, & Del
Borghi, 2004; Pini, De Brito, Garcia, Valente, & Augusto, 2004; Rodriguez-Campos et al.,
2012a).

La fibra fue activada, de acuerdo con las recomendaciones del proveedor, a 250 °C por 30
min, y luego se adecud durante 15 min a 48.6 °C. La extraccion de los compuestos volatiles
presentes en cacao molido y tamizado inicié al exponer la fibra en el espacio de cabeza
del vial (profundidad de la fibra en el vial 10 mm) con agitacién inicial por 2 minutos, seguido
por una incubacion sin movimiento a las condiciones dptimas encontradas a 48.6 °C hasta

finalizar el ciclo de 50 min, con 45 s de agitacion y 120 s de reposo.
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La separacion cromatografica y deteccion espectrométrica comenzo con la desorcion de
los compuestos volatiles concentrados en la fibra en el puerto de inyeccion a 250 °C por
10 min. La separacion de un volumen de muestra de 1000 pL se produjo en modo Splitless
en una columna Trace TR-WAXMS 60 m por 0.25 mm de diametro interno y 0.25 um de
espesor de la pelicula (Thermo Scientific, USA). La temperatura de la linea de transferencia
y del inyector se mantuvo a 250 °C y el flujo del gas de arrastre para la elucién se establecio
en 1 mL/min de He con una rampa programada a 40 °C por 5 min, que se incremento hasta
180 °C a una velocidad de 4 °C min-1 y finalmente hasta 260 °C a una velocidad de 10 °C
min-1 donde se sostuvo por 2 min. La deteccion en el espectrometro de masas empezo
con la ionizacién en la fuente a 230 °C y la temperatura del cuadrupolo estuvo a 150 °C.
El modo de deteccion se establecié en Scan cada 0.2 s en un rango de masas de 30-500

uma.

La cuantificacion se realizé con dos curvas de calibracion a partir de un estandar externo
de acido acético con una pureza de 99.99 %. Cada concentracion se prepar6 a partir de
una solucion stock y se aforé hasta 1 mL con la solucion saturada de NaCl para cubrir un
rango desde 0.5, 1.0, 3.0, 5.0, 7.0 y 10 mg L-1 con R2 (0.999), y la segunda curva 10, 20,
40, 60, 80y 100 mg L-1 con R2 (0.9994) y residuales inferiores a 20 %.

. Extraccion y cuantificacion de aminoacidos: la cuantificacion de los
aminoacidos se evalud en el extracto obtenido de la dilucion de 1 g de muestra con 5 mL
de agua MilliQ a temperatura de ebullicién en un tubo de reaccion tipo Falcon de 15 mL.
La mezcla fue agitada en vértex durante 5 min a 3000 rpm antes de ser sometida a
calentamiento en un bafo ultrasonido por 5 min, 25 Hz de frecuencia, 25 °C y 99 %
potencia. La decantacion de la fase solida se realizé por centrifugacion a 5000 rpm durante
15 min a 15 °C. Luego, 800 uL del sobrenadante se mezclaron en un tubo de reaccién de
2 mL con la misma cantidad de la solucidon acuosa de acido trifluoroacético al 1 %, y la
agitacion en vortex se repitid bajo las mismas condiciones (3000 rpm por 5 min), seguido
de la centrifugacion a 10000 rpm por 15 min. Posteriormente, 500 pL del extracto final o
sobrenadante se mezclaron con 500 yL de acido trifluoroacético al 1 % y se filtré por una
membrana de Nylon de 0.22 ym antes de pasar a un vial para continuar con el analisis

cromatografico.
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La separacion de compuestos por cromatografia liquida y condiciones del detector se
realiz6 de acuerdo al método reportado por Voigt y colaboradores con algunas
modificaciones para la adaptacion requerida por la fase movil permitida en el equipo
empleado UHPLC, Thermo ScientificTM DionexTM Ultimate 3000 Charged Aerosol
Detector (Jurgen Voigt et al., 2016). La columna Intrada amino acid, Imtakt (5 por 3 mm)
se mantuvo a 37 °C y la fase mévil consistio en A: acetonitrilo/formiato de amonio 100mM
(20/80) y B: acetonitrilo/acido formico (100/0.3), con un gradiente de elucién que inicia con
70 % A durante 4 min, una disminucién lineal hasta 30% A de 4 a 19 min y finalmente
regresa a las condiciones iniciales con 70% A en un tiempo desde 19 hasta 23 min. El flujo
establecido fue de 0.5 mL/min y el volumen de inyeccion 10 uL. Los parametros del
detector consistieron en una temperatura de evaporacion de 35 °C, con un filtro

programado en 5.0 s y velocidad de coleccién de datos en 20 Hz.

Los resultados de concentracion obtenidos de cada muestra fueron adquiridos mediante
el software Chromeleon 7.0 a partir de la curva de calibracién con estandar externo de las
soluciones stock de cada aminoacido objeto de estudio (fenilalanina, cisteina, asparagina,
metionina, isoleucina e lisina) que se prepararon a una concentracion de 1000 mg L-1 en
agua Tipo |. La curva de calibracion comprendio las concentraciones de: 1.0, 3.0, 5.0, 10.0,
20.0, 40.0 y 60.0 pg/mL en las que se empleé como solvente el acido trifluoroacético al
1%. Las soluciones stock pudieron ser almacenadas maximo por cuatro semanas en
recipientes ambar, a una temperatura de -20°C, y las demas soluciones de estandares una
semana en las mismas condiciones. Los valores de las curvas de calibracion presentaron
coeficientes de determinacion (R2) desde 0.99554 a 0.9989 con valores de residuales

inferiores a 20%.

. Extraccion y cuantificacion de alcaloides y monémeros de procianidinas: los
alcaloides (cafeina, teofilina y teobromina) y los monémeros de procianidinas (catequina y
epicatequina) fueron extraidos y cuantificados bajo el mismo método basado en algunos

parametros reportados por Ortega y sus colaboradores (Ortega et al., 2010).

La extraccion se llevd a cabo a partir de 50 mg de cacao previamente desengrasado, por
el método asistido con ultrasonido, a los cuales se le adicionaron 2 mL de una solucion de

NaOH en agua ultra pura pH 10 a 90 °C. La solucion se llevo a vortex por 15 min a 3000
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rpm y los compuestos fueron extraidos por ultrasonido a 40 min, 25Hz y 50 °C, condiciones
optimizadas después de evaluar la temperatura (20, 30 y 50 °C) y frecuencia (25, 40 y 59
Hz). La separacion de la fase sdlida se realizé por centrifugacién a 14000 rpm por 15 min
y el sobrenadante se retird. El procedimiento se repitidé sobre el sélido restante, 3 veces
mas. Se aford el sobrenadante recogido de las cuatro extracciones hasta un volumen de 8
mL y éste fue filtrado por una membrana de 0.22 ym de Nylon. Por ultimo, 400 pL del
extracto final se disolvié en un vial con la misma cantidad de solvente, que en este caso
consistié en la fase movil del método cromatografico (solucién de acido férmico al 0.1 % y

acetonitrilo en una relacién 95:5, respectivamente).

Las condiciones de separacion cromatografica de los compuestos se realizé6 en una
columna Acquity BEH C18 (2: 2.1 mm por 100 mm por 1.8 mm) (Waters, Milford, MA,
EEUU) a una temperatura de 30 °C, con una fase mévil con A: Agua MilliQ:Acido férmico
(95:5, v/v) y B: Acetonitrilo, programada con un gradiente de elucion: 0-0.5 min, 95:5 (A:B),
0.5a 3.0 min, 80:20 (A:B) y 3.0 a 3.1 min, 95:5 (A:B) a un flujo de 0.2 mL min-1. La muestra

estuvo a 20 °C y el volumen de inyeccion fue de 20 L.

Las condiciones de deteccion MS/MS se llevaron a cabo en un Espectrometro de Masas
de Triple Cuadrupolo (MS/TQD) (Waters, Milford, MA, EE. UU.), utilizando una ionizacién
por Electrospray (ESI) fuente Z-spray™. Para la identificacion de los estandares y las
muestras, la deteccion se realizd6 en modo positivo. Las transiciones se evaluaron por el
monitoreo de reaccion seleccionada (SRM) por sus siglas en inglés Selected Reaction
Monitoring (Tabla 1-2).

Tabla 1-2:
la identificacién y cuantificacion de alcaloides y mondmeros de procianidinas por UHPLC-
MS/MS

Condiciones 6ptimas del monitoreo de reaccién seleccionada (SRM) para

Combuesto SRM 1 Voltaje | =nerda SRM 2 SRM 3 Voltaje | Energa
P (cuantificacién) | del cono . (confirmacion) (confirmacion) del cono .
colisién colisién
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
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Los parametros de la fuente de ionizacion para la deteccidon en el triple cuadripolo se
resumen en: tension capilar (3 kV), temperatura de la fuente (150 °C), temperatura de
solvatacién (400 °C), velocidad de flujo del gas de solvatacion (Nitrégeno a 800 L h-1) y
del gas de ionizacién (Argén a 80 L h-1).

La solucion stock de la cafeina, teofilina, catequina y epicatequina se disolvieron en
acetonitrilo con una concentracion de 1000 mg L-1.Para la preparacion de la curva de
calibracion en un rango de 0.02 a 50 mg L-1, se adicionaron 600 pL de la fase movil para
corregir el efecto matriz y se aforé con fase movil (soluciéon de acido férmico al 0.1 % vy
acetonitrilo en una relacién 95:5, respectivamente), con un coeficiente de determinacién
para cafeina (0.999282), teofilina (0.998650) y epicatequina (0.999637). La teobromina
requirié de una preparacion de la solucion a una concentracion maxima de 500 mg L-1 en
agua Tipo | a 90 °C, dada su solubilidad, con agitacién de 1 h en un bafio maria a 90 °Cy
sonicacion a 25 Hz por 5 s a los 30 min. El rango de trabajo de la curva de calibracion del
estandar 2.5 fue de 100 mg L-1 (R2 0.999457)

Se empled un material de referencia de chocolate SRM 2384 - Baking Chocolate (NIST,
USA) para le estandarizacién de los siguientes métodos: extracto etéreo, teobromina,

cafeina y teofilina.

1.2.10 Analisis estadistico y quimiométrico

El analisis estadistico consistio en varios estudios que se pueden agrupar asi: a)
optimizacion de los métodos de analisis (seleccion del solvente para la obtencién del
extracto etéreo por Soxhlet y optimizacion de la extraccion de alcaloides y procianidinas) y
b) validaciéon de métodos de analisis (azucares y manitol). Los resultados de este analisis

estadistico se encuentran detallados en los Anexos 1-2 y 1-3.

El analisis estadistico apoyado por la fundamentacién quimiométrica se basa en el Analisis
de Componentes Principales (ACP), Analisis de Cluster y Andlisis de Factores (ADF) para

evidenciar los cambios de la mezcla de clones cosechada en las tres subregiones de
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estudio que fueron sometidas a fermentacion para la formacion de precursores de aroma

y sabor.

A continuacion, se detalla el principio de cada analisis mencionado:

. Seleccion solvente para la obtencion del extracto etéreo por Soxhlet: el disefio
experimental consistié en un esquema completamente aleatorizado (DCA) y un analisis de
varianza de una sola via con seis niveles, que corresponde a la evaluacion de la capacidad
maxima de extraccion del contenido etéreo sin afectar la calidad del extracto (color) y con
los costos mas bajos. La matriz del disefio de experimentos, el analisis de datos y el
proceso de optimizacion fueron realizados con el paquete estadistico R Studio (Version
0.98.1103 GNU Affero General of Public Licenses). Las comparaciones multiples de los
tratamientos con diferencias significativas se realizé por medio de una prueba de Tukey’s
con un nivel de confianza de 95% (p <0.05) (Douglas Montgomery, 2004).

La evaluacion de los efectos entre los tratamientos se realizé a partir de la ecuacion 1-11:

Xl]=ﬂ1+ a; + & L Ec: 1-11

Donde, X;;: j-ésima repeticion del i- ésimo tratamiento, y;: media general de la poblacion,
a;: efecto del i- ésimo tratamiento, ¢;: desviacion de la j- ésima repeticion del i- ésimo

tratamiento con respecto a la media, y;,: i-€simo tratamiento.

" Optimizacion de la extraccion de alcaloides y monoémeros de procianidinas
por ultrasonido: el analisis estadistico se realizé utilizando el software R Studio (Version
0.98.1103 GNU Affero General of Public Licenses), el cual se baso en el estudio del efecto
de los factores tiempo y frecuencia durante la extraccion de alcaloides y monémeros de
procianidinas, por medio del uso de ultrasonido, a partir de cacao tomado de diferentes
etapas de la poscosecha. Para tal fin, se definié un esquema completamente aleatorizado
DCA de la mano de un andlisis de varianza ANOVA de dos vias de clasificacion
(multifactorial) para estudiar simultdneamente los efectos de las dos fuentes de variacion
y su interaccion. De esta forma se identificd si existieron diferencias con un nivel de

significancia de 95%.
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El modelo propuesto consistio en (ver Ecuacion (1-12)):

Xl]=ﬂ1+ a; + Bl+ (a,B)U+ & L=, 2 e Ec: 1-12

Donde, X;;: la j-ésima repeticion del i- ésimo tratamiento, y;: media general de la poblacion,
a;: efecto del i- ésimo tratamiento Tiempo, g;: efecto del i- ésimo tratamiento, Frecuencia
(ap);j: efecto de la interaccion la j-ésima repeticion del i- ésimo tratamiento, ¢;: desviacion
de la j- ésima repeticion del i- ésimo tratramiento con respecto a la media, y;, del i-ésimo

tratamiento.

. Validacion del método para cuantificar azicares y manitol: los andlisis
estadisticos para verificar la precision inter-dia se llevaron a cabo mediante la prueba F,
mientras que el limite de cuantificacion (LOQ) y la diferencia entre el tiempo de retencion
durante el analisis del efecto de matriz, se evalu6 mediante un Analisis de Varianza
(ANOVA). Se realizaron comparaciones de medias para analizar el tiempo de retencion de
los compuestos con la prueba de Tukey (p <0.05). Los tratamientos se realizaron utilizando

el software R (Version 0.98.1103 GNU Affero General Public License; https://cran.r-
project.org

. Anadlisis de Componentes Principales: uno de los métodos multivariados
descriptivos en los que se fundamenta la aproximaciéon quimiométrica del presente estudio
del cacao, para la identificacion de las variables, se baso en la técnica de Analisis de
Componentes Principales (ACP). Esta técnica explica, de forma satisfactoria, las
diferencias entre las tres subregiones productoras de este material vegetal en Antioquia y
la distincion entre los perfiles de los precursores de sabor y aroma mas representativos,

formados antes y después de la fermentacion.

Las componentes principales fueron calculadas a partir de la seleccion de variables que
maximizaron la variabilidad entre todas las respuestas de los analisis realizados, lo cual
mediante una combinacion lineal permitié reducir la dimension de los datos en funcién de
sus similitudes y diferencias sin perder informacién (Shin et al., 2010, Hottelling) (Kaiser,
1961).
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El ACP partié del analisis de una matriz de datos rectangular (18 por 38) que consistio en
18 muestras (filas) comprendidas por las mezclas de clones: a) crudos, es decir, el dia cero
de fermentacion evaluado en cada zona, codificados como OCF-BC, 0CF-U y 0CF-M; y b)
bien fermentados, identificados por el nimero de horas que tardé la fermentacion en cada
sub-region, asi: 132CF-BC, 132CF-U y 168CF-M (analisis realizado por triplicado). Las
columnas (38) conformaron variables entre las cuales se encuentran: acidez total
expresada como acido acético (TA_AC), lactico (TA_Lac), citrico (TA_Cit), malico
(TA_Mal), oxalico (TA_Oxa) y succinico (TA_Suc), pH, porcentaje de humedad (% H),
cenizas (Ash), fibra cruda (Fiber), porcentaje de proteina (% P), extracto etéreo (Ext_E),
antocianinas (Anto), color, contenido de polifenoles totales (TPC), Orac, concentracion
expresada en %p/p de acido acético (Acetic), lactico (Lactic), citrico (Citric), oxalico
(Oxalic), succinico (Succ), fructosa (Fru), glucosa (Glu), sacarosa (Suc), maltosa (Malto),
manitol (Manni), fenilalanina (Ph-Al), leucina (Leu), metionina (Met), valina (Val), cisteina
(Cys), asparagina (Asp), lisina (Lys), teobromina (Theo), cafeina (Caf), epicatequina,

catequina (Cat) y relacion de teobromina y cafeina (Theo/Caf).

En este estudio, el analisis multivariado se realizé con R (Version 0.98.1103 GNU Affero

General Public License; https://cran.r-project.orq).

. Analisis de cluster: con el fin de interpretar los datos, especificamente alcanzar el
entendimiento del significado de las componentes, como variables compuestas, se empled
el cluster en los datos para contrastar similitudes o diferencias entre los individuos, en este
caso, las muestras antes y después de la fermentacién. De esta forma, se elimina
informacion redundante del conjunto de observaciones y se propician estructuras mas
simples de analizar, si existen, patrones de comportamiento (Robert Gentleman, Kurt
Hornik, 2011).

En la Tabla 1-3 se resume los principales aspectos de los métodos antes descritos:
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Tabla 1-3:

Descripcion sucinta de los parametros, matriz, método, optimizacion, disefio de experimento y referencia empleada en
cada analisis bromatoldgico, fisico y quimico realizado a las muestras analizada durante la fermentacién incluidos en el capitulo 1

ultrasonido

Cotiledon bien fermentado

Tipode . . . . S, Disefio de
p, . . Parametro Matriz Referencia Método Optimizacién R
analisis experimentos
Norma Técnica
L. Cotiledon bien f tad Colombi NTC 1252
Grado de fermentacién otiledon bien fermentado olombiana Peso N/A N/A
. o seco de 2003. Cacao en
Fisico y.Qt'.umlco grano
;segwmlerfo indice de fermentacién Cotileddn crudo Gourieva y Espectrofotométrico Estandarizacién (R2, N/A
ermentacion (antocianinas totales) Cotiledon bien fermentado Tserrevitinov, 1979 P residuales < 20 %)
Cotiledodn crudo . . .
Color Cotileddn bien fermentado Vignoni et al. 2006 Colorimetro N/A N/A
. Cotiledo d L
Cenizas . 0, ! e. on crudo AOAC 972.15 Gravimétrico N/A N/A
Cotiledodn bien fermentado
. Cotiledo d Digestion acid
Fibra cruda _wotedon crudo AOAC 930.20 'gestion aciaay N/A N/A
Cotiledodn bien fermentado basica
Humedad . Co,tllec.jon crudo AOAC 931.04 Gravimétrico — N/A N/A
Cotiledodn bien fermentado Peso constante
Bromatolégico Nitrégen,o total y porcentaje . Co,tilec.jén crudo AOAC 970.22 Kjeldahl N/A N/A
de proteina Cotiledodn bien fermentado
., Analisis de varianza de
Cotiledodn crudo Seleccion del solvente una sola via (Factor:
Extracto etéreo por Soxhlet L AOAC 925.07 Soxhlet Ciclos y tiempo de o
Cotiledon bien fermentado L, solventes) con seis
extraccion .
niveles
Extracto eté istid Cotiledo d . .
xtracto etereo asistido por otiledon crudo Carrillo y otros, 2014 Ultrasonido N/A

Fisicoy
Quimicos

Acidez total y pH

Cotileddn crudo
Cotiledon bien fermentado

AOAC 970.21
Nazzaduriy otros.,
(2006)

Guehi y otros., (2010)

Potenciométrico

Método de separacion
del sélido por
centrifugacion

Contenido de polifenoles
totales

Cinética de fermentacién

Singleton & Rossi,
(1965)

Espectrofluorémetro

Estandarizacion
(residuales < 20 %)

Capacidad atrapadora de
radicales de oxigeno ORAC

Cinética de fermentacién

Ou y otros (2001)

Espectrofluorémetro

Estandarizacion (R2,
residuales < 20 %)
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Tabla 1-3:

(Continuacion)

et al.,, 2012b)

residuales < 20 %)

Tipode . . . . s, Disefio de
p, . . Parametro Matriz Referencia Método Optimizacién R
analisis experimentos
Azucares
Fructosa
g;l:ac?;:a Cotiledodn crudo Ibafiez v otros SPE Validacidn Precision intermedia
Cotiledon bien fermentado y UHPL-C-CAD (SANTE 2015) (Pruebat)
Maltosa
Poliol
Manitol
Acidos organicos no
volatiles NN
Citrico Cotileddn crudo S Doores y otros (2007) SPE Esrteacnudaer;iic:;n }(?f i
Malico Cotiledodn bien fermentado ¥ UHPLC-C-CAD . P St
. residuales < 20 %)
Oxalico
Analitico - Succinico
cromatograficos
(Gil, 2018; Koutsidis et
. o
. . . Cotileddn crudo al., 2009; Rodriguez- SPE Estandarlza.c[on (% de
Acido Acético y Lactico L recuperacion, R2y
Cotileddn bien fermentado | Campos et al., 2012b) UHPLC-DAD .
residuales < 20 %)
(Gil, 2018; Koutsidis
et al., 2009; Estandarizacidn del
. o Cotileddn crudo . HS-SPME tiempo y temperatura
Acido Acético Cotileddn bien fermentado Rodriguez-Campos GC-MS/MS-0 de extraccion (R2,
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Tabla 1-3: (Continuacion)
Tipo de . . . . s Disefio de
p, . . Parametro Matriz Referencia Método Optimizacién R
analisis experimentos
Aminoacidos
Fenilalanina
Leucina RPN
Metionina Cotiledodn crudo (Jurgen Voigt et al., SPE Esrteacnudaergiic:;n éf de
Valina Cotileddn bien fermentado 2016) UHPLC-C-CAD 4P PREY
Cisteina residuales < 20 %)
Asparagina
Analitico — Lisina
cromatograficos | Alcaloides o Dllseno factorial de 2
Cafeina UHPLC-MS/MS- Estandarizacién (% de vias (temperatura de
Teofilina Cinética de fermentacion Ortega y otros (2010) QqQ/ES| recuperacién, R2y extraccion y
Teobromina q residuales < 20 %) frecuencia) con 3

niveles

Mondémeros de
procianidinas
Catequina
Epicatequina

Cinética de fermentacién

Ortega y otros (2010)

UHPLC-MS/MS-
QqQ/ESl

Estandarizacién (% de
recuperacién, R2y
residuales < 20 %)

Disefio factorial de 2
vias con 3 niveles
(temperatura de

extracciony
frecuencia)
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1.3 Resultados y Discusién

1.3.1 Clones y subregiones

La seleccion de los clones se definio por la recomendacion de la Federacion Nacional de
Cacaoteros Fedecacao. Se tom6 en cuenta la disponibilidad, en las tres subregiones
productoras de Antioquia que fueron objeto de estudio, de dos tipos principales: clones
reconocidos a nivel mundial, llamados Universales, y clones empleados localmente,
clasificados como Regionales y que provienen del departamento de Santander en

Colombia.

Fedecacao también tuvo en cuenta, para realizar su recomendacion, la informacién que se
tiene de algunas caracteristicas identificadas en estudios previos realizados al material
vegetal, como su desempefio agrondmico y su calidad fisica, quimica y sensorial. Estos
datos fueron recopilados, en el caso de los clones Universales, en el periodo de
observacioén al que fueron sometidos antes de aprobarse su introduccién al pais (CCN-51
y ICS-1) y a través de los procesos de la aprobaciéon del registro de los dos clones
regionales (FEC-2 y FLE-2) (Fedecacao, 2015; Instituto Colombiano Agropecuario - ICA,
2014a, 2014b; Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, 2009).

Entre los aspectos que se destacan en los clones seleccionados se encuentran: su alta
productividad con respecto al rendimiento, como la del CCN-51; el perfil sensorial similar
a cacaos Trinitarios relacionados al clon ICS-1, asociado al valor de su relacién
teobromina/cafeina (~3), caracteristico de esta variedad; el alto contenido de cafeina del
FLE-2, que lo identifica como un atributo funcional por la presencia de este alcaloide con
propiedades antioxidantes, sin que afecte su relacion teobromina /cafeina que se conserva
por debajo de 2, referente de cacaos Criollos denominados Finos o de Aroma; y, por ultimo,
el clon FEC-2 distinguido por su alta resistencia a enfermedades como Moniliphthora roreri
(Fedecacao, 2015).



Capitulo 1. Perfil de calidad del cacao bajo métodos estandarizados para el 40

control de su poscosecha

Después de seleccionarlos materiales vegetales, se procedi6 a determinar las
proporciones de los clones a emplearse en la mezcla, un paso importante que dependio
de la distribucion poblacional, que varié por subregién. La verificacion de la disponibilidad
de cada clon se llevo a cabo a finales de 2016 en las unidades productoras acompafiadas
por Fedecacao, en las cuales se identificaron las limitantes de disponibilidad de los clones.
Es asi como FEC-2 presentd baja abundancia en Uraba, mientras que en Bajo Cauca y
Maceo fue FLE-2. Por su parte, los clones Universales presentaron la mayor produccion
en las tres subregiones siendo el CCN-51 el que se encontré en mayor cantidad. Esta
distribucion puede ser explicada debido a que clones regionales y del ICS-1 solo fueron
aprobados para su propagacion en 2009 (ICS-1) y en 2014 (FEC-2 y FLE-2) (Instituto
Colombiano Agropecuario - ICA, 2014a, 2014b; Ministerio de Agricultura y Desarrollo
Rural, 2009). A partir de la identificacion de este perfil productivo, las cantidades
fermentadas consistieron en unidades experimentales o cajones fermentadores con
112.544.80 kg, distribuidos asi: FEC-2 (8.9 £0.35 kg), FLE-2 (3.6+0.14 kg), ICS-1 (3.4£0.15
kg) y CCN-51 (96.6+4.16 kg).

La disponibilidad de los clones seleccionados, hallada en los lugares de estudio del
departamento de Antioquia, esta también relacionada con los parametros de calidad de la
semilla y frutos de cacao asociados al tipo de clon, los cuales son determinantes para los
productores, ya que repercute en la calidad de los granos a comercializar y su rentabilidad.

En la Tabla 1-4 se detallan los indices de calidad mas relevantes de los clones evaluados.

Tabla 1-4: indices de calidad agronémica (indice de semilla, indice de mazorca y
numero de almendras por mazorca) de los clones (FEC-2, FLE-2, ICS-1 y CCN-51)
evaluados en poscosecha en Bajo Cauca, Uraba y Magdalena Medio

Bajo Cauca
Parametro FEC-2 FLE-2 ICS-1 CCN-51
indice de semilla 1.7 1.6 1.2 1.7
indice de mazorca 14 16 20 14
Numero de almendras por mazorca 42 39 42 43
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Tabla 1-4: (Continuacion)

Uraba
Parametro FEC-2 FLE-2 ICS-1 CCN-51
indice de semilla 1.5 1.4 1.5 1.6
indice de mazorca 16 21 16 13
Numero de almendras por mazorca 40 35 40 48
Magdalena Medio
Parametro FEC-2 FLE-2 ICS-1 CCN-51
indice de semilla 1.4 2.3 1.4 1.4
indice de mazorca 17 11 20 13
Numero de almendras por mazorca 41 38 36 53

Valores clasificados como excelentes (Proexport Colombia, 2012)

De acuerdo a los valores encontrados, se puede observar que existe variabilidad por
subregion. Esto se hace aun mas evidente en el informe presentado por Proexport
Colombia, actualmente Procolombia, en el que se tiene en cuenta los criterios establecidos
por Fedecacao para clasificar los indices evaluados en una escala cualitativa: excelente,
bueno y malo-regular. Estos rangos fueron tomados en cuenta para la clasificacion de
nuevos materiales en evaluaciéon y se emplearon en su estudio a largo plazo (10 afios)
para ser considerado para su registro, como ocurrié con los clones regionales utilizados en
esta investigacion (Grupo de Analisis Sectorial. Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural,
2013; Proexport Colombia, 2012).

En la Tabla 1-4 se encuentran resaltados en verde los valores que se ubicaron en la
categoria de Excelente por ser: indice de mazorca <15 (menor nimero de mazorcas para
obtener 1kg de cacao seco bien fermentado), indice de semilla (mayor peso por unidad)
>1.6, y Numero de almendras por mazorca >46. De acuerdo con los valores encontrados,

es evidente porque el CCN-51 es un clon reconocido de alto rendimiento.

Se registraron valores sobresalientes para FLE-2 y FEC-2 en Bajo Cauca y Magdalena
Medio. En el caso de FLE-2 en Bajo Cauca, presentd el mejor peso por semilla; esto a
pesar de no ser el clon de mayor propagacion. Este resultado puede estar asociado a los
demas parametros clasificatorios, como la resistencia a enfermedades como Monilia,

aspecto mencionado anteriormente y al numero de frutos por arbol (indices no evaluados
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en este estudio). En este caso, se puede esperar un satisfactorio rendimiento durante la
poscosecha e industrializacion. Los demas valores registrados en la Tabla 1-4, los que no
estan resaltados, estuvieron en el rango de indices considerados como Bueno: indice de

mazorca (16-20), indice de semilla (1.4-1.5) y Numero de almendras por mazorca (36-45).

Ahora bien, las diferencias en los rendimientos o perfiles esperados para un mismo clon,
pueden estar relacionadas con cambios en las locaciones de produccion, que estan
estrechamente vinculados con las condiciones agronémicas y climaticas en las que se
desarrollan los frutos (Badrie, Bekele, Sikora, & Sikora, 2015). Estos factores
perturbadores no controlables (parametros climaticos) y controlables (manejo
agronoémico), que no fueron incluidos en el alcance de este estudio, se contrarrestaron con
la seleccion de las fincas productivas a las cuales se les hace un seguimiento constante
por parte de Fedecacao. Esta entidad ejecuta actividades de localizacién, trazabilidad,
acompafnamiento y asesoria a los productores de las tres subregiones con los técnicos de

la Federacion.

Los criterios para la seleccién de las fincas productoras partieron de la capacidad
productiva de los clones de interés, que como primera condicién implicaba tener, como
minimo, 1 hectarea con cultivos mayores a 5 afios y menores a 11, edad considerada
dentro del periodo 6ptimo de los arboles de cacao (3 a 18 afos) (Kongor eta al.; 2016).
Como primer criterio de seleccion, se realizd un reconocimiento de los perfiles de los suelos
para que cumplieran con los rangos o valores de los parametros recomendados para
mantener la calidad del cultivo. Entre los aspectos en seguimiento se encuentran: (4 < pH
< 8), intercambio cationico (35 % asociado a la relacién de Calcio, Magnesio y Azufre),
materia organica (3.5 %) y relaciéon entre Nitrogeno y Potasio (N/K) de 1.5 (Arguello-
Navarro & Moreno-Rozo, 2014; Arturo et al., 2014; Badrie et al., 2015; International Cocoa
Organization (ICCO), 2009; Kongor et al., 2016; Ramirez, Sigarroa, & Del Valle, 2014).

Como segundo criterio de seleccion, y para lograr un equilibrio en las condiciones
requeridas descritas para el suelo de cultivo de cacao, Fedecacao realizé la seleccion
segun las buenas practicas en el manejo del cultivo desde el punto de vista agronémico
con el control de la poda, eliminacion de maleza, disposicion de sombrio y drenaje, tipo y

frecuencia de fertilizacion e intervencién preventiva y correctiva de los riesgos
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fitosanitarios, entre otros (Kongor et al., 2016; Douglas Montgomery, 2004). Como ultimo
criterio, se tomé en cuenta el cumplimiento de los altos o medianos estandares de calidad
del fruto, evaluados por medio de su indice de mazorca y grano que antes fueron
mencionados para cada clon ((ver Tabla (1-4)), caracteristicas que le permitia a Fedecacao

evaluar el resultado directo del cumplimiento de los dos aspectos anteriores.

El proceso de seleccion finalizé con la compilaciéon de informacion de cada finca productiva
seleccionada para la cosecha a evaluar en el presente estudio, sobre los parametros

agronoémicos y climaticos mas significativos, como se describe en el Anexo 1-4.

Entre los aspectos mas relevantes se destacan algunas diferencias que podrian ser

causales de variabilidad no controladas:

— Zona agroecoldgica: se identificaron dos.La primera corresponde a Bosques
Humedos Tropicales (BHT) donde se encuentran ubicados Bajo Cauca y Uraba; la

segunda a Zona Andina (ZA), donde se ubica Magdalena Medio.

— Altitud: esta varid dependiendo de la zona, ya que Magdalena medio presenta
altitudes que oscilan entre los 900 y los 1230 m.s.n.m. mientras que Uraba esta ubicado
en un territoriomas llano, con alturas entre los 2 y los 34 m.s.n.m. En el caso de Bajo
Cauca, esta subregion tiene dos perfiles extremos: el primero se presenta por las unidades
productivas ubicadas en un terreno en medio del rio Cauca, donde la altura maxima es de

90 m.s.n.m. y las demas fincas se encuentran a una altitud de 340 m.s.n.m.

— Tipo de suelo: Bajo Cauca tiene un tipo de suelo en relacion arcilla/limoso en
terrenos pendientes y el correspondiente al inundable es arcilla/arenoso, siendo esta ultima
caracteristica la mas predominante. Por su parte, Uraba presenta un suelo de tipo Franco-
Arcilloso (35 % Arenoso, 25 % Limoso, 40 % Arcilloso) y Magdalena Medio Arcilloso con
pH 6.2.

— Humedad relativa: en Bajo Cauca y Uraba es mas elevada al estar ubicados en

zonas cercanas a rios y el mar. sus rangos oscilan entre 70-85 % en Uraba y 60-89 % en
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Bajo Cauca. Para Magdalena Medio el registro estuvo entre 80-85 % debido a los altos

niveles de precipitacion con los que cuenta durante el afio.

— Temperatura ambiental: la mas alta se registré en Uraba (38 °C), seguido por Bajo

Cauca (35 °C) y Magdalena Medio (25 °C). En Bajo Cauca estuvo por encima de 30 °C.

De acuerdo con el seguimiento iniciado desde 2016, los factores agrondémicos
relacionados con las unidades productoras seleccionadas para la cosecha se
caracterizaron por tener un plan de fertilizacion de una vez al afio posterior a la poda con
machete, mientras que el control de maleza y de enfermedades se realizé entre 3 y 4 veces
por afio de forma manual. Cada uno de estos procedimientos fue acompanado por
Fedecacao. El aspecto que mas cambios presentd fue el sombrio: en Bajo Cauca se
encontraron unidades productoras sin sombrio (La Primavera) que requirieron una mayor
frecuencia de fertilizacion (hasta tres veces en el afio), mientras que en las demas regiones
se reportaron entre 10 y 30 % de sombrio por tratarse de cultivos permanentes (mayor a

5 afos), el cual se genera con cedro rojo y acacia.

Para tener un mayor acercamiento a la influencia del comportamiento de los parametros
asociados a los factores perturbadores, dentro de la definicidon del problema, desde la
planeacion previa, se realizé en diciembre de 2016 un experimento exploratorio
completamente aleatorizado en Uraba y Magdalena Medio, dada la disponibilidad de la
cosecha. Bedoya y colaboradores (2016) identificaron mediante un Disefio de Bloques al
Azar y Analisis de Varianza realizado sobre una mezcla, con los mismos clones evaluados
en el presente estudio, cambios bromatoldgicos, fisicos y quimicos asociados al uso de
material cosechado en terreno pendiente o plano, entre materiales o zona productiva. En
el mismo sentido, este estudio previo permitié definir las etapas con un enfoque secuencial
donde se determinaron: a) los tiempos y movimientos del proceso en cada localidad, b)
cantidades representativas por arbol para el muestreo de acuerdo a un Disefio Anidado, c)
la estandarizacion sobre el manejo de las muestras y de los métodos adaptados a los
requerimientos de las diferentes partes del grano de cacao que se estudiarian (cotiledon y
mucilago) con sus variaciones dependiendo de la etapa del proceso (crudo, fermentado o

Seco).
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A partir de estos resultados, se establecié un esquema completamente aleatorizado para
el analisis del perfil bromatoldgico, fisico y quimico de la mezcla de clones antes y después

de ser sometida a fermentacion en las tres subregiones.

1.3.2 Fermentacion

La etapa de fermentacion se da inicio con 112.5+4.80 kg de la mezcla de clones dispuesta
en cada uno de los cajones fermentadores, distribuidos en las proporciones de CCN-51
(85.9 %), ICS-1 (3.0 %), FLE-2 (3.2 %) y FEC-2 (7.9 %) en Tulenapa-Uraba, Hacienda La

Candelaria-Bajo Cauca y la finca Cannes en Maceo-Magdalena Medio.

Durante esta etapa se calcularon las pérdidas desde la cosecha hasta la mezcla en cada
fermentador y se encontré que el clon de menor porcentaje de pérdidas fue el CCN-51
(73.3+3.25), seguido del FEC-2 (76.8+0.52), FLE-2 (78.8+2.81) y el mayor porcentaje se
registré con el ICS-1 (82.4+3.95), siendo Uraba la subregion con mayor rendimiento y
Magdalena Medio con menor. La mayor pérdida, estimando el peso desde el fruto en
mazorca, se dio al retirar la cacota o cascara, valor que oscilé entre 69.6 a 74.8 %; la
placenta representd pérdidas comprendidas entre 1.9 y 4.0 % vy, por ultimo, durante el
envasado, proceso en el que existen perdidas por eliminacion de la pulpa mucilaginosa,
se perdio 1.20 % para CCN-51y 3.56 % para FEC-2 (valor maximo).

La fermentacion de los 112.5+4.80 kg en cada unidad experimental se realizé a lo largo
del afio 2017. Tuvo una duracién de 132 h en Bajo Cauca, comprendida entre el 7 y el 13
de marzo; 132 h en Uraba entre el2 y el 8 de mayo y 168 h en Magdalena Medio entre el
13 y el 19 de mayo. Aunque no hace parte del alcance de este estudio, vale la pena anotar
que la variacion pudo estar relacionada con las condiciones ambientales que se
presentaron en las tres localidades, lo que probablemente propicié que el conjunto de
reacciones bioquimicas y microbiolégicas responsables de la fermentacion se dieran a
diferentes velocidades, ademas de la diversidad en las poblaciones de la microbiota que

puede cambiar segun la subregion.
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En las Tablas 1-5 y 1-6 se detalla el promedio de la temperatura ambiente y la humedad
relativa en cada subregion durante la fermentacion y el comportamiento diario de la
temperatura y pH promedio de cada unidad experimental conformada por 112.5+4.80 kg
de la mezcla de cacaos, variables registradas en campo para evidenciar la relacién
mencionada entre la duracidon de la fermentacion con las condiciones ambientales y

medibles directamente durante el proceso.

Tabla 1-5 Parametros ambientales (temperatura y humedad relativa) registrados en
Bajo Cauca, Uraba y Magdalena Medio durante la fermentacion de 112.5+4.80 kg

Temperatura ambiente Presion atmosférica
Sub-region | Humedad relativa -HR Tamb Patm
de Antioquia kgagua/k aire (OC) (kPa
Promedio A HR Promedio A Tamb Promedio A Patm
Bajo Cauca 0.73+0.16 0,59 29.06+3.9 13,9 99.96+0.2 0,8
Uraba 0.90+0.09 0,33 26.8+2.8 10,4 100.8+0.15 0,7
Magdalena 0.88+0.13 0,56 22.38+3.13 17,5 90.03+0.31 0,5
Medio

Bajo Cauca fue la unica subregion que no presenté precipitaciones durante los dias de
fermentacion. En Uraba llovié 2 dias (10,2 mm) y en Magdalena Medio se registraron 4
dias (primer, segundo, tercer y cuarto dia de fermentacion) con periodos de 20 a 30 min
(90.6 mm), lo cual produjo valores de humedad relativa superiores a 90 %. En esta
subregién también se presentaron, sin excepcion, disminuciones en la temperatura entre
las 5.30 p.m y las 6:45 a.m. De acuerdo con lo reportado en la Tabla 1-6, la HR mas baja
correspondié a la temperatura ambiente mas alta como se evidencia en Bajo Cauca,
contrario a lo que se reflejo en Magdalena Medio, que ademas de tener una HR alta, similar
a la de Uraba, alcanzé la temperatura mas baja. Por otra parte, en Uraba, que reporté el
mismo tiempo que Bajo Cauca a pesar de tener una HR alta, se alcanzé una temperatura

maxima de 37.2 °C, mientras que la minima no fue inferior a 24 °C.

Por lo anterior, se puede inferir del comportamiento de estos parametros ambientales que
la temperatura podria influir en la fermentacion, especificamente en la duracion del
proceso, y de forma mas directa la humedad relativa, la cual tiene mayor incidencia sobre

el secado e impide lograr las condiciones éptimas requeridas para promover el desempefio
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del consorcio microbiano que interviene en el desarrollo pleno de las fermentaciones en

estado sélido, como ha sido definida esta etapa para el cacao (Schwan, 2015).

La temperatura ambiental es un factor relevante para propiciar condiciones 6ptimas de
fermentacion, en especial al inicio del proceso, cuando se requiere de un rango que
favorezca el desarrollo de levaduras entre los 25 y 30 °C para la produccion de etanol;
aunque 25 °C puede favorecer el crecimiento competitivo y no dominante de algunas
levaduras como Saccharomyces, Hanseniaspora (anamorph Kloeckera) y Pichia,
asociadas a la produccion de algunos compuestos volatiles caracteristicos de los atributos

deseables en chocolate (Batista, Ramos, Ribeiro, Pinheiro, & Schwan, 2015).

De igual forma, en las primeras 48 h de fermentacién se requiere disponer de condiciones
no solo micro-anaerobias para la accién de las bacterias acido-lacticas sino también
llevarlas a un 6ptimo de temperatura de 30 °C. Adicional al consorcio mencionado, las
enzimas son las encargadas, en esta fase inicial, de ejercer su actividad sobre la pectina
y algunos compuestos insolubles presente en el mucilago y testa, como las pectinasas que
actuan en un rango entre 30 y 40 °C (Crafack et al., 2014; Gil et al., 2016; Leal, Gomes,
Efraim, de Almeida Tavares, & Figueira, 2008).

Por ende, entre mas baja sea la temperatura ambiente se dificultara mas obtener los
valores mencionados, ya que al empezar no tiene aun la capacidad de aumentar
progresiva y rapidamente la temperatura de la masa en fermentaciones espontaneas a
causa de las reacciones exotérmicas esperadas. Lo contrario ocurre con los estudios
controlados reportados, en los cuales se ha establecido un ritmo térmico en el que
comienzan minimo en 25 °C las primeras 12 h, aumenta hasta 30 °Calas 24 hy a 35 °C
entre las 24 y 36 h prolongado hasta las 72 h, tiempo crucial para la produccién de etanol
y acido lactico, seguido por un aumento deseable entre 45 y 50 °C, estos ultimos valores
solo alcanzados en campo cuando se presentan las condiciones aerobias al iniciar los
volteos (Ho, Zhao, & Fleet, 2014).

El seguimiento de la temperatura de la mezcla de cacao durante los dias de fermentacion,

como se describe en la Tabla 1-7, es un parametro de control recomendado en diversos
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estudios como medida indirecta de la velocidad del proceso al interior de los cajones de

fermentacion (Kadow, Niemenak, Rohn, & Lieberei, 2015).

Tabla 1-6: Temperatura y pH de 112.5+4.80 kg de la mezcla de clones de cacao (CCN-
51, ICS-1, FLE-2 y FEC-2) registrados en cada unidad experimental o cajon durante la

fermentacion en Bajo Cauca, Uraba y Magdalena Medio

Bajo Cauca

Tiempo pH Temperatura
0 3.4+0.02 33.6+0.35
24 3.9+0.13 33.5+0.12
48 3.9+0.11 33.740.3
72 4.0£0.12 40.0+1.65
96 4.1+£0.18 42.3+0.86
120 4.5+0.51 43.3+0.98
132 5.2+0.52 43.5+0.99

Uraba

Tiempo (horas) pH Temperatura
0 3.5+0.03 31.2+0.0
24 3.7+0.03 33.1+0.15
48 3.5+0.03 33.840.7
72 3.8+0.07 42.0+0.78
96 4.0+0.07 44.6+£2.16
120 4.3+0.08 46.5+1.27
132 4.4+0.05 45.4+0.93

Magdalena Medio

Tiempo (horas) pH Temperatura
0 3.5+0.02 23.5+0.26
24 3.4+0.01 23.6+0.30
48 3.4+0.05 25.6+0.7
72 3.5+0.15 30.3+1.91
96 3.6+£0.24 38.1+5.96
120 3.9+0.19 43.6+1.42
144 4.1+0.27 46.4+0.58
168 4.9+1.02 45.0+2.4

Se espera el desarrollo pleno de las poblaciones de levaduras y bacterias acido lacticas a
medida que se aseguran las condiciones micro-anaerobias las primeras 48 h y de bacterias
acido acéticas en presencia de oxigeno a partir del segundo dia que se inician los volteos
cada 24 h hasta el final de la fermentacién, para que se produzca algunas reacciones
exotérmicas durante la generacion de alcohol, acido lactico y acético, principalmente, pero

que van acompafnados de la formacion de otros acidos organicos volatiles y la degradacion
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de proteinas en oligopéptidos hidrofilicos y aminoacidos hidrofébicos (Kongor et al., 2016;
Saltini et al., 2013).

La sinergia entre altas temperaturas y acidez lleva a la muerte al embrion de la semilla de
cacao, transformaciéon que se caracteriza por un aumento de temperatura superior a 40
°C, condicidon que se alcanzo, en este estudio, a las 72 h y coincide con los valores de pH
mas bajos en Bajo Cauca y Uraba, en donde se termind, en ambos casos, la fermentacion
a las 132 h. Un comportamiento diferente se observé en Magdalena Medio donde superé
los 40 °C después de 120 h con un registro de pH menor a 4, aspecto que sirve como
indicio del cambio de velocidad en las reacciones prolongando el tiempo para alcanzar el
final de la fermentacion 27.7 % por encima de las otras dos subregiones y, por
consiguiente, retardando la formacion de los precursores de aroma y sabor, caracteristicos

de esta etapa de poscosecha.

La variacion en el perfil bromatoldgico fisico y quimico, definida por un amplio grupo de
pruebas, se empleé como indicador para el seguimiento y verificacion de la formacién de
compuestos deseables como atributos de calidad de la mezcla de clones. La variacion
esperada de los perfiles, ademas de estar influenciada por los parametros previamente
descritos, se considera que puede estar relacionada con las distintas subregiones
seleccionadas para la fermentacion, asi como el resultado de la calidad del cacao al
finalizar la etapa de poscosecha. Los criterios escogidos para el seguimiento fueron
evaluados mediante métodos estandarizados o validados concatenados por un analisis
multivariado que permitiera el entendimiento global de los cambios evidenciados, como se

describe a continuacion:

1.3.3 Parametros de calidad del grano de cacao bien fermentado
de tres subregiones de Antioquia

En la Tabla 1-7 se listan los resultados de los analisis bromatoldgicos, fisicos y quimicos,
realizados a la mezcla de clones, tanto antes de iniciar la fermentacion como al final de

esta etapa, llevada a cabo en cada subregion.
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Tabla 1-7: Perfil bromatoldgico, fisico y quimico de los mezcla de clones de cacaos (CCN-51, ICS-1, FLE-2 y FEC-2) antes y
después de la fermentacién en Bajo Cauca (BC), Uraba (U) y Magdalena Medio (M)
Parametro Inicio-BC Final-BC Inicio-U Final-U Inicio-M Final-M
Acidez expresada
en acido acético 0.16x0.06 1.5610.25 0.35£0.04 0.85+0.37 0.30£0.03 0.76x0.02
% pl/p
Acidez expresada
en acido lactico 3.72+0.91 1.581£0.15 0.52+0.06 1.27+0.55 0.45+0.04 1.131£0.03
% p/p
Acidez expresada
en acido citrico 2.651+0.65 1.1240.10 0.37£0.04 0.91+£0.39 0.32+0.03 0.81+0.02
% pl/p
Acidez expresada
en acido malico 2.77+0.68 1.181£0.11 0.39+0.05 0.95+0.41 0.34+0.03 0.85+0.02
% pl/p
Acidez expresada
en acido oxalico 1.86+0.46 0.79£0.08 0.26x0.03 0.64+0.28 0.23+0.02 0.57+0.01
% p/p
Acidez expresada
en acido 4.88+1.20 2.07+0.19 0.68+0.08 1,6740.73 0.60+0.05 1.49+0.03
succinico
% p/p
pH 6.27+0.15 4.46+0.08 6.22+0.23 5.1+0.11 6.23£0.15 5.23+0.25
Humedad
(kg agua/kg 0.66+0.02 0.38+0.01 0.59:0.01 0.4120.02 0.66+0.02 0.4210.01
cacao humedo)
Cenizas, % 1.8£0.4 1.1£0.5 2.3£0.1 1.2£0.5 2.0£0.00 1.4+£0.1
Fibra cruda, % 7.2+0.3 11.81£0.2 8.9+0.2 13.3%1.3 9.9+2.7 11.121.4
Proteina, % 14.01%0.27 10.230.11 12.7+0.3 10.3410.06 10.24+0.32 8.19+0.75
EXtrath,Z etereo, 49.0+1.8 45.6+1.0 46.6+4.2 44.7+4.3 47.3+4.0 52.141.4
Antocianinas
(Relacion 2.12+0.15 0.73+0.02 1.841£0.30 0.59+0.02 2.631£0.12 0.84+0.04
430/530)
Color 21.95+1.04 19.62+2.10 16.7520.89 32.31%1.70 20.90+2.47 55.71+9.38
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Tabla 1-7:

(Continuacion)

Parametro

Inicio-BC

Final-BC

Inicio-U

Final-U

Inicio-M

Final-M

Polifenoles
totales
(Equivalente en
acido Galico/g

16,843.67+2,087.7

13,973.03+4,225.9

58,185.23+7,710.5

16,289.87+6,645.6

31,162.33+2,085.2

22,663.60+4,111.5

% p/p

x100)
Orac 160,941.87+6,375.
(Equivalente en | 122,460.80+13,945.6 | 95,308.53+10,785.9 | 299,486.33+19,243.3 | 40,616.43852,723.9 | >+ ("= 129,193.47+8,866.0
Trolox/g x100)
Ao 275“"0 0.37£0.30 2.11£1.16 0.42£0.05 0.7840.16 0.04£0.01 1.9741.12
Aoide 'j‘;“co 0.90£0.02 0.06£0.00 0.82+0.11 0.78£0.16 0.87£0.10 0.78£0.20
Aado F‘;‘/";”CO 0.28+0.03 0.090.02 0.63£0.10 0.25£0.07 0.53£0.05 0.18£0.10
Aeido °p’;f)”°° 4.05£0.27 2.20£0.08 3.36£0.29 1.4120.02 3.68£0.43 2.35£0.17
ACid?,/:’:;’g"”ico 12.92+0.88 7.01+0.27 10.92+0.97 4.34+0.06 11.99+1.44 7.49+0.58
FZZC;‘/’sa 2.120.49 0.48+0.09 0.48+0.36 0.6420.01 0.64+0.04 0.24+0.03
GJZ“;?;&‘ 2.09:0.46 0.16+0.03 0.300.51 0.790.03 0.06+0.02 0.25+0.03
Sao/‘:ag/opsa 4.74%2.19 0.15+0.12 6.79+0.65 0.27+0.07 3.22+0.38 0.02+0.00
K nd 0.1120.02 nd 0.09:0.03 nd 0.02+0.01
(o)
'\({'/agi/ts' n.d 0.02:0.02 n.d 0.24:0.22 n.d n.d
(o)
Fenilalanina n.d 0.08+0.01 n.d 0.00+0.00 n.d 0.04+0.00
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Tabla 1-7: (Continuacion)
Parametro Inicio-BC Final-BC Inicio-U Final-U Inicio-M Final-M
L;“g;ga 0.030.03 0.05+0.01 n.d 0.1120.02 n.d 0.05+0.00
M‘f;)";%”a 0.02+0.01 0.02+0.00 0.01%0.00 0.0420.01 0.02+0.03 0.01%0.00
Valina
% ol 0.08+0.01 0.090.02 0.100.01 0.140.03 0.110.06 0.060.00
Cjztg}ga n.d 0.08+0.03 n.d 0.17+0.01 0.03+0.05 0.06+0.02
Asﬁf’;%‘”a n.d 0.04+0.02 n.d 0.08+0.03 n.d n.d
Lisina
% plp 0.010.00 0.100.01 0.02+0.00 0.180.01 n.d 0.080.00
Teobromina 0.65:0.10 0.120.02 0.18+0.004 0.100.01 0.170.03 0.1120.01
% p/p
Cafeina 0.240.03 0.050.01 0.08+0.003 0.05£0.001 0.070.02 0.050.01
% p/p
Teofilina n.d n.d n.d n.d n.d n.d
% p/p
Relacion 2.69+0.16 2.52+0.21 2.34+0.10 2.30£0.18 2.33+0.13 2.29+0.14
teobromina/cafeina
% p/p
Epicatequina 0.25+0.01 0.06£0.003 0.07£0.003 0.06+0.009 0.08+0.002 0.05£0.000
% p/p
Catequina 0.0230.01 n.d n.d n.d n.d n.d
% p/p

% p/p:  porcentaje de mg de la relacién entre los mg del analito evaluado por un miligramo de muestra en base seca

n.d: no detectado, de acuerdo con limite de cuantificacion de los métodos empleados para el analisis
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A continuacion, se describen los parametros determinados para la estandarizacién de los
métodos cromatograficos con los que se obtuvieron los resultados antes descritos. Los
parametros calculados fueron: la ecuacion que describe la relacion lineal entre la respuesta
de intensidad con la concentracién de cada estandar externo preparado en solvente y en
la matriz del cacao en diferentes etapas de poscosecha (fermentado o seco) para verificar
el efecto de esta ultima en la cuantificacion de los compuestos de interés. Otro aspecto
verificado fueron los porcentajes de recuperacion como medida de aseguramiento de la
efectividad del método de extraccidon de los analitos a partir de las muestras de cacao, y
por ultimo, los rangos de cuantificacion que define el limite minimo en el cual se podra

detectar cada compuesto en la matriz (ver Tabla (1-8)).
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Tabla 1-8:

Ecuacion de la curva de calibracion, limite de cuantificacion y porcentaje de recuperacion de los métodos empleados

en la caracterizacion del perfil quimico del cacao sin fermentar y fermentado en Bajo Cauca, Uraba y Magdalena Medio

Solvente para la

Rango concentracion

Porcentaje de

L . H 2
Compuesto Técnica preparacion de la curva Intercepto | Pendiente R ;:nt:g\;i) recuperacion
Solvente: ACN 0.1261 0.0452 0.998 01-30.0 N/A
Matriz Nivel bajo: 117.0
f tad d -0.0006 0.0424 0.998 0.2-30.0 Nivel intermedio: 112.2
Fructosa UHPLC-C-CAD | (cacao fermentado crudo) Nivel alto: 108.4
Matri Nivel bajo: 113.9
(Cacai rs'zeco) 0.0138 0.0431 0.996 0.4-30.0 Nivel intermedio: 111.8
Nivel alto: 117.7
Solvente: ACN 0.0964 0.0389 0.999 0.1-30.0 N/A
Matriz Nivel bajo: 87.3
f tad d 0.015 0.0424 0.997 0.5-30 Nivel intermedio: 77.8
Glucosa UHPLC-C-CAD (cacao fermentado crudo) Nivel alto: 103.4
Matriz Nivel bajo: 104.0
(cacao seco) 0.0101 0.0432 0.997 0.6-30 Nivel intermedio: 79.6
Nivel alto: 95.6
Solvente: ACN 0.1516 0.0534 0.998 0.1-30.0 N/A
Matriz Nivel bajo: 120.2
(cacao fermentado crudo) 0.0111 0.0457 0.998 0.4-30.0 Nivel intermedio: 110.2
Sacarosa UHPLC-C-CAD Nivel alto: 116.4
Matriz Nivel bajo: 84.8
(cacao seco) 0.0288 0.0437 0.997 0.4-30.0 Nivel intermedio: 111.2
Nivel alto: 111.1
Solvente: ACN 0.0444 0.0373 0.999 0.1-50 N/A
Matriz Nivel bajo: 112.8
f tad d 0.0188 0.0314 0.996 5.0-50.0 Nivel intermedio: 102.0
Maltosa UHPLC-C-CAD | (¢acao fermentado crudo) Nivel alto: 118.1
Nivel bajo: 113.2
Matriz (cacao seco) -0.0396 0.0347 0.998 5.0-50.0 Nivel intermedio: 91.0

Nivel alto: 119.7
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Tabla 1-8: (Continuacion)

Solvente para la Rango concentracion Porcentaje de
Compuesto Técnica L Intercepto | Pendiente R? curva "
preparacion de la curva (mg/L) recuperacion
Solvente: ACN 0.0888 0.0515 0.999 0.1-30.0 N/A
Matriz Nivel bajo: 106.4
(cacao fermentado crudo) -0.0161 0.0473 1.000 0.4-30 Nivel intermedio: 84.7
Manitol UHPLC-C-CAD Nivel alto: 90.6
Matriz Nivel bajo: 110.9
(cacao seco) -0.0146 0.0491 0.998 0.3-30 Nivel intermedio: 104.6
Nivel alto: 110.0
Fenilalanina -1.0253 0.0761 0.999 1.0-60 68
Leucina 0.1257 0.0627 0.998 1.0-60 96.2
Metionina -0.2386 0.1547 0.996 1.0-60 <70
Valina -0.7939 0.1069 0.998 1.0-60 75.2
Cisteina Matriz 0.1923 0.0631 0.998 1.0-60 116.3
Asparagina | UHPLC-C-CAD | (cacao fermentado crudoy -0.0707 0.077 0.999 1.0-60 114.6
Lisina seco) -0.4354 0.1158 | 0.999 1.0 60 79.9
Citrico 0.105 0.0382 0.996 0.1-70 117.9
Malico 0.0897 0.0428 0.997 0.1-70 >120
Oxalico -0.015 0.0405 0.995 0.1-70 <70
Succinico 0.0462 0.0121 0.999 0.1-70 79.2
Matriz
HPLC-DAD (cacao fermentado crudo y -0.0034 0.0161 0.992 3.0-20.0 85
» seco)
Acético -
Matriz
GC-MS (cacao bien fermentadoy |215916.7125| 1341.7457 | 0.999 0.5-100 72
seco)
Matriz
Lactico HPLC-DAD (cacao fermentado crudo y -0.0253 0.0145 0.995 3.0-20.0 86
seco)
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Tabla 1-8: (Continuacion)

Solvente para la

Rango concentracion

Porcentaje de

Compuesto Técnica L . Intercepto | Pendiente R? curva L .
preparacion de la curva (mgl/L) recuperacion
Matriz
Teobromina | UHPLC-TQD/ESI | (cacao bien fermentado y 425.072 1945.29 0.999 2.5-100 103.9
seco)
Matriz
Cafeina UHPLC-TQD/ESI | (cacao bien fermentadoy | -2541.82 13804.2 0.999 0.02 - 50 106.3
seco)
Matriz
Teofilina UHPLC-TQD/ESI | (cacao bien fermentadoy | -970.582 10170.6 0.999 0.02 - 50 103.9
seco)
. . Matri 92.5
Epicatequina  Matnz -468.281 1546.46 1.000 0.02-50
UHPLC-TQD/ESI | (cacao bien fermentado y
Catequina seco) -209.54 198.18 0.995 0.02-50
Pot'(')fgl‘gs'es Espectrofluorémetro Solvente -0.0044 0.0037 | 0.999 10 - 100 N/A
Orac Espectrofluoréometro Solvente 2.8258 0.0838 0.994 10 -600 N/A




En el Anexo 1-2 se describen los resultados analiticos obtenidos de la estandarizacion
(extracto etéreo, acidez total, alcaloides y mondmeros de procianidinas). Ademas, el Anexo
1-3 recoge los resultados obtenidos de la validacion de los métodos para la determinacion
de azucares y manitol, en los cuales se corrigié el efecto matriz para cacao fermentado
(humedad superior al 30 %) y cacao seco bajo un método de extraccion en fase soélida y
cuantificados por cromatografia liquida acoplada a un detector de carga por aspersion,

Corona.

Debido al numero de parametros evaluados, el analisis estadistico multivariado se orientd
a uno por Componentes Principales, seguido por un Analisis de Cluster, como se describe

a continuacion:

1.3.4 Analisis estadistico multivariado del perfil bromatolégico,
fisico y quimico de cacao cosechado y fermentado en tres
subregiones de Antioquia

Los 38 parametros evaluados al cacao van mas alla de los descritos en la Norma Técnica
Colombiana 1252 de 2003 en la cual se definen las exigencias minimas del grano de cacao
fermentado y seco. La amplitud del rango de analisis hace parte de la compilacion de los
aspectos considerados en varios estudios a razén de los requerimientos identificados por
expertos encargados de la trazabilidad de la calidad del cacao desde su cosecha hasta la
etapa final de poscosecha para la obtenciéon de un producto competitivo que supla los
requerimientos de los mercados nacionales e internacionales de las compahias
encargadas de la industrializacion del cacao (Araujo et al., 2014; Badrie et al., 2015;
Kongor et al., 2016; Saltini et al., 2013; Wollgast & Anklam, 2000).

Cada uno de los andlisis fueron incluidos en este estudio por la importancia de cada
compuesto con respecto a criterios como: su aporte en el sabor (alcaloides y monémeros
de procianidinas), aroma (azucares reductores y aminoacidos libres), indicador del
progreso de la fermentacion (antocianinas, proteina, acidez y pH), propiedades funcionales

(capacidad antioxidante y polifenoles totales) y comerciales (contenido de extracto etéreo).

Estudios previos reportan una alta correlacion entre algunos de los analisis mencionados,

como la capacidad antioxidante y el contenido de polifenoles o entre los atributos
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sensoriales asociados al sabor amargo o astringente con la concentracion de los
alcaloides, entre otros (Carrillo et al., 2014; Crafack et al., 2014; Rodriguez-Campos et al.,
2012a, 2011). Este tipo de hallazgos allan6 el camino para realizar un analisis bajo un
tratamiento estadistico multivariado con el propésito de simplificar el conjunto de resultados
obtenidos en multiples variables para organizar las entidades muestrales.Para alcanzar el
objetivo, el analisis se enfocd en las muestras recopiladas y de esta forma se definieron
los gradientes por combinaciones de variables interrelacionadas, sin mayor pérdida de
informacion, mediante la explicacion de la variabilidad exhibida por los datos (Aculey et al.,
2010a; Wehrens, 2011).

Como resultado de la aplicacion del estudio estadistico multivariado elegido, el cual
consistido en una de las técnicas de ordenacién mas empleadas denominada Analisis de
Componentes Principales, se pudo extraer y describir los mayores gradientes
independientes en datos multivariados como se refleja en la Figura (1-1).En términos de la
distribucion de varianza, permitio la identificacion de la redundancia, es decir, la cantidad
de informacion similar compartida entre los resultados de los analisis bromatoldgicos,
fisicos y quimicos (ver tabla (1-7)) para las muestras, tanto al inicio como al final de la

fermentacion en las tres subregiones.

Figura1-1: Representacion del porcentaje de explicacion de las varianzas de las

componentes resultantes
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De la Figura 1-1 se puede identificar que las tres primeras componentes principales
explican el 79,6 % de la variacion maxima en todas las observaciones muestrales
analizadas. Adicionalmente se observa que las dos primeras compontes principales
explican aproximadamente 68.2 % de la variacion total,con las cuales se realizo el analisis
de forma descriptiva. Ya el aporte de la tercera componente es solo de 11.4% de la

variacion total.

Las contribuciones de los parametros que aportan a la variabilidad en las dos primeras
componentes principales se pueden apreciar graficamente a partir del biplot y el circulo de
correlaciones en el primer plano factorial, los cuales se presentan a continuacién (ver
Figura (1-2)).

Figura 1-2: Biplot del Analisis de Componentes Principales entre los parametros

bromatoldgicos, quimicos y fisicos del cacao crudo y el bien fermentado

contrib
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Las variables que estan correlacionadas con la primera y la segunda componente principal
son las mas importantes para explicar la variabilidad en el conjunto de datos. Las variables
que no se correlacionan con ninguna de las componentes principales, o que estan

correlacionadas con las demas componentes, presentaron poca contribucion.

Los compuestos con mayor contribucion a la primera componente principal en el eje
positivo corresponden al porcentaje de humedad, fibra cruda, acido oxalico y succinico,
lisina, sacarosa, teobromina, cafeina, epicatequina y antocianinas. En el eje negativo los
compuestos con mayor contribuciéon fueron la acidez total expresada en acido aceético,

leucina, lisina, cisteina, maltosa y fibra cruda (ver Figura (1-3)).

Figura 1-3:  Contribucion en porcentaje de las principales caracteristicas que explican la
Componente 1
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Los compuestos con mayor contribucion a la segunda componente principal corresponden
a la acidez expresada en términos de acido lactico, oxalico, citrico, succinico,
concentracion expresada en %p/p de acido citrico, glucosa, porcentaje de proteina,
contenido total de polifenoles y ORAC. En particular, estos compuestos presentan la mayor
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contribucién en el eje positivo de la segunda componente. En el eje negativo los de mayor
contribuciéon fueron: acido oxalico, succinico, citrico, antocianinas, cenizas, sacarosa,
contenido total de fenoles y ORAC (ver Figura (1-4)).

Figura1-4: Porcentaje de contribucion de las propiedades que mas aportaron a la

segunda componente principal
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Las contribuciones de las variables en CP1 y CP2 permitieron distinguir entre el cacao sin
fermentar y bien fermentado, como se evidencia en las variables que representan el eje
positivo de la CP1:

Ademas, se puede analizar la calidad de representacion de las observaciones muestrales
utilizando como medida el coseno cuadrado, el cual, para valores altos, da indicios de una
buena representacién de la variable en la componente principal. En la Figura 1-5 se
presenta la contribucion de cada observacion muestral de los cacaos al iniciar y finalizar la

fermentacion en cada subregion, ubicada en el primer plano factorial.
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Figura 1-5: Contribucion de cada observacion muestral en el primer plano factorial,
1,2,3 (BC-SF); 4,5,6 (BC-F), 7,8,9 (U-SF); 10,11,12 (U-F); 13, 14, 15 (M-SF); 16,17,18 (M-

F).
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Dim1 (41.8%)

Se puede apreciar que los cotiledones provenientes de Bajo Cauca, antes de entrar al
proceso de fermentacion (1, 2 y 3), son los que presentan mayor contribuciéon a las
primeras dos componentes principales caracterizandose por tener niveles altos de acidez
total expresada en acidos lactico, malico, oxalico, succinico y citrico; y niveles altos de
epicatequina, teobromina y cafeina. Los cotiledones de la region de Uraba (7, 8 y 9) y
Magdalena Medio (13, 14 y 15) se caracterizan por presentar valores altos de acido citrico,

ORAC, polifenoles totales y cenizas, caracteristicos de cacaos sin fermentar.

Se distingue una agrupacion de los cacaos sin fermentar de Bajo Cauca, aparte de la
asociacion de los cacaos crudos de Uraba y Magdalena Medio. Después de la
fermentacion se identifico el grupo de Bajo Cauca y Uraba con alta asociacion en la
contribuciéon mencionada y la ultima asociacion con una baja contribucion con cacao

fermentado de Magdalena Medio.
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Las contribuciones de las observaciones muestrales a las dos primeras componentes
principales se presenta en el siguiente diagrama de barras, en el cual se puede observar
el alto aporte de los cotiledones de la region del Bajo Cauca a cero horas del proceso de
fermentacion (0 CF) (ver Figura (1-6)).

Figura1-6: Contribucién de las observaciones muestrales a las dos primeras
componentes: 1,2,3 (Bajo Cauca sin fermentar), 4,5,6 (Bajo Cauca fermentado), 7,8,9
(Uraba sin fermentar), 10,11,12 (Uraba fermentado), 13,14,15 (Magdalena Medio-Maceo
sin fermentar) y 16,17,18 (Magdalena Medio-Maceo sin fermentar)

Porcentaje de contribucion a las componentes

2N Y BN A O D 0D

Muestras

Por subregiones, se puede apreciar que en Magdalena Medio la distribucion de las
observaciones en el primer plano factorial fue mas homogénea entre si, es decir, la
variacién de la distribucion de las observaciones es baja y quedo contenida en la de Uraba,
razén por la cual quedan descritas antes y después de la fermentacion por las mismas
combinaciones lineales de las variables. La variacion en Uraba fue inversamente

proporcional en términos de distribucidon, diferenciando claramente el proceso de
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fermentacion. Por ultimo, en el Bajo Cauca se observo la mayor variabilidad (ver Figura (1-

7).

Figura 1-7: Distribucion de la variabilidad de las componentes evaluadas por
subregiones antes y después de la fermentacion de la mezcla de clones de cacao en Bajo

Cauca (circulo azul), Magdalena Medio — Maceo (triangulo naranja) y Uraba (cuadrado

rojo)
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1.3.5 Analisis de cluster

En términos de cluster tenemos la siguiente distribucion en el primer plano factorial que
explica 68.2 % de las similitudes en dos factores o dimensiones: Dim1 (41.8 %) y Dim2
(26.4 %), donde se observa la conformacion de tres grupos que son, dentro de si, lo mas

homogéneo posible (ver Figura (1-8)).
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Figura 1-8:  Cluster de la distribuciéon en el primer plano factorial de cada observacion
muestral: 1,2,3 (Bajo Cauca sin fermentar), 4,5,6 (Bajo Cauca fermentado), 7,8,9 (Uraba
sin fermentar), 10,11,12 (Uraba fermentado), 13,14,15 (Magdalena Medio-Maceo sin

fermentar) y 16,17,18 (Magdalena Medio-Maceo sin fermentar)
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A diferencia del ACP, el andlisis de cluster permitié confirmar, de forma contundente, la
distribucion por subregiones antes de la fermentacion, ya que se aparta claramente en el
plano factorial el perfil de la mezcla de cacao obtenida en Bajo Cauca, que se agrupa en
un primer cluster identificado con color azul en el eje superior positivo izquierdo. Los
perfiles de las mezclas que provienen de Uraba y Magdalena Medio coinciden en el

segundo cluster rojo, distribuido en el eje inferior en la escala negativa.

Después de finalizar la fermentacién, momento indicado por los productores de cada
localidad, e independiente de las condiciones iniciales de los cacaos cultivados en
diferentes sitios, las tres subregiones fueron agrupadas en un mismo cluster identificado
por el color amarillo y ubicado en el eje superior derecho en medio de los anteriores
clusteres. Esta ultima agrupacién permitié confirmar la asociacion de las tres subregiones

al finalizar la fermentacion de acuerdo con la maxima variabilidad de las variables
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identificadas, que explica la componente de estas observaciones a pesar de sefialar dos

vectores en la segunda componente principal cercana al eje X.

Las diferencias entre las subregiones al inicio de la fermentacién podrian atribuirse a
condiciones agroecolégicas mencionadas previamente. Bajo Cauca fue la Unica zona que
contaba con dos clases de terrenos que comprendian La Isla, rodeada por el rio Cauca
que presentd unas caracteristicas de suelo con un pH alto (6.7) comparado con las demas
zonas productivas donde se realiz6 la cosecha (4.7 - 5.0) y un indice de conductividad (21)
y porcentaje de materia organica superior (94), a diferencia de los demas suelos (12 a 18)
y (37 a 87) respectivamente, siendo ademas un suelo de textura arenosa en el cual se

obtuvo aproximadamente 50 % de los clones regionales para esta subregion.

De igual forma, Bajo Cauca fue la zona con menor altitud (90 — 340 msnm), mayor
temperatura ambiental y menor humedad relativa con respecto a Uraba y Magdalena

Medio como se describio en el item 1.3.1 (ver Tabla (1-6)).

1.3.6 Aproximacion quimiométrica

Los hallazgos obtenidos del andlisis estadistico multivariado brindaron informacion util para
identificar variables que pueden asociarse a las zonas productoras, las cuales poseen
caracteristicas especificas, como se evidencia en la diferencia entre Bajo Cauca con Uraba
y Magdalena Medio cuando los granos de cacao no han sido sometidos a un proceso de
poscosecha, especificamente la fermentacion. Estos resultados pueden ser empleados
como herramienta para el constante seguimiento en el que se ve inmerso el sector
productivo, ya que cada vez se amplian mas las areas de cultivo en respuesta a politicas
gubernamentales que apuestan por esta promisoria materia prima. Es asi como, en el caso
de Colombia, se paso de 151.844 hectareas sembradas (83.472 toneladas) en 2012, antes
del inicio del Plan Decenal de Cacao 2012-2022, a 170.106 hectareas (87.266 toneladas)
en 2016, lo que demuestra avances en el cumplimiento de las metas establecidas en el
sector, que en términos generales apuntan a aprovechar las areas efectivas del pais para

su cultivo y posicionarse en el mercado de cacao, aumentando los volumenes de
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produccion, pero siempre con calidad (Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rura, 2018;

Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, 2012; Proexport Colombia, 2012).

Con el propdsito de obtener un cacao con calidad, es importante resaltar que en el sector
de materias primas agricolas es fundamental la asociacion del producto a una zona
productiva, ya que es uno de los primeros pasos para dar valor agregado que sea avalado
por certificaciones de denominacién de origen. Donde esta forma, se apoya el
posicionamiento del producto en mercados internacionales, como se ha evidenciado con
el café. De igual forma, es fundamental el acceso a concursos de alto reconocimiento como
el certamen organizado en el marco del Salén del Chocolate de Paris, Concurso Cocoa Of
Excellence, donde los departamentos de Colombia, Santander y Arauca, han sido finalistas
en 2010, 2011, 2015 y 2017 con cacaos identificados por las municipalidades de origen

especificas.

Para validar la informacién estadistica, fue necesario profundizar en el entendimiento del
papel que juega la combinacion lineal de las variables extraidas, identificando cémo cada
analisis bromatoldgico, fisico y quimico seleccionado aporta de manera significativa en la
diferenciacion del perfil del cacao crudo proveniente de las tres subregiones productoras
estudiadas de Antioquia, Colombia, como parte de la aproximacion quimiométrica de esta

fase del proyecto.

Se han reportado otros estudios que comparan paises o subregiones de un mismo pais,
con miras a identificar diferencias en el contenido de aminoacidos libres, polifenoles
totales, alcaloides, contenido de extracto etéreo, compuestos volatiles, entre otros. Sin
embargo, el analisis y el tratamiento estadistico se ha realizado de forma individual, y en
el caso de estudios a partir de estadistica multivariada, solo se ha abarcado un nimero
limitado de los parametros considerados en este estudio, que dada su relevancia en
poscosecha, y soportados en esa vigilancia tecnolégica, se incluy6 dentro del alcance de
esta investigacion, que busca aportar al sector productivo de cacao con la generacion de
nuevo conocimiento relevante para Antioquia y posiblemente proyectable a otros zonas del
pais (Counet, Ouwerx, Rosoux, & Collin, 2004; Esatbeyoglu, Wray, & Winterhalter, 2015;
F. Gu et al., 2013; Harrington, 2011; Marseglia, Palla, & Caligiani, 2014; Menezes et al.,
2016; L. F. Oliveira et al., 2016a; Pino, Ceballos, & Quijano, 2010; Rohsius et al., 2006).



Capitulo 1. Perfil de calidad del cacao bajo métodos estandarizados para el 71

control de su poscosecha

Las variables caracteristicas del cacao sin fermentar en Bajo Cauca fueron la acidez total
expresada en acido citrico, lactico, oxalico y succinico, el contenido de glucosa, fructosa,
proteina total, teobromina, catequina, relacion teobromina/cafeina, catequina y
epicatequina, es decir 12 de las 38 analizadas. De otro lado Uraba y Magdalena Medio
fueron descritos por 11 variables: acido citrico, lactico, oxalico y succinico, pH, sacarosa,
antocianinas, cenizas, contenido de humedad y polifenoles totales y capacidad

antioxidante por Orac.

Nétese que la mayoria de las caracteristicas podrian ser aprovechadas o controladas para
obtener o6ptimos resultados en la siguiente etapa de fermentacién, aprovechando el
conocimiento a priori de las transformaciones que puede ocurrir con cada compuesto a
través del manejo de las condiciones agronémicas y buenas practicas agricolas, que son
consideradas como algunas de la causas a las cuales se le atribuyen en gran medida el
perfil del grano de cacao crudo, pero que son susceptibles de cambio y continuo
mejoramiento (Bedoya, 2016; Hashim, Selamat, Kharidah, & Ali, 1998; L. F. Oliveira et al.,
2016b).

De igual forma, el estudio quimiométrico permitié la distincion de la combinacion lineal de
13 variables asociadas al cacao después de ser sometido al proceso de fermentaciéon que
consolida ocho aminoacidos libres, la acidez expresada en acido acético y su respectiva
concentracion determinada, manitol, fibra cruda total y color, explicadas principalmente por
la componente principal del eje izquierdo, siendo la valina, metionina, manitol y color las
variables de menor contribucién, seguido por el acido acético y la fenilalanina con un aporte

medio y los demas con un aporte alto (ver Figura (1-2)).

Los resultados del analisis estadistico multivariado del perfil del cacao después de la
fermentacion, estan marcados por una dinamica que se puede dividir en dos partes. En
primera instancia, por una serie de reacciones sinérgicas que se producen en la pulpa
mucilaginosa que rodea el grano y, segundo, de forma paralela, las reacciones de hidrélisis
que se producen en el interior del cotiledén (Moreira, Miguel, Duarte, Dias, & Schwan,
2013). Ambas transformaciones son gobernadas por un consorcio de microorganismos y
enzimas que, al propiciar reacciones exotérmicas para la formacion de ciertos compuestos

que aumentan la acidez y la temperatura, logran la inhibicidn de la germinacién del embrién
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y propician la hidrolisis de macromoléculas en precursores de aroma, entre ellos los

aminoacidos libres que aparecen como principales parametros descriptivos del cacao.

La secuencia comienza en la parte externa o pulpa rica en azucares y acido citrico a pH
bajo: i) las levaduras comienzan la fermentacion alcohdlica al actuar sobre los azucares
reductores para la producciéon de alcohol etilico, lo que conduce al crecimiento secuencial
de Kloeckera y las especies Hanseniaspora, Saccharomyces, Candida, Pichia y
Kluyveromyces, estas ultimas determinantes en la posterior produccién de compuestos
volatiles y enzimas con actividad pectiliasa (Ardhana & Fleet, 2003; Leal, Gomes, Efraim,
De Almeida Tavares, et al., 2008) (Batista et al., 2015) ii). A la par, el acido citrico es
sustrato para el crecimiento de las bacterias acido lacticas en condiciones micro-

anaerobias hasta las primeras 48 h.

Como consecuencia de la primera fase, el pH aumenta ligeramente al disminuir el acido
citrico y producirse acido lactico que tiene una menor capacidad de donar protones a la del
acido citrico. Bajo las condiciones de pH bajos y ausencia de oxigeno, la actividad
enzimatica se modifica de forma que las pectinasas con actividad pectiliasa actuan sobre
la pectina y compuestos ligniticos presentes en el mucilago y testa, degradandolos vy
permitiendo el drenaje y disminucion de la humedad en el exterior del grano (Gil et al.,
2016). Por lo contrario, la polifenoloxidasa se reduce mas de 80 % antes de las primeras
48 h, por lo que la oxidacion de los o-dihidroxifenoles a o-benzoquinonas se disminuye,
esto es, las antocianinas libres y flavan-3-ol(De Brito, Garcia, & Amancio, 2004; Noor-
Soffalina et al., 2009; Wollgast, 2004; Wollgast & Anklam, 2000), iii).

Al iniciarse el volteo, es decir, incorporar oxigeno por agitacion manual homogénea, se
produce la oxidacion del etanol hasta acido acético por la accion de las bacterias del acido
acético como Acetobacter y Gluconobacter spp. Entre las 72 y 96 h de fermentacion, se
ha dado el mayor avance de la hidrélisis de las antocianinas por la accién de las enzimas
glucosidasas y la hidrdlisis enzimatica de los azucares por la accion de las invertasas,
aunque en menor proporcion que el rompimiento del enlace glucosidico por el efecto de
las condiciones acidas del medio, ya que la temperatura y pH inhiben las invertasas. En
estas instancias, se ha dado un aumento de la temperatura y una suficiente disminucion
de la acidez como para darse la muerte del embridon, rompimiento de la vacuola central

para iniciar la accion hidrolitica de las proteinas y difusién u oxidacidon no enzimatica de los
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polifenoles. Finalmente, varias especies de Bacillus se desarrollan cuando el pH aumenta,
comienzan las reacciones no enzimaticas y se producen otras reacciones microbiolégicas
para generar alcoholes primarios y secundarios, ésteres de bajo peso molecular y algunos

compuestos volatiles relevantes como la acetoina y linalool.

En la Figura 1-9 se describen, de manera general, los pasos antes descritos de la marcha

microbiolégica de la fermentacion de cacao.

Figura 1-9: Descripcion de las etapas de fermentacion de las poblaciones

microbioldgicas y enzimaticas que participan y los principales productos.

Fase anaerobia

0-36h Levaduras Fase semi-anaerobia
pH: 3 a 4 (acido citrico) PNzimas 36-48h
Produccion de etanol A 10%-10% CFU/g 25345 °C

Degradacion de la pectina Declina poblacion de levaduras
/ Produccidn de acido lactico

Bacterias
formadoras de

e 107-10° CFU/g

Fase aerobia

96-144h Fase aerobia
Termo-tolerantes 48-112h
Producen enzimas >50°C
proteoliticas Disminuye |a viscosidad
Susceptibles al etanol Produccion de acido
Crecen en el secado acético

Para el entendimiento global de las variables distribuidas en cada componente, se discute
a continuacion el aporte de su perfil quimico del cacao antioquefio con tres de sus zonas

productivas y proceso espontaneo de fermentacion.

— Acidez y pH: este parametro puede ser seguido por la determinacion de la acidez
total expresada en cada acido organico caracteristico del procesamiento del cacao,
dependiendo de su desarrollo a medida que interviene (formacion o disminucién) en

diferentes etapas de la poscosecha.

La acidez total permite obtener el perfil general, pero es necesario conocer cual es el acido
predominante para su expresidbn en cada equivalente, ya que esta medida indica

Unicamente la suma de los acidos libres sin tener en cuenta su fuerza en la mezcla. Por tal
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razon, se determina en un pH entre 7.8 y 8.2 cuando todos los acidos organicos se

encuentran en equilibrio, principalmente los débiles (Brown, 2004).

Entre los acidos esperados en el cacao crudo se destaca el acido citrico, un oxiacido que
aporta en mayor medida al aumento de la acidez del medio en los frutos frescos, ya que
es bio-sintetizado durante la maduracion del fruto y se localiza principalmente en el
mucilago. Su capacidad acidulante, superior a la de los demas acidos organicos presentes
en el cacao, se debe a los tres grupos donadores de hidrégenos (E. O. Afoakwa et al.,
2012; Emmanuel Ohene Afoakwa, Paterson, Fowler, & Ryan, 2009a; Emmanuel Ohene
Afoakwa et al., 2013). Otros de los oxiacidos que se distinguen por tener un grupo alcohol,
y pueden presentarse junto con el acido citrico, son el malico y lactico, aunque en las
mezclas de cada subregion se detectd solo la presencia del acido lactico en bajas
concentraciones y el malico no fue detectado a una concentracion superior a 0.1 mg/L
(Vian Ortufio, 1998).

Es importante resaltar que en la transformacién quimica que sufre el cacao durante la
poscosecha, el acido acético y lactico sobresalen por su desempefio al encargarse de
generar las condiciones propicias para inhibir la germinacion del embrién al interior del
cotiledon, lo que posteriormente influye para que se produzcan los precursores de aroma
durante la fermentacion (Saltini et al., 2013; Schwan, 2015). Ademas, son considerados
indicadores de la calidad del secado al caracterizarse por su volatilidad: el acido acético
es un compuesto volatil y el [actico tiene un caracter semi-volatil al poseer un grupo alcohol.
Estos son los acidos mas relevantes en el aporte de acidez en esta etapa (Vian Ortuiio,
1998).

El acido acético estuvo presente solo en concentraciones cercanas al limite minimo de
cuantificacién en el cotiledén crudo (0.5 mg/L) (ver Tabla (1-8)) lo que puede atribuirse al
conocimiento de su ruta metabdlica, que no se espera principalmente durante la
maduracion del fruto en el cacao sino durante la fermentacion, en la cual se forma a partir
de una serie de reacciones que consisten en una oxidacion del etanol para producir
acetaldehido mediante un alcohol deshidrogenasa especifico de la coenzima nicotilamida
adenina dinucleétido (NAD+), seguido por una hidratacion para finalizar con una segunda

oxidacion hasta formar el acido acético, siempre en presencia de oxigeno y bacterias
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acetobacter. Aunque también es conocida la produccioén de acido acético en condiciones
de oxidacion del acido lactico, en ausencia o bajas concentraciones de glucosa en el medio
(Moreira et al., 2013).

Por lo anterior, se puede entender la respuesta del analisis multivariado en el cual el acido
acético fue el unico de los acidos organicos que no aportdé en la explicacion de la
variabilidad de los cacaos crudos de las tres localidades, diferente al acido lactico que
estuvo en bajas concentraciones 0.86+0.04 % p/p suficiente para ser parte de la
combinacion lineal de las componente que agrupa las observaciones de cacao crudo

provenientes de Uraba y Magdalena Medio con una contribucion media (entre 2 y 3).

En paralelo a los acidos antes mencionados, es posible encontrar algunos de los acidos
dicarboxilicos como el acido oxalico y succinico, este ultimo presente en los frutos de cacao
fresco en mayor proporcion, tal como se comportd en las unidades experimentales

evaluadas.

La comparacion de las concentraciones entre subregiones es mas pertinente aun si se
hace referencia a la concentracion real de cada acido para asegurar la asociacion de cada
acido organico con la acidez total, dinamica relevante en el seguimiento diario de la
fermentacion o secado para llegar al entendimiento de sus correlaciones. En este sentido,
la diferenciacion de Uraba y Magdalena Medio de Bajo Cauca en granos crudos se baso
en la concentracién del acido citrico, oxalico y succinico, asi como el pH, métodos
complementarios y mas robustos, homodlogos de la acidez total que explicaron la
variabilidad de los perfiles de estas dos zonas. Las diferencias pueden ser evidenciadas
por el comportamiento de la concentracion del acido citrico, que en Uraba y Magdalena

Medio fue mas alta y, por el contrario, oxalico y succinico mas baja que en Bajo Cauca.

El pH es igual de determinante para su analisis de agrupacion de Uraba y Magdalena
Medio, ya que fue incluido en la asociacion de variables explicativas de la varianza a pesar

de que su aporte estuvo en una escala de intensidad media (ver Figura (1-2)).

El aporte del pH puede ser relevante para emplearse como indicador de calidad ya que

puede ser una medida indirecta de aspectos como la relacion que tiene con la estabilidad
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de los componentes. Un ejemplo de este efecto es la estabilidad de las antocianinas
dependiendo del rango de pH, lo que propicia la permanencia del color violeta a pH entre
6 y 7, rango en el cual se encontraban los cotiledones crudos, pero que a pH de 5 pueden
ser incoloras y a pH mas bajos presenten un viraje a tonos rojizos a lo largo del proceso
fermentativo donde hay un cambio en este valor (Belitz and Grosch 1999). No obstante,
como se aprecia en la Figura (1-2), solo sera explicativo para diferenciar cacaos crudos
provenientes de Uraba y Magdalena Medio con respecto a Bajo Cauca, o en su defecto,
regiones similares a las evaluadas en este estudio. Otra interpretacion de los valores de
pH encontrados es la asociacion a su efecto sobre la activacion o inhibicién de las enzimas,
como la polifenol oxidasa que se inhibe a bajos valores de pH y evita la oxidaciéon de
polifenoles, y por lo tanto, influye en los atributos sensoriales como el sabor astringente o

amargo (Kongor et al., 2016; Noor-Soffalina et al., 2009).

Por ultimo, como se discutio en el apartado 1.3.4., el Analisis de Componentes Principales
permitié diferenciar entre el cacao crudo de cada zona productiva y del cacao al finalizar

la fermentacion.

Dentro de la categoria de acidos organicos que aportaron a los cambios de acidez y pH en
el medio, durante la fermentacién, se hace evidente la forma en la que se alcanza la
concentracion final de acido acético, que fue el compuesto volatil incluido en las variables

para explicar lo sucedido en las tres subregiones después del proceso.

En la Tabla 1-9 se describe el comportamiento de la acidez total expresada en
miliequivalentes de cada acido organico evaluado, como acético, citrico, lactico, malico,
oxalico y succinico, y su respectiva concentracion en % p/p en la mezcla de clones
estudiados cada 24 horas durante la fermentacion en Bajo Cauca (0 a 132 h), Uraba (0 —
132 h) y Magdalena Medio (0-168 h).
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Tabla 1-9. Descripcion del comportamiento de la acidez total expresada en
miliequivalentes de cada acido organico como acético, citrico, lactico, malico, oxalico y
succinico evaluado y su respectiva concentracion en % p/p en la mezcla de clones
evaluados cada 24 horas durante la fermentacion en Bajo Cauca (0 a 132 h), Uraba (0 —
132 h) y Magdalena Medio (0-168 h).
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Después de la fermentacion, la concentracion del acido acético finalizé por debajo de 2.1
% p/p, siendo la calculada en Uraba la mas baja y del Bajo Cauca la mas alta, lo cual se
refleja en el comportamiento del pH que finaliza mas alto en Uraba. Para la comparacion
de los rangos de referencia, es importante destacar que la mayoria de los estudios reportan
es el pH del exterior del grano, el cual se aconseja como indicador de buena calidad entre
5 y 5.5 para evitar excesivas fermentaciones con valores por encima del rango o
fermentaciones incompletas por debajo de 5 (E Portillo et al., 2011). Por el contrario, en
esta investigacion se analizé el cotileddn sin testa ni pulpa, que es la parte del grano que
ingresa a las formulaciones para la obtencion de los derivados de cacao, es decir, la
materia prima a la que se le debe hacer las verificaciones de calidad. Por esto, el rango de
4.20 a 5.1 podra ser tenido en cuenta en futuros estudios como un indicador de calidad,
aunque es necesario su evaluacion posterior en el cacao seco que es la presentacion en

la que se comercializa y se evalla bajo la norma vigente de cada pais.
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Con respecto al comportamiento de los demas acidos después de la fermentacion, se
observa en la Tabla (1-9) que el mucilago fue la matriz del grano de cacao que presento
mayor contenido de acido citrico (aprox. 10 veces mas que el cotiledon en Bajo Cauca y
Uraba, y 23 veces mas que en Magdalena Medio); pero, aun bajo esta condicion, a las 48
h de fermentacion se evidencié una disminucion superior al 50 % de su concentracion,
resultados similares a los reportados por Rodriguez y colaboradores (Rodriguez-Campos
et al., 2011). Esto puede explicarse con la metabolizaciéon hasta acido acético y didxido de
carbono (CO-) por la acciéon competitiva del Lactobacillus plantarum (Schwan, 2015). Los
incrementos en algunos momentos del seguimiento pueden deberse a su continua bio-
sintesis durante la fermentaciéon en presencia de Lactobacillus plantarum en co-cultivo
Saccaromyce cerevisiae, en donde predomina en el aprovechamiento de la glucosa para

producir mas acido citrico, bajando el pH y produciendo menos acido lactico.

La acciébn de consorcios bacterianos acidos lacticos y acéticos acompafiados de
condiciones aerobias y altas temperatura, propician la formacion de otros acidos como
succinico, oxalico, entre otros, en concentraciones menores (E. O. Afoakwa et al., 2012;
Emmanuel Ohene Afoakwa et al., 2009a, 2013), aunque el perfil reportado al final de la
fermentacion difiere a lo reportado por Rodriguez y colaboradores (Rodriguez-Campos et
al., 2012a).

— Alcaloides y relacion Teobromina/Cafeina: la teobromina (3,7-dimetilxantina),
cafeina (1,3,7-timetilxantina) y teofilina (1,3 dimetilxantina) presentes en el cacao son los
alcaloides derivados de nucleétidos tipo purinas de la familia de las metilxantinas (Zulak et
al., 2006). La biosintesis de la teobromina y cafeina esta asociada a diferentes partes de
la mazorca en sus diferentes etapas de maduracién que inicia por el pericarpio, pero que
al alcanzar su madurez 6ptima, la principal sintesis y acumulacion se encuentra en la
vacuola central de la semilla de cacao, razén para evaluar el material vegetal en estudio

solo en el cotileddn sin pulpa y sin testa.

De acuerdo con estudios previos, la teofilina presento sitios de acumulacién diferentes al
cotiledon y solo se cuantificd en bajas concentraciones en la testa y placenta (Zheng,
2003). Resultados similares identificados en la mezcla evaluada en Bajo Cauca, Uraba y

Magdalena Medio donde no se detectd la teofilina en el cotiledon evaluado por UHPLC-
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TQD (tecnologia dispuesta de una alta sensibilidad para la cuantificacion con un limite

minimo de cuantificacion desde 0.02 mg/L).

Carrillo y colaboradores (2011) utilizaron la cuantificacion de las principales metilxantinas
presentes en cacao para verificar su asociacion con 11 diferentes zonas geograficas de
Colombia y establecieron que la cafeina y la relacion teobromina/cafeina pueden ser
utilizadas para la identificacion de las regiones evaluadas y esta ultima a la agrupacién por
variedades. Entre las relaciones reportadas se encuentra la respuesta de las
concentraciones de la teobromina con la altitud de los suelos. Es asi como a menor altitud,
mayor contenido del alcaloide (Carrillo et al., 2014). Estas aproximaciones coinciden con
los resultados obtenidos en Bajo Cauca, zona productiva de cacao ubicada entre 90 y 340
msnm de altitud y que correspondié al valor mas alto de teobromina (0.65+0.10 % p/p),
mientras que las concentraciones en Uraba y Magdalena Medio representan
aproximadamente el 26 % (teobromina) y 33 % (cafeina) de la concentracion en Bajo
Cauca (ver Tabla (1-7)). De alli que no se hayan diferenciado entre Uraba y Magdalena
Medio por esta variable. Caso contrario para Bajo Cauca, que al presentar una
concentracion superior y significativa (p<0.05) hizo parte de la CP1 en el eje positivo donde
representan un contenido inicial elevado caracteristico de cacaos sin fermentar y puede

ser un indicador quimico caracteristico para esta subregion.

La relaciéon teobromina/cafeina es una aproximacion empleada en estudios previos para la
agrupacioén de los cacaos segun la variedad de acuerdo con una escala donde valores de
relacion inferiores a 3 corresponden a cacaos tipo Criollos, de 3 a 9 corresponde a un
rango para clasificar a los Trinitarios y por ultimo de 9 a 11 se ubican los Forasteros. En la
mezcla evaluada la relacion Teobromina/Cafeina fue similar aunque las concentraciones
variaran entre las tres localidades. A pesar de que la principal proporcién de la mezcla la
aporté un clon tipo Forastero (CCN-51), 14.1 % fue representado por los clones con
caracteristicas relacionada con las variedades Trinitario (ICS-1) y Criollos (FEC-2 y FLE-

2) lo que conllevé probablemente a que a relacion se mantuviera por debajo de 3.

La relacion tiene una importancia desde el punto de vista funcional, ya que se le han
atribuido beneficios sobre la salud. A pesar de esta ventaja, los atributos sensoriales

proporcionados por estos alcaloides sobre el cacao han sido parte de estudio para lograr
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disminuirlos, puesto que se les atribuye un aporte significativo al sabor astringente, lo que
conlleva al reto de alcanzar un equilibrio (E. O. Afoakwa et al., 2012; Brunetto, Gutiérrez,
Delgado, & Al, 2007). Esta variable hace parte del conjunto de parametros que explican la
variabilidad del cacao crudo cosechado en Bajo Cauca con una contribucion media que se
diferencia de las demas subregiones al ser la mas alta (2.69+0.16) debido a la mayor

concentracion de teobromina.

Una de las estrategias para disminuir la concentracion inicial de los alcaloides en cacaos
crudos, e influir en el decrecimiento de su sabor astringente calificado como un defecto, es
modificar el medio del tiempo de almacenamiento de las mazorcas después de la cosecha
y el drenaje de la pulpa después del desgrane en la etapa previa a la fermentacion, de
forma tal que la concentracién presente en el pericarpio, placenta y testa puede disminuir
con el drenaje de las mismas al ser solubles en agua, como se refiere en estudios
realizados en cacao de Ghana , (hasta 21 dias de aguante) y Venezuela (5 dias). La
desventaja que ofrece este procedimiento es que posiblemente propicia granos
germinados, por lo que el tiempo de almacenamiento de la mazorca puede variar hasta
lograr concentraciones que respondan a los requerimientos de la industria, ya sea en cacao
crudo seco al que le han atribuido importantes beneficios por la presencia de altos
contenidos de alcaloides y polifenoles, y se han incorporado en mezclas especiales con el
cacao bien fermentado donde se espera una disminucion considerable (E. O. Afoakwa et
al., 2012; Emmanuel Ohene Afoakwa et al., 2013; E Portillo et al., 2011).

La verificacion del comportamiento del contenido de los alcaloides y su respectiva relacion
Teobromina/Cafeina se muestra en la Tabla 1-10. También se ilustra la concentracion al
inicio y final de la fermentacion del contenido de alcaloides y la relacién entre Teobromina

y Cafeina.
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Tabla 1-10:  Descripcion del comportamiento a lo largo de la fermentacion del contenido
de alcaloides y la relacién Teobromina/Cafeina.

Sub-region Alcaloides Relacién Teobromina/Cafeina
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Como se observa en la Tabla 1-10, la disminucion en las tres municipalidades es baja con
respecto a la relacion Teobromina/Cafeina, ya que Uraba y Magdalena Medio presentaron
un decrecimiento de 1.7 % y solo en Bajo Cauca alcanzé 6.3 %. La diferencia entre
subregion guarda relacion con el comportamiento del cambio entre los alcaloides después
de la fermentacion que esta en una relacion aproximada 2:1 en Bajo Cauca con respecto
a las otras dos zonas. Asi, su disminucion fue 81.5 % para Teobromina y 79.2 % de
Cafeina, en Uraba 44.4 %y 37.5 %, seguido por Magdalena Medio con 35.3 % y 28.6 %,
respectivamente para cada alcaloide. Se nota un decrecimiento similar en las dos

metilxantinas y de ahi que la relacién se mantuviera sin mayores cambios.
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La disminucién superior al 20 %, valor de referencia de otros estudios previos para cacaos
Forasteros, pudo darse por los dias de almacenamiento previo, asi como también la
posible permeabilidad de la testa, mayor en los clones de tipo Criollo y Trinitario empleados

en la mezcla de cacaos evaluada comparado con el CCN-51 (Carrillo et al., 2014).

— Polifenoles y Capacidad Antioxidante: el contenido total de polifenoles presente
en el cacao esta relacionado con la calidad del fruto y sus futuras aplicaciones en la
industria de chocolates, en la que cada dia se orienta el desarrollo de productos con un
alto contenido de cacao que poseen propiedades funcionales como la capacidad
antioxidante, la cual es atribuida a los compuestos fendlicos presentes en el grano de

cacao.

La distribucion de los polifenoles en el cacao ha sido objeto de un sinniumero de estudios,
desde la clasificacion (Patras, Milev, Vrancken, & Kuhnert, 2014)(Vazquez-Ovando,
Molina-Freaner, Nufez-Farfan, Betancur-Ancona, & Salvador-Figueroa, 2015a), la
biosintesis (Badui Dergal, 2006), la variacion de la concentracion como resultados de las
diferentes transformaciones a lo largo de todas las etapas de la cadena productiva, que
abarcan aspectos como el tipo de genotipo (Elwers, Zambrano, Rohsius, & Lieberei, 2009;
Jonfia-Essien, West, Alderson, & Tucker, 2008; Oracz, Zyzelewicz, & Nebesny, 2015),
hasta el manejo de cultivo y condiciones agrondémicas (Oracz et al., 2015), las variables
que los afectan durante la fermentacion, secado e industrializacién (Di Mattia et al., 2013;
Esatbeyoglu et al., 2015; loannone et al., 2015b; Tomas-Barberan et al., 2007; Zapata
Bustamante, Tamayo Tenorio, & Alberto Rojano, 2013), y los métodos para la

cuantificacion (Mari et al., 2015; Ortega et al., 2010), entre otras.

Existen diversos estudios que buscan evaluar la misma variedad de cacao en diferentes
zonas de cultivo para explicar la variacién del contenido de polifenoles totales y su
capacidad antioxidante. Sin embargo, aun no se ha alcanzado un consenso para llegar a
un modelo predictivo (Elwers et al., 2002; Niemenak et al., 2006). En gran medida, esto
podria explicarse por la cantidad de aspectos controlables, como se mencion6 antes, que
pueden influenciar los resultados, y porque existen otras variables que hacen parte de lo
intrinseco de la planta o fruto, como su interaccion con otros componentes de azucares,

acidos y aminoacidos precursores, adicional a factores climaticos no controlables.
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Barberan y colaboradores (2007) sugieren que el entendimiento de la fuente de variabilidad
del contenido de polifenoles totales y su capacidad antioxidante requiere de un estudio
mas integrador, ya que al evaluar el efecto individual de un factor puede conllevar a
discrepancias vy dificultar un alcance mas preciso de los objetivos, lo cual trae como
consecuencia la estandarizacién de la calidad para su reconocimiento y el posterior
posicionamiento en el mercado de acuerdo a la funcionalidad que proporcionan los
polifenoles totales, o facilitar la toma de decisiones en el mejoramiento productivo y
garantia de la homogeneidad de las caracteristicas del producto (Tomas-Barberan et al.,
2007). De alli que este estudio se bas6 en el analisis multivariado para obtener una
informacion util en la diferenciacién de cada subregion productiva en Antioquia, ya que se
evidencio que las variables correspondientes al contenido total de polifenoles y capacidad
antioxidante hicieron parte de aquellas que definen, en combinacion lineal con otros
parametros, a las muestras evaluadas en Uraba y Magdalena Medio. Ambas zonas se
caracterizaron por tener un contenido superior al reportado en Bajo Cauca, expresion que
pudo estar dada por las condiciones agronémicas. Por ejemplo, en Magdalena Medio los
cultivos variaron entre 900 y 1230 msnm y el sistema de fertilizacién depende en gran
medida de la inclinacion del terreno e influye en la absorcion de nutrientes (Bedoya, 2016).
Por otro lado, el sombrio y control de riego son dos factores asociados con el estrés
oxidativo, que activa la produccién de polifenoles como mecanismo de defensa y control

(Tomas-Barberan et al., 2007; Zuidema, Leffelaar, Gerritsma, Mommer, & Anten, 2005).

En Bajo Cauca las unidades productivas ubicadas en zonas alejadas del rio Cauca
contaban con sombrio inferior a 10 % (radiacién maxima 1032.7 W/m? Solar), pero la finca
Dios con Nosotros (radiacion maxima 1188.4 W/m? Solar) que se encuentra rodeada por
el rio, tiene una mayor proteccion con cultivos transitorios y permanente (41 %) y coincide
con la unidad de donde se cosecharon mayor cantidad de frutos de cacao. En la
comparacion de Bajo Cauca con Magdalena Medio (radiacion maxima 1118.8 W/m?2 Solar)
y Uraba (radiacién maxima 1181.03 W/m? Solar) se encontraron mas unidades productoras
con solo 10 % de sombrio o sin esta proteccion a pesar de ser cultivos con mas de 4 afios
en las que se espera una proporcion de 30 % de sombrio permanente (ver Anexo (1-4)).
Estas observaciones, alineadas con las teorias anteriores, pueden explicar por qué la
planta y el fruto son inducidos a producir mayores cantidades de polifenoles, lo que se

convierte en una posible causa para encontrar mayor cantidad. Aunque no se puede olvidar
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que en Uraba la radiacién solar es mayor que en Magdalena Medio, de acuerdo a los
resultados, las observaciones no llevaban suficiente variabilidad para separarlos entre la
componente, pero si fue necesario hacerlo con Bajo Cauca, que estuvo entre 46 %y 71 %

por debajo de las condiciones presentes en las otras dos subregiones (ver Tabla (1-7)).

El comportamiento de los polifenoles y la capacidad antioxidante estuvieron coordinados
en las mismas proporciones, pero es importante resaltar el atributo de la capacidad
atrapadora de radicales de oxigeno que presenta la mezcla propuesta en las tres
subregiones, ya que los valores estan por encima de algunos materiales de diversas
variedades y origenes (Cadiz-Gurrea et al., 2014; Carrillo et al., 2014; T. B. de Oliveira,
Rogero, & Genovese, 2015; Jacquot et al., 2016; Wang et al., 2016; Zapata Bustamante et
al., 2013). Por lo que se puede resaltar que una alternativa de cacaos con propiedades
funcionales de este tipo puede tener como origen las subregiones de Uraba o Magdalena
Medio o, por lo contrario, para evitar un impacto directo sobre el perfil sensorial, la opcién
puede ser el material vegetal proveniente de Bajo Cauca. No obstante, después de la
fermentacion, no existe una variabilidad significativa que requiera de una distincion de este
tipo, ya que la disminucién fue proporcional a la cantidad inicial después del proceso, lo
qgue dio como resultado un decrecimiento de la capacidad antioxidante en Uraba de 86.4

%, valor superior comparado con Bajo Cauca (22.2 %) y Magdalena Medio (19.7 %).

Con la intencién de hacer de la descripcion de los polifenoles un analisis pertinente, como
sefializadores quimicos de calidad, se hizo un seguimiento directo de los flavonoides, una
subclase de polifenoles presentes en el cacao que se distinguen por su estructura de dos
anillos aromaticos unidos por tres carbonos dispuestos en un anillo heterociclico que
contiene un oxigeno y, dependiendo de la orientacion del anillo central, se divide en seis
clases: flavonas, isoflavonas, flavanonas, flavonoles, flavanoles (catequina vy

proantocianidinas) y antocianinas.

La trazabilidad fue realizada a los flavonoles del tipo flavan-3-ol mas importantes, tanto
para la planta como para el fruto de cacao, como la (-)-epicatequina, que se encuentra en
mayor concentracion, seguida por la (+)-catequina, presente en menores cantidades. Los
enantiomeros de la catequina, que comprenden la (+)-galocatequina, (-)-epigalocatequina

y (-)-epicatequina-3-O-gallate, son mondmeros de procianidinas que se encuentran en
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magnitudes de trazas y no fueron objeto de estudio, pero aportan a esa proporcion de
polifenoles totales que no son explicados. Estos ultimos pueden ser considerados en
futuros estudios para el entender, de manera global, el aporte directamente proporcional
que tuvo el contenido de fenoles totales a la actividad antioxidante evaluada por la
capacidad de atrapar radicales de oxigeno ORAC. A este listado se puede adicionar los
dimeros derivados del flavan-3.4-diol (leucoantocianidinas) formados por uniones entre
epicatequina y catequina en las posiciones C4-C8 o C4-C6, que se caracterizan por ser de
bajo peso molecular y continuar su polimerizacién hasta grandes oligdémeros insolubles a
los que se les relaciona con el sabor amargo, especialmente de aquellos que forman
enlaces con proteinas, ademas de afectar su estabilidad y digestibilidad (Claudine Manach,
Augustin Scalbert, Christine Morand, Christian Rémésy, 2004; Oracz et al., 2015)

(loannone et al., 2015a).

El comportamiento en Bajo Cauca de la relacion (-)-epicatequina y (+)-catequina en cacaos
crudos fue similar al reportado por Niemenak y colaboradores (2006), en el cual la cantidad
de catequina es aproximadamente 10 veces menor a la epicatequina (0.25 a 0.023
mg/100mg). El valor alcanzado por la sumatoria de los dos mondmeros en esta subregion
(2.73 +- 0.01 mg/g en base seca) fue el mas alto de los tres territorios evaluados. De igual
manera, los alcaloides estan dentro del rango publicado para cacaos de Nueva Guinea
(1.5 a 8.3 mg/g) y Costa de Marfil (1.1 a 7.6 mg/g). Uraba y Magdalena Medio presentaron

valores inferiores a los rangos mencionados.

Otro de los flavonoles abundantes en el cacao son las antocianinas, que son un indicador
practico para los productores porque les permite de una forma visual diferenciar entre las
variedades de cacaos o hacer seguimiento de la evolucién de la fermentacion. Se ha
establecido que altos contenidos de antocianinas, calculados por la relacién entre la
absorcion en la region ultravioleta visible a 460 (violetas) y 530 (verde-amarilloso) se asocia
con cacaos de la variedad Forasteros (>1) aunque con algunas excepciones provenientes
por cruces genéticos (Phillips-Mora, Arciniegas-Leal, Mata-Quirés, & Motamayor-Arias,
2012). Por el contrario, la variedad de cacaos Criollos se caracteriza por una relacion que
tiende a cero y los Trinitarios en una escala intermedia. En general, el comportamiento de
las antocianinas, en cacao crudo, para las tres subregiones, correspondié a valores por

encima de 1, un dato relacionado con altos contenidos de antocianinas totales que se
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evidenciaron por el color purpura del grano en su interior. El valor mas alto se encontré en

Magdalena Medio, seguido por Bajo Cauca y Uraba.

En cacaos crudos, el contenido de este tipo de polifenoles puede incrementarse a medida
que aumenta la intensidad de radiacion solar y la ausencia de irrigacion durante el
desarrollo del fruto, como parte de un mecanismo de proteccion (Beer, 1987)(Oracz &
Nebesny, 2014). Bajo Cauca es la zona con menor frecuencia en precipitaciones con
respecto a Uraba y Magdalena Medio, lo que podria inducir a un estrés oxidativo en las
unidades productivas que no contaban con un sistema de riego, generando una
concentracion mas alta de antocianinas (2.12+0.15). Este comportamiento se pudo
presentar solo en las zonas que corresponden a las unidades productivas diferentes a las
ubicadas en La Isla o aquella rodeada del Rio Cauca, que no sufre problemas de riego.
Por esta razén, no fue superior al Magdalena Medio y tampoco influyd, de manera

significativa, en el contenido total de polifenoles (2.12+0.15).

En la tabla 1-11 se describe el comportamiento a lo largo de la fermentacién del contenido
de polifenoles totales, la relacion del contenido de antocianinas (460/530), capacidad

antioxidante y los monomeros de procianidinas.

Tabla 1-11:  Descripcion del comportamiento a lo largo de la fermentacion del contenido
de polifenoles totales, la relacion del contenido de antocianinas (460/530), capacidad

antioxidante, contenido de alcaloides y monémeros de procianidinas.
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El perfil del contenido de polifenoles totales muestra cémo la posible inactivacion parcial
de la enzima polifenol oxidasa, encargada de la oxidacion de estos compuestos que
conllevan a una polimerizacién con ligandos como azucares, aminoacidos, proteinas y
flavonoides, permite la disminucion del sabor astringente y aporta al color café-rojizo
deseado al final de la fermentaciéon que se da al inicio del proceso por el aumento de la
acidez, disminucién del pH y al estar en ausencia del oxigeno (Brunetto et al., 2007; Li et
al., 2012). En Bajo Cauca a las 72 h y Uraba con Magdalena Medio fue mas rapido a las

24 y 48 h, respectivamente.

En este estudio, se puede identificar una disminucion mayor de la epicatequina en Bajo
Cauca (77.3%) con respecto a Uraba (21.4 %) y Magdalena Medio (35.7 %). Notese que
después de la fermentacion, el contenido de ambos alcaloides y epicatequina no difieren
(ver Tabla (1-8)), de alli que se encuentren en la misma CP1 en el eje positivo donde
representan un contenido inicial elevado caracteristico de cacaos sin fermentar. El tiempo
de almacenamiento de las mazorcas puede afectar también el contenido de los flavan-3-
ol, al igual que con los alcaloides, un rango entre 5y 15 dias puede reflejar una disminucién
considerable (Nazaruddin, et al., 2006; Afoakwa, et al., 2013).

La capacidad antioxidante, aunque guarda un perfil similar al del contenido de polifenoles
totales, no se comporta del todo igual debido a que pueden existir otros compuestos de

estructura fendlica que aporten a esta propiedad funcional.

El contenido de antocianinas se vio afectado durante la fermentacién debido a que el
enlace glucosidico de las dos principales fracciones de antocianinas presentes en el cacao,
esto es, cianidin-3-O-galactosida y cianidin-3-O-arabinosida, son hidrolizadas hasta
antocianidinas por la accion de la enzima glucosidasa que a condiciones Optimas de 45°C
y pH entre 3.8 — 4.5 alcanzadas en Bajo Cauca (24-120 h), Uraba (72-132 h) y Magdalena
Medio (96—144 h) produce su disminucion en promedio de 67.2+0.01 %, comportamiento

distintivo del estado inicial y final de la fermentacién.

En el Anexo 1-2, se describe como valores por debajo de 1, en la relacién de absorbancia
de antocianinas, son caracteristicos de cacaos bien fermentados, lo que coincide con los

resultados reportados en este estudio para las tres subregiones en el cual la relacién
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(530/430) para el contenido de antocianinas, disminuyd por debajo de 1 a las 72 h para
Bajo Cauca y Uraba, donde demord el mismo tiempo todo el proceso de fermentacion (132
h); en cambio en Magdalena Medio alcanzé esta referencia 24 horas después (96 h), igual
que el tiempo requerido para finalizar como bien fermentado (E. O. Afoakwa et al., 2012).
Este resultado no se vio afectado por el hecho de que a las 96 h ya el mayor porcentaje
de antocianinas ha sufrido una hidrélisis por encima del 80 %, a pesar de que la mayor
proporcion de la mezcla de clones evaluados estén representados por CCN-51, del cual
se espera el mas alto contenido de antocianinas, caracteristico de los cacaos Forasteros
(Elwers et al., 2009).

— Contenido de extracto etéreo: este es uno de los parametros de mayor
importancia a nivel comercial y es una de las propiedades reoldgicas requeridas para el
control de la cristalizacion en los derivados de cacao (F. Gu et al., 2013)(Araujo et al.,
2014). A pesar de ser una variable incluida en el analisis de componentes, su vector se
encuentra sobre el eje de las equis con una corta longitud, lo que induce a identificar el
parametro con poco aporte a la explicacion de la diferencia entre subregiones. Los valores
reportados estuvieron por encima del valor promedio sugerido como indice de calidad
establecido por un grupo de expertos en la cadena productiva (> 37 %) (Araujo et al., 2014)

y de clones de diferentes variedades y paises asiaticos (F. Gu et al., 2013).

Segun estudios previos, en el contenido de extracto etéreo en monocultivos influyen el
efecto de la regién del cultivo sobre el contenido de extracto etéreo y las variedades, ya
sea Criollo, Trinitario o Forastero, donde un valor de alta calidad es considerado por encima
de 56 % en base seca, contenido que no fue alcanzado en ninguna de las subregiones, a
pesar de ser Bajo Cauca la mas elevada 49.0+1.8 %, resultado debido posiblemente a los
condiciones microclimaticas que pueden conllevar a un proceso de acumulacién de

compuestos lipidos diferentes y a la mezcla de clones (Vazquez-Ovando et al., 2015a).

— Cenizas: este es uno de los analisis bromatoldgicos de menor atencion y es una
medida que hace referencia a la cantidad de materia inorganica (minerales), pero que
deberia ser de mayor interés para correlacionar con algunos compuestos indicadores de
una correcta fertilizaciéon o uso controlado de pesticidas o compuestos nocivos residuales

como el cadmio o plomo. Un estudio realizado por Afoakwa y colaboradores (2013) reporta
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el efecto del tiempo de almacenamiento de las mazorcas antes de la fermentacion, donde
se evidencio que 7 dias de aguante ayuda a disminuir la concentracion, pero entre 7 y 21
dias su comportamiento no es homogéneo (Emmanuel Ohene Afoakwa et al., 2013).

En cada una de las muestras evaluadas en Uraba y Magdalena Medio el contenido de

cenizas estuvo por encima de 2 %p/p y Bajo Cauca se mantuvo debajo de este valor.

— Porcentaje de humedad: este parametro es superior en el cacao crudo por el
aumento de la temperatura durante la fermentacion, que alcanz6 hasta 47.6 °C (ver Tabla
(1-7)) debido a las reacciones exotérmicas producidas por la accion de las levaduras,
bacterias acido lacticas y acéticas, lo que pueden disminuir el contenido de agua libre hasta
en 36.6 +0.02 % (Sandhya et al., 2016).

— Azucares: su contenido esta influenciado con la variedad, el tipo de clon y el grado
de madurez (Beer, 1987; Kongor et al., 2016). La mayoria de los azucares se encuentran
en la pulpa mucilaginosa que rodea el cotiledon de los granos crudos, con una proporcion

de los azucares reductores entre 10 y 15 % (Schwan, 2015).

La hidrdlisis de la sacarosa para producir sus respectivos mondmeros (glucosa y fructosa)
0 azucares reductores, requeridos como precursores de aroma, se pueden presentar en el
cacao por la accion de las invertasas o sacarasa, enzima asociada a esta reaccion de
hidrolisis sobre el enlace glucosidico. Estudios previos han reportado una baja presencia
de esta enzima en el cotiledén crudo, aunque significativa para iniciar su accion; pero esta
puede disminuir considerablemente con el aumento de la temperatura generado durante
la fermentacion (Schawn, 2015). Jinap y otros (2002) reportaron como la actividad de las
invertasas disminuy6 hasta niveles de traza desde las primeras 4 h de fermentacion, pero
aun bajo estas condiciones los azucares reductores continuan formandose (M. S. Jinap,
Nazamid, & Jamilah, 2002). La continuidad en la hidrdlisis puede estar dada por una
reactivacion de la actividad remanente de enzima aunque, en este caso, debido a las
condiciones acidas de la pulpa por la presencia inicial del acido citrico y la subsecuente
formacion de otros acidos organicos durante la fermentacion, los cuales penetran al interior
del cotileddn. Esta puede ser la otra fuente causal de la ruptura del enlace acetal, el cual

requiere una energia minima (25.6 kcal/mol) para que se produzca en presencia de bajas
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concentraciones de acidos organicos y el aumento progresivo de la temperatura puede ser

relacionado al cambio (Badui Dergal, 2006).

El comportamiento de los azucares reductores y los disacaridos de donde provienen,
principalmente sacarosa y maltosa, han sido objeto de un extenso numero de
investigaciones. No obstante, es necesario incluirlo como un parametro fijo para el
entendimiento del desarrollo de aroma y sabor, ya que son considerados parte de uno de
los principales precursores al intervenir en el conjunto de las reacciones de Maillard en las
gue se centra la ruta de formacioén de los principales compuestos responsables del aroma.
Su relevancia en cada estudio depende del alcance del caso. Es asi como en este trabajo
se pudo determinar que la maltosa no fue significativa, y por eso no hace parte de las dos
primeras componentes seleccionadas para explicar la variabilidad entre cacaos de

diferente procedencia o después de ser sometido a la fermentacion.

Uno de los aspectos a incluir en la trazabilidad de los azucares es la reactividad que ha
sido propuesta en este orden: pentosas, hexosas, aldosas y cetosas; de alli que para el
cacao el azucar mas activo seria la glucosa, luego la fructosa, luego los disacaridos
maltosa y la sacarosa una vez son hidrolizados (Badui Dergal, 2006). Cabe anotar que
este orden no es estricto y depende de las variables que intervengan en proceso que se
esté llevando a cabo. De esta forma, en la poscosecha del cacao sera determinante
entender el desempefo durante la fermentacion para conocer su concentracion al final de
estos precursores que intervendran en la formacién de aromas o contaminantes térmicos
como la acrilamida, que en el secado solar se presenta con mayor fuerza al propiciarse las
condiciones para la reaccion de Maillard, aspectos que seran revisados a profundidad en

el Capitulo II.

El perfil de azucares durante la fermentacion en las tres subregiones se detalla en la Tabla
1-13. Como punto de partida de la fuente de mayor contenido de azucares, que es la pulpa
mucilaginosa, se determinaron en las tres zonas de estudio los contenidos de fructosa y
glucosa y se encontréo que en Bajo Cauca la concentracion fue 18.6+0.83 y 16.6+0.55
%p/p, Uraba 12.8+2.4 y 11.6+2.4 %p/p y en Magdalena Medio 14.9+1.2 y 13.941.7 %p/p,

respectivamente. Se observa que Bajo Cauca presenté el contenido mas alto posiblemente
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debido a la presencia mas elevada de acido citrico, el cual puede aportar a la hidrélisis de

la sacarosa en union con la accion de la invertasa que tiende a aumentar con el grado de

maduracion del fruto (Kongor et al., 2016).

Tabla 1-12: Contenido de azucares (sacarosa, glucosa y fructosa) y aminoacidos presentes
el cacao sin fermentar y seco.
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En el cotileddn crudo, la relacion de sacarosa con los azucares reductores fue 2:1 en Bajo

Cauca, seguido por Uraba en una relacion menor (sacarosa: 6.79+0.65, fructosa:

0.48+0.36, glucosa: 0.30£0.51 %p/p) y en Magdalena Medio se registraron los valores mas
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bajos (ver Tabla (1-8)). La marcha de cada azucar a lo largo de la fermentacion no tuvo un
comportamiento generalizado en las tres subregiones, de alli que se note que la sacarosa
no tuvo cambios mayores hasta las 144 h. Sin embargo, el ultimo dia (168 h) disminuye y
se evidencia su efecto de hidrélisis en el aumento en proporciones similares en sus dos
azucares reductores. En Uraba se nota el principal aumento de la glucosa a las 72 h, que
puede coincidir con la muerte del embriéon por las condiciones de acidez y temperatura
alcanzadas en esa instancia, produciendo una mayor hidrolisis, no solo de la sacarosa sino
también de la maltosa, que en ese punto de reaccion desaparece. Los disacaridos
permanecieron al final en concentraciones bajas, excepto en Uraba donde no se detectd

al final maltosa.

Finalmente, como reporte del comportamiento del perfil obtenido al terminar la
fermentacion, se puede observar que la fructosa se encuentra en mayor concentracion que
la glucosa en Bajo Cauca y Uraba y se nota la disminucion de la sacarosa, como reflejo
posiblemente de la reactividad mayor de este ultimo monosacarido, perfil similar reportado
por Rodriguez y colaboradores con cacao cultivado en México; aunque el perfil fue
diferente al inicio, ya que la concentracion de los azucares reductores son altas en el cacao
crudo, pero a partir de las 24 h y hasta las 120 h el comportamiento fue similar, donde el
aumento de la fructosa y glucosa se produce aproximadamente en un 60 % (Rodriguez-

Campos et al., 2011). En cuanto a Magdalena Medio, el comportamiento fue contrario.

Otro compuesto que hizo parte del perfil evaluado fue el manitol, que resulta de la
reduccion de la fructosa (Schwan, 2015). Sin embargo, tampoco fue significativo en el
analisis multivariado a pesar de que seria una posible fuente de explicaciéon de la
disminucion de la fructosa. En general, se puede evidenciar que tanto la maltosa como el

manitol no aportaron a la aproximacion quimiométrica esperada para este estudio.

Proteina y aminoacidos: este tipo de macromoléculas sera el punto de partida de uno de
los principales precursores de los compuestos de aroma que estan asociados a los
aminoacidos. La subregién con mayor porcentaje de proteinas fue Bajo Cauca (14.01+0.27
%), fendmeno que pudo estar marcado de forma directa por el sistema de nutricion vegetal,
de acuerdo con el tipo de fertilizante y frecuencia de esta actividad. Esta ultima se resalta,

ya que concuerda con la periodicidad de fertilizacién en Bajo Cauca, que al tener menor
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sombrio en las zonas alejadas al rio Cauca y alta radiacion (maximo 1032.7 W/m? Solar)

realizaban esta practica tres veces al afio.

A partir del seguimiento del desarrollo del contenido de proteina total antes y después de
la fermentacion, se pudo identificar que Bajo Cauca fue la subregion donde se encuentra
la mezcla de los clones estudiados con los contenidos mas altos (13,8 +0,2; Acosta, et al,
2001) y estuvo expuesto a mayor hidrdlisis si se asocia con la disminucién del contenido
en un 27 % después de la fermentacion. El de menor contenido de proteina fue Magdalena
Medio y esto se ve reflejado en la concentracién de aminoacidos final que fue menor y con

una hidrodlisis que alcanzé 20 %. Por ultimo, el de menor hidrélisis fue Uraba con 18 %.

Para el entendimiento del comportamiento en cada subregion es necesario resaltar la
importancia del cambio del pH en el medio, ya que este parametro esta directamente
relacionado con la activacion de las enzimas encargadas de la hidrdlisis de las proteinas,
las cuales se distinguen por ser del tipo endoproteasa aspartica (EC 3.4.23) y

carboxipeptidasa serina (EC 3.4.16).

Los valores de pH determinan la secuencia de accién, lo que es de utilidad para obtener
los aminoacidos resultantes de la hidrdlisis de manera selectiva. De esta manera, se puede
estimular la produccion de aquellos que son determinantes en la formacién de compuestos
responsables del aroma. De esta forma se ha estudiado que a un pH entre 5.5y 5, la
endoproteasa aspartica actua efectivamente para producir aminoacidos hidrofilicos y
péptidos hidrofébicos, pero al disminuir el pH en un rango entre 4.8 y 5.8 se propicia la
actividad de la carboxipeptidasa serina la cual se distingue por realizar una hidrélisis lenta
liberando principalmente aminoacidos hidrofébicos y péptidos hidrofilicos derivados de las
proteinas globulares de almacenamiento Vicilin-clase (7S) (Jurgen Voigt et al., 2016). Su
efectividad depende de los grupos carboxi-terminal y de los aminoacidos cercanos
residuales, por lo contrario los péptidos con los grupos carboxi-terminal provenientes de la
arginina, lisina o prolina son menos susceptibles a la hidrélisis por parte de esta enzima
(Schwan, 2015; J. Voigt, Heinrichs, Voigt, & Biehl, 1994; Jurgen Voigt et al., 2016). Al ser
la enzima endoproteasa aspartica activa en un rango de pH tan amplio es posible que sea

dominante, pero su accion individual no es suficiente para alcanzar a desarrollar los
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aromas especificos a chocolate y, ademas, puede desencadenar en compuestos volatiles
no agradables (J. Voigt et al., 1994).

En el cacao crudo en las tres subregiones se encontraron dos aminoacidos en comun: la
valina y la metionina. El primero se reconoce porque podria dar, como compuestos de
degradacion, isobutilamina, 2-metil propanal, acido butirico que genera notas a herbal o
frutal. La metionina por otra parte se puede degradar a 2-propenal, acido acético que
produce notas a herbal (Badui Dergal, 2006). Este aminoacido fue encontrado en un
estudio sobre cacaos crudos en tres de 27 paises evaluados de una lista de 17
aminoacidos analizados, lo que puede ser considerado como un aspecto diferenciador de
los cacaos de Antioquia (Rohsius et al., 2006). Contrario a lo anterior, la lisina fue el

aminoacido distintivo de Bajo Cauca y Uraba, pero en Magdalena Medio fue la cisteina.

Se hace necesario destacar antes de profundizar en el siguiente analisis de los
aminoacidos libres, cuantificados después de la fermentacion, que estos fueron
determinantes para describir la variabilidad distintiva de este proceso a partir de los cacaos
cultivados en cada subregion, asociacién que se explica principalmente con la componente
1 en el eje izquierdo, junto a otros pocos parametros como el acido acético y color, que
han sido objeto de estudio en investigaciones previas (Alvarez et al., 2012; Andreoli et al.,
2017). Por lo anterior, es conveniente discutir el perfil aminolitico correspondiente a los
aminoacidos libres obtenidos al final de la fermentacion como resultado de la accién

enzimatica ya descrita.

Entre los aminoacidos de interés en términos de inocuidad del cacao se encuentran la
lisina y la asparagina, los cuales han sido identificados como precursores de compuestos
neoformados nocivos, razén por la cual deberian ser objeto de control en especial al final
de esta etapa de poscosecha, ya que constituye la materia prima de entrada para el primer
tratamiento térmico que en presencia de azucares reductores podria propiciar la
generacion de carboximetil lisina (CML) o acrilamida, respectivamente (Loaéc, Jacolot,

Helou, Niquet-Léridon, & Tessier, 2014a).



Capitulo 1. Perfil de calidad del cacao bajo métodos estandarizados para el 95

control de su poscosecha

En las tres subregiones se evidencia un aumento de la concentracion de lisina, siendo
Uraba la zona de mayor registro (ver Tabla (1-8)). Su presencia en concentraciones altas,
aumenta la posibilidad de reaccidn no solo para la formacién de CML sino también otros
compuestos, ya que la lisina es uno de los aminoacido mas reactivo en el complejo
glucosa-aminoacido debido a la minimizacién del efecto estérico por poseer la cadena mas
larga y a tener el grupo amino alejado del carboxilo (posicion épsilon) (Jumnongpon et al.,
2012; Nguyen, van der Fels-Klerx, & van Boekel, 2016). Por su parte la asparagina no fue
registrada en Magdalena Medio. La implicacion de la presencia de la asparagina en la

formacion de acrilamida sera objeto de estudio en el Capitulo II.

Los demas aminoacidos presente en las tres subregiones al final de la fermentacion, ya
sea porque se fueron desarrollando o disminuyendo a lo largo del proceso, consisten en:
leucina, metionina, valina y cisteina. Solo la fenilalanina no se detect6 en Uraba. El peffil
desarrollado puede ser el precursor de propiedades relacionadas al aroma o propiedades
reoldgicas, como la que se asocia a la cisteina por su capacidad de formar puentes S-H'y
afectar su textura. Por otro lado, los compuestos volatiles relacionados con aldehidos
aromaticos se desarrollan a partir de aminoacidos hidrofébicos como la valina, la leucina,
que sufre una degradacion hasta formar 3-metil butanal con descriptor a malta, y la
fenilalanina, que produce fenil acetaldehido, que se relaciona a un descriptor floral y miel.
Todas las transformaciones mencionadas se dan bajo la reaccion de Strecker (Emmanuel
Ohene Afoakwa, Paterson, Fowler, & Ryan, 2009b; Belitz, Grosch, & Schieberle, 2009). La
formacion de estos compuestos se convertira en los precursores en etapas posteriores de
aminocetonas, reactante principal para la formacién de pirazinas, compuestos de gran

relevancia en el aroma de chocolate (Owusu, Petersen, & Heimdal, 2013)

En conclusion, la aproximaciéon quimiométrica de esta primera fase permitio el analisis de
las variables seleccionadas, que definen el perfil del cacao sin fermentar segun la
procedencia de tres de las principales zonas productivas en el departamento de Antioquia
y a partir de una mezcla de clones distribuidos, lo cual facilita a futuro el uso de las técnicas
de analisis significativas y especificas para cada region con el fin determinar sus atributos
por medio de técnicas estandarizadas o validadas. Segundo, poder identificar atributos

propios que le permitan compararse con otras zonas que hacen parte de su sana
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competencia, asi como el posicionamiento del material vegetal que a futuro facilite el
desarrollo de estudios de denominacion de origen. Tercero, definir estrategias productivas
para promover los atributos o mitigar aspectos que sobresalgan o que puedan afectar las
transformaciones posteriores a la poscosecha, como se menciond antes. Por ultimo,
extrapolar este estudio a partir de las variables seleccionadas para evaluar otro tipo de

mezclas.

El segundo alcance plantea la obtencion de los perfiles del cacao fermentado de manera
espontanea en las tres subregiones, proceso que fue validado de acuerdo a la experticia
de los técnicos de cada zona, lo cual tuvo como hallazgo principal un grupo de variables
asociadas mediante una combinacién lineal que permitié reducir la informacién a los
anadlisis realmente significativos para distinguir entre el cacao sin fermentar de aquel que
llega hasta el final de este proceso. Como respuesta, se confirmé la importancia de uno de
los precursores de aroma que son los aminoacidos libres de la mano de acidez volatil como
expresion del contenido de acido acético, entre otros. Estos resultados ayudan a establecer
un punto de partida para el desarrollo del siguiente objetivo, relacionado con la posterior
etapa de secado, primordial en el tratamiento de poscosecha sobre la calidad de grano de
cacao comercializado directamente por los productores que dependera del perfil de esta
materia prima obtenida después de la transformacion microbiolégica y bioquimica que
implica la fermentacion. Resultado de este trabajo se pudo exponer en un congreso

internacional (Anexo 1-5).

De esta manera, se aporta a la generacion de nuevo conocimiento al tener perfiles
especificos obtenidos bajo métodos cuidadosamente establecidos para cada matriz de
cacao evaluada, debido a su alta complejidad, seguido por un analisis de forma global
mediante las herramientas que ofrecen la estadistica multivariada sin caer en percepciones
subjetivas o individualistas que no permitan la aproximacion pertinente de la realidad
evaluada. No obstante, con miras a proyectar la informacion obtenida a futuros estudios y
qgue proporcionen un analisis mas alla del perfil definido que sea practico para todos los
actores de la cadena productiva, se evaluaron las variables de las dos primeras
componentes principales para extraer unos factores no observables pero que la
experiencia permite clasificarlos segun el grado de importancia mediante un Analisis de
Factores Principales que parte del Andlisis de Compuestos Principales como se describira

en el Capitulo Ill. Se espera con estos resultados apoyar el analisis descriptivo de tres
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subregiones productoras que se dedican a la transformacion preliminar del cacao con una
necesidad continua de mejorar y contribuir al sector cacaotero de Antioquia, Colombia
siempre con la meta de cumplir los estandares de excelencia exigidos en el ambito nacional

o internacional.



2.Capitulo 2. Secado del cacao fermentado por
lecho fluidizado: wuna alternativa para
mejorar la efectividad

2.1 Introduccion

El secado, etapa posterior al proceso fermentativo, es una de las operaciones unitarias
criticas dentro de las etapas de poscosecha del cacao, tanto para el productor como para
los actores que intervienen en la posterior industrializacién (Icco, 2005; Yogendrasasidhar
& Pydi Setty, 2018). Sus alcances van mas alla de disminuir la humedad del cacao, ya que
tiene efectos determinantes para garantizar su calidad sensorial, quimica y microbioldgica;
de alli que la normativa a nivel mundial haya determinado unos estandares de calidad de
poscosecha que solo pueden verificarse una vez finalizada esta etapa, como es la prueba
de corte o medicion del grado de fermentacion, considerados controles para realizar su

trazabilidad y viabilidad comercial (International Cocoa Organization (ICCO), 2009).

El principal indicador de la finalizacion del secado es la reduccion de la humedad del grano
de cacao hasta alcanzar porcentajes entre 6 % y 7 %.Valores superiores podrian llevar a
una contaminacion microbiana por el crecimiento de hongos y pérdida de compuestos
relevantes en su perfil de aromas (ICONTEC Internacional, 2003; International Cocoa
Organization (ICCO), 2009). Es asi como un estudio previo realizado por Humston y

colaboradores (2010), en el que se evalud, por medio de una prueba robusta
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cromatografica, el efecto de la humedad del grano sobre la calidad del cacao provenientes
de seis paises Latinoamericanos, logré demostrar el deterioro de la calidad por la pérdida
de 29 analitos de interés en el aroma, debido a un aumento en la humedad del grano por
encima de los valores recomendados, a pesar de que estos no presentaran dafo
superficial debido a contaminacion por hongos (Humston, Knowles, McShea, & Synovec,
2010).

Los valores de humedad inferiores a los limites recomendados conllevan a una afectacion
directa sobre la apariencia del grano de cacao, ya que el producto es mas susceptible a
quebraduras y pesos bajos, el cual es uno de los criterios principales para distinguir entre
las categorias de calidad del cacao al finalizar la poscosecha (Comision venezolana de
Normas Industriales - COVENIN, 1995; Direccion General de Normas, 1980; ICONTEC
Internacional, 2003; Secretaria de Estado de Salud Publica de Argentina, 2013). Ahora
bien, los rangos de pesos de los granos varian en cada pais productor. Por ejemplo, en
Colombia el peso de 100 granos superior a 120 g corresponde a la maxima clasificacion
que es de cacao Premio y tiene un valor comercial mas elevado que el Corriente (100
granos entre 105 y 119 g), mientras que aquellos que pesan menos de 105 g tienen una
menor valoracion y se les incluye en la categoria de Pasilla. Aunque el peso del grano al
finalizar el secado también puede estar relacionado con el tamafo de la semilla, que varia
segun la distincion genética, un tratamiento térmico excesivo contribuye de manera
negativa a obtener un grano de bajo peso (Fedecacao, 2005, 2015; ICONTEC

Internacional, 2003).

Desde el punto de vista quimico y sensorial, el secado ha sido ampliamente estudiado con
el objetivo de entender el efecto del tratamiento térmico en la composicion del grano de
cacao. Los estudios han encontrado efectos de algunos parametros relacionados al
secado como la temperatura, duracion, tipo de tratamiento (natural o artificial), grosor de
la capa de secado, entre otros, con factores causales del cambio en el perfil del cacao,
definido por el contenido de azucares reductores y aminoacidos, que a su vez son
considerados como los iniciadores de las principales reacciones no enzimaticas de

Maillard. Cabe aclarar que este ultimo proceso, que se da en la poscosecha, es importante
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porque da paso al desarrollo de compuestos de aroma. De igual forma, el comportamiento
de los alcaloides, polifenoles y, acidos organicos y grasos, compuestos a los que se les
puede atribuir una correlacién importante con el sabor, se pueden asociar al avance en la
calidad del cacao después de la poscosecha. En la Tabla 2-1 se relacionan algunos de los
principales hallazgos de investigaciones previas sobre el papel del secado en la calidad

del cacao.



Tabla 2-1:

Resultado de algunas investigaciones relacionadas con el secado del cacao publicados entre 2007 y 2018.

Articulo Origen Matriz Objetivo Metodologia Técnicas de Estadistica | Conclusion
analisis

2018 Amazonas | Cacao Contribuir a la Se utiliza un enfoque Concentracién Al considerar el andlisis sensorial y la calidad
Convective drying fermentado | caracterizacion | combinado que incluye el volumétrica inicial organoléptica del chocolate producido, el secado de
of fermented y seco por |yelmodelado | analisis de las caracteristicas | de agua. En los granos de cacao amazédnicos se debe realizar a
Amazonian cocoa método matematico del | fisicas del grano, la segundo lugar, al una temperatura moderada (30-40 °C) del aire de
beans (Theobroma convectivo- | secado determinacién de las comienzo del secado. Se estan llevando a cabo mas investigaciones
cacao var. Forastero convectivo de isotermas de sorcion del secado, la para comprender los complejos mecanismos
Forasteiro). granos de grano, la realizacion de velocidad de bioquimicos responsables de la transformacién de los
Experiments and cacao experimentos de secado en secado se controla polifenoles durante el secado.
mathematical amazdnicos un secador convectivo (para | mediante
modeling fermentados diferentes condiciones de fenébmenos de

(Theobroma operacion) y el desarrollo de | transporte internos

cacao var. un modelo matematico, y externos, mientras

Forasteiro).

basado en los diferentes
fenémenos de transporte
(calor y masa) involucrados
dentro y fuera de los granos

durante su secado.

que, en la segunda
parte del secado
(para el contenido
de humedad del
grano por debajo de
0,5 kg de agua / kg
de materia seca),
esta totalmente
controlado por la
difusion del agua
dentro del grano. El
modelo se compara
con los resultados
experimentales
para caracterizar el
coeficiente de
difusién efectiva del
agua dentro de un
frijol. Se muestra
que este coeficiente
de difusion  se
duplica
aproximadamente
cuando la
temperatura
aumenta de 30 a 60
°C. Esta cerca de
1.5 x 10-10m2/ sa
60 °C.
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(Dina, Ambarita, Deli Cacao Evaluar la Dos tipos de desecantes se Efectividad de No Durante las horas de sol, la Tmax dentro de la camara
Napitupulu, & Serdang, fermentado | eficacia de un pusieron a prueba, tamiz secado. realizaron de secado varié de 40°C a 54°C. En promedio, fue 9-
Kawai, 2015a) Indonesia. | en cajas de | secador solar molecular 13 x (Na8e [(AlO2) | Seguimiento de tratamiento | 12°C superior a la Tamb, rangos adecuados para el
Study on poliestireno | continuo 86 x (SiO2) 106] x 264H20) humedad en estadistico. | secado de los granos de cacao. Durante horas fuera
effectiveness of integrado con como un tipo adsorbente y equilibrio. del sol, la humedad del aire dentro de la camara de
continuous solar desecante para | CaCl2 como un tipo de secado fue inferior a la del ambiente a causa del
dryer integrated granos de absorbente. almacenamiento térmico desecante.
with desiccant cacao. Los tiempos de secado para: el secado solar (55 h),
thermal storage for secador solar integrado con adsorbente (41 h) y
drying cocoa secador solar integrado con absorbente (30 h), con
beans. consumos energéticos de 60,4 MJ/kg humedo, 18,94
MJ/kg humeda, y 13,29 MJ/kg humedo,
respectivamente.

(Rodriguez- Cunduacan | Cacao Evaluar los Los compuestos volatiles Acidez volatil: por ANOVA Un total de 58 compuestos volatiles fueron
Campos et al., , Tabasco, | Forastero efectos del fueron evaluados después de | SPME-HS usando | 2X2 identificados por SPME-HS / GC-MS y se
2012a) México. tiempo de 2,4,6y8dias de una fibra 50/30 um | Diferencias | clasificaron: ésteres (20), alcoholes (12), acidos (11),
Effect of fermentaciény | fermentacién y secados por (divinilbenceno/car | por Tukey | aldehidos y cetonas (8), pirazinas (4) y otros
fermentation time la temperatura | horno convencional a 60°C, boxeno/poli- Analisis por | compuestos (3).
and drying de secado 70°C y 80°C, durante 12, 8y | dimetilsiloxano Component | Seis dias de fermentacion fueron suficientes para
temperature on sobre el perfil 6 horas respectivamente, con | (DVB/CAR/PDMS). | es producir compuestos volatiles con notas deseables
volatile de compuestos | agitacion constante. Extraccion durante | Principales | en los granos de cacao de sabor, asi como para
compounds in volatiles. El cacao bien fermentadose | 15,30y 45 min a evitar la produccién de compuestos con notas de mal
cocoa. sometid a tres tratamientos diferentes sabor. El secado a 70 y 80° C, después de 6 dias de

térmicos: el secado de temperaturas (40, fermentacién presento un perfil volatil similar al

estudio en un horno 50 and 60°C). obtenido por secado al sol. Sin embargo, el secado a

convencional Samoa con aire | Identificacién de 70 °C representa un menor costo.

caliente a65°C x 12hy compuestos por

agitacion constante del cacao | GC-MS

dispuesto sobre bandejas con

perforaciones y dos secados

control (solar y sobre plancha

de cemento).
(Misnawi, 2012) Bali, Manteca de | Evalué la Se evaluaron tres métodos: LC-LC No La contaminacion de HAP en la manteca de cacao se
Effect of cocoa Indonesia. | cacao contaminacion | 1. Secado al sol aplicaron origind en su mayoria de la contaminacion de humo

bean drying
methods on
polycyclic aromatic
hydrocarbons
(PAH)
contamination in
cocoa butter

y / o formacion
de
Hidrocarburos
Aromaticos
Policiclicos
(HAP) en la
manteca de
proveniente de
granos de
cacao

2. Secado artificial completo
3. Combinacioén de secado al
sol seguido de secado
artificial. Para este proceso,
el secado al sol se realizé
sobre cemento, capa plastica
sobre la tierra y sobre el
cemento y capa de madera
sobre la tierra. El secado
artificial se realiz6 entre 65 °C

durante el secado.

Un mayor tiempo de secado promovié una mayor
concentracion de HAP, aunque todavia por debajo
del limite maximo. La concentracién de HAP fue
mayor al extraer la manteca a partir de la semilla
completa comparada con la extraccién solo del
cotiledon de cacao, lo que indica el contaminante se
concentré en la cascara de cacao.

El uso de secadores artificiales con madera como
combustible mostré un mayor riesgo de
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sometidos a y 85 °C y se utilizaron cuatro contaminacion en comparacion con los usos de
tres métodos tipos de combustibles queroseno y Diesel.
de secado. (queroseno, madera, diesel y El mayor riesgo de contaminacién se presento
residuos vegetales) durante el secado artificial al producirse una fuga de
gas.
(Guehi, Irie, etal., | Surde Cacao Comparar tres | Aguante de mazorcas: 4 Humedad, Acidez Por El método natural y combinado produce una acidez
2010) Costa de fermentado | métodos de dias (pH y titulacion) triplicado. por encima de pH 4 y por el método artificial en 3.7.
Effect of Drying Marfil y sin secado en Fermentacion: durante seis | Acidos grasos Sin El contenido de Nitrdgeno de Amonio fue alto (590 a
Methods on the fermentar funcién del dias en cajas de madera (Soxhlet) tratamiento | 630 ppm) independiente del método de secado, y es
Chemical Quality (cosecha desarrollo de la | cubiertas con hojas de estadistico | un indicador de sabor indeseable en productos
Traits of Cocoa de febrero | acidez volatil, platano y sin agitacion. finales.
Raw Material. de 2005- formacion de Métodos de secado
09) nitrégeno de Primero: secado solar de 9

amonio y
acidos grasos

a.m. a 6 p.m. durante dos
semanas sobre bandejas de
madera levantadas un metro
del suelo y con un area de 30
x 90 cm?, a partir de cacao
fermentado (1 bache de 20
kg) y no fermentado (2 bache
de 20 kg), con una hora
inicial de agitacion.
Segundo: en iguales
condiciones al anterior pero
el tratamiento térmico se
realizé de 2 a 6 p.m.
Tercero: secado artificial en
horno convencional con aire
forzado a 60 °C, con la
muestra dispuesta en

bandejas y un espesor de 2
cm, con agitacion cada 2 h.
El calentamiento duro
diariamente 8 h y se dejaba
toda la noche a temperatura
ambiente.

Cuarto: combinacion de
secado solar hasta 25 % de
humedad seguido por el
primer tratamiento (1 bache)
y segundo tratamiento (2
bache).
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(H. Tinoco & Brasil Cacao Optimizar el Prueba 1: horno de gas con | Velocidad de No se El cacao debe ser agitado dentro del horno para
Ospina, 2010). fermentado | proceso de disposicién para siete secado aplicé facilitar el proceso de secado y evitar quemaduras.
Analisis del secado bandejas perforadas de 40 Humedad en base Un factor critico en el proceso de secado es la
proceso de mediante por 60 cm ubicadas seca humedad de aire. No es recomendable remover
deshidratacién de pruebas verticalmente; controlador de | Analisis grandes cantidades de vapor de agua del aire, ya que
cacao para la experimentales | temperatura, registrador de computacional el aire seco deshidrata la superficie de los granos.
disminucion del y utilizar el temperatura de bulbo seco, (COSMOSWorks a La prueba 1 presenté un buen aspecto y leves
tiempo de secado. método de registrador de tiempo de 55°C con aire quemaduras, considerando que la prueba se realizd

elementos secado. Prueba 2: horno con | caliente) sin flujo de aire. Si no hay un control de humedad

finitos para controlador de temperatura adecuado, no es posible mantener la velocidad de

evaluar y programable, flujo de aire en secado constante.

analizar el la entrada y extractor de aire;

secado artificial | fue programada a 55 °C

durante 12 horas.

(Paramo et al., Tabasco, Cacao Elucidar el Secado a 40y 60°C de VFA: GC en Dispersion | La difusividad de los acidos fue menor que la del
2010) México fermentado | fendmeno que | semillas con y sin cascara extractos p <0.05 agua en las dos muestras evaluadas con vy sin
Mass transfer of involucra la metandlicos céascara.
water and volatile acidez Humedad: horno La difusividad de los VFA fue 1/6 y 1/22 veces mas
fatty acids in cocoa remanente, la con vacio baja que la del agua.
beans during difusividad del Difusividad de La simulacion del proceso de secado permite
drying. aguay los masa: cinética acercarse a las condiciones 6ptimas de secado de

acidos grasos experimental minima energia.

volatiles (VFAs: ajustada al modelo

acético, tedrico suponiendo

propionico, una forma circular

butirico e

isobutirico) en

los granos de

cacao secos

artificialmente
(Fagunwa, Koya, & | Nigeria Cacao Disefio de un El prototipo fue construido Cinética de secado | No se La evaluacion de la calidad de las semillas de cacao
Faborode, 2009). fermentado | secador solar con materiales locales realizé secas mostraron atributos de buena calidad: pH de
Development of an con disponibles (madera). analisis 6,35, indice de acidez de 3,40 mg / g, granos con
Intermittent Solar almacenamient | El mecanismo se basa en estadistico | sabor ligeramente amargo se obtuvieron bajo secado

Dryer for Cocoa
Beans.

o de energia
térmica para el
secado
intermitente de
granos de
cacao.

una combinacion de
calentamiento por conveccién
y radiacién directa por 72
horas a 25-30°C y HR=58-
98%, con un controlador de
velocidad del flujo de aire a
través de los granos de
cacao para disminuir el
contenido de humedad de

convectivo libre; mientras que, el aumento de la
reabsorciéon de humedad y sabor acido se presentd
con el secado por conveccion forzada.
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53,4 a 3,6% en base
humeda.
(Chinenye, 2009) | Nigeria Cacao Establecer Secado a Modelo de secado | x2: mejor Existe un incremento con la temperatura de los
Cocoa bean Forastero unas Temperatura: 55, 70, 81 °C ecuacion parametros estudiados. La constante de Arrhenius
(Theobroma cacao fermentado | caracteristicas | Velocidad de aire de 2,51 m que predicha fue 8,64 x 10 m2 s™!, mientras que la
L.) drying kinetics. en bolsas de las semillas | s-1 describe la | energia de activacion fue de 39,94 kJ mol™.
de yute de cacao secas | Agitacion constante hasta curva de

obtenidas por alcanzar una humedad de 6% secado

calentamiento | (inicié con 56%) Raiz

por baches y Modelamiento con aire cuadrada

agitadas caliente y frio en una misma de la media

uniformemente | direccion sobre lechos de del error

para determinar | capa delgada (supone una (RMSE)

la uniformidad | forma circular y usa la ley de Coeficiente

del secadoy la | difusion Fick para estados no de

difusividad estacionarios) determinaci

efectiva. Bajo 6n R?

esta condicion,

ajustar los

resultados a un

modelo de

secado por

capa delgada

para predecir el

comportamient

odela

humedad.
(Garcia-Alamilla et | Tabasco Cacao Crear un Secado de granos Acidez volatil: No aplica Se demostré que con el modelo mecanicista
al., 2007) México fermentado | modelo que fermentados con un secador | método Mothe- por el tipo propuesto se puede reproducir la evolucién
Moisture, acidity (Cosecha tenga en convectivo con regulador de | Efter. de modelo | experimental de la humedad y la temperatura durante
and temperature de octubre | cuenta la velocidad del aire, Modelo: método el secado de cacao con un error promedio maximo de
evolution during de 1996 y humedad, temperatura y humedad linear usando 17,3% para la humedad y 4,15% para la temperatura.
cacao drying mayo de acidez y relativa. Las muestras fueron | esquema Este modelo propuesto puede ser utilizado para la

1997) transferencia dispuestas en un cilindro (19 | longitudinal con optimizacion de secado cacao con respecto al

de calor X 26 cm) diferencia central consumo de energia a la humedad y la acidez. Sin

durante el finita para embargo, se requieren mas datos experimentales de

secado, con el derivadas por la cinética de acidez durante el secado del cacao,

minimo espacio segun con el fin de obtener una mejor representacion de la

Ruiz-Lépez et al.

difusividad acidez.




Capitulo 2. Secado del cacao fermentado por lecho fluidizado: una alternativa 106
para mejorar la efectividad
Articulo Origen Matriz Objetivo Metodologia Técnicas de Estadistica | Conclusion
analisis
consumo de (2004).
energia. Temperatura: 42,

60, 70y 80°C.




La “reaccion de Maillard” no sélo ha sido objeto de estudio, por ser el principal conjunto de
reacciones responsables de la produccién del aroma y color caracteristico del cacao, sino
que en contraste, ha suscitado un interés en el sector alimentario por su posible efecto
nocivo derivado de la accion de algunos compuestos neoformados, que han sido
identificados para productos sometidos a tratamientos térmicos similares al cacao, como
el café, y se han generalizado para una serie de alimentos sometidos a procesos de fritura,
ahumado, coccion, asado, entre otros (Loaéc, Jacolot, Helou, Niquet-Léridon, & Tessier,
2014b).

Este es el caso de la acrilamida, que se forma en los alimentos a partir de la reaccion de
Maillard por la participacion de azucares reductores como fructosa y glucosa, y el
aminoacido asparagina, que es descarboxilado y desaminado. Otros reactantes han sido
identificados como precursores de la acrilamida como: 3-aminopropiamida, alanina,
producto de Amadori descarboxilado y Base Shiff. Asi mismo, mecanismos menos
probables son reconocidos como rutas de formacion; por ejemplo, la pirdlisis del gluten

(una proteina del trigo), y descarboxilacion enzimatica de la asparagina.

La acrilamida, como compuestos neoformado, es propiciada principalmente en diversas
matrices alimentarias que son sometidas a altas temperaturas y largos periodos de
exposicion, lo que promueve la presencia de este compuesto, identificado por primera vez
en el 2002. Entre los alimentos en los que ha se han realizado hallazgos de acrilamida

estan: las patatas chips, patatas fritas, pan, café, chocolates, entre otros (Dybing, 2005).

A partir de los reportes realizados sobre la presencia de la acrilamida en alimentos, se
iniciaron estudios sobre los efectos de esta y su principal metabolito, el epdxido
glicidamida, sobre la salud (Bermudo, Moyano, Puignou, & Galceran, 2008; Bullock,
Burnett, & Kerr, 1971; Chapiro & Perec, 1971; FAO/WHO, 2004; Farah et al., 2012;
Granvogl & Schieberle, 2007; Loaéc, Niquet-Léridon, et al., 2014; Loaéc, Jacolot, et al.,
2014a, 2014b; Oracz, Nebesny, & Zyzelewicz, 2011). Dentro de las conclusiones a las que
se ha llegado es que solo una dosis oral superior a 100 mg/kg podria ser téxico, y la dosis
letal 50 (DL50) se encuentra, por norma general, por encima de los 150 mg/kg, pero el
promedio esta expuesto a concentraciones entre 0.2 y 1.0 ug/kg en base humeda por dia
para poblacion adulta y 4 ug/kg para nifios. La Organizacion Mundial de la Salud considera

que la acrilamida pertenece al grupo de los productos quimicos que a una baja
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concentracion conlleva un bajo riesgo, aunque su toxicidad siga latente (Comision del
Codex Alimentarius, 2009; Dybing, 2005; Oracz et al., 2011).

En la actualidad existe una comisidn designada desde 2007 para el monitoreo de los
niveles de acrilamida en alimentos y la European Food Safety Association — EFSA ha
compilado y publicado los hallazgos periédicamente para su consulta y control de las
diferentes industrias involucradas en la responsabilidad evitarlos, aunque no exista un nivel
maximo recomendado para que se defiha como wuna regulacién general
(EFSA/DATEX/002, 2008).

Entre las recomendaciones a las que se ha llegado estan: mejorar los métodos
cromatograficos para la deteccion a bajas concentraciones que exige una mayor robustez
de la tecnologia y simplicidad en la implementacion de los métodos, como se ha venido
realizando en los ultimos afos en diversas matrices (Granvogl & Schieberle, 2007; Loaéc,
Jacolot, et al., 2014a); realizar estudios de biodisponibilidad y mecanismos de accioén y
adsorcion de la acrilamida y sus metabolitos; someter los alimentos a procesos térmicos
controlados, para reducir la concentracion de los precursores de la acrilamida en las
formulaciones (contenido de azucar) o modificar el contenido del principal aminoacido por
adicion de enzima asparraginasa, adicién de sales y finalmente controlar la humedad y

pardeamiento en el producto final (Comision del Codex Alimentarius, 2009).

2.1.1 Procesos de secado (natural y artificial)

Existen diversos métodos de secado, que se han aplicados alrededor del mundo para
cumplir con las finalidades descritas. El método mas usado en la deshidratacion del grano
de cacao es el secado natural, el cual consiste en someter el cacao fermentado a un
calentamiento solar sobre diferentes plataformas de madera (marquesinas o casa Elba),
aluminio o (Pierucci etal., 2017) . Las altas temperaturas que pueden ser alcanzadas sobre
la superficie de las plataformas han sido objeto de estudio debido a las altas temperaturas
no controladas que alcanza la semilla de cacao por este método, afectando compuestos
termolabiles, claves en la formacién de aroma en etapas posteriores. Ademas, produce
una calidad heterogénea del grado durante las épocas de lluvia (Guehi, Irie, et al., 2010;

Rodriguez-Campos et al., 2012b).
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A pesar de las desventajas mencionadas, por economia y algunos atributos sensoriales
deseables propiciados por la eficacia en la eliminacién de la acidez volatil, el secado natural
sigue siendo el proceso mas empleado (Pierucci et al., 2017). No obstante, la busqueda
de alternativas mediante tratamientos térmicos artificiales con miras a la estandarizacion,
seguira siendo requerida debido a las condiciones ambientales como los rangos de
temperatura entre 29°C — 32°C y humedad relativa de 65 % hasta un valor critico maximo
de 80%, en la mayoria de los paises productores. Otro aspecto influyente es el fenémeno
climatico actual caracterizado por largos periodos de precipitaciones, lo cual prolonga los
tiempos regulares de secado de 5 + 2 dias hasta 11 y puede desencadenar en efectos
negativos sobre la calidad del cacao al finalizar las etapas de poscosecha (Andreoli et al.,
2017)(Pierucci et al., 2017).

Lo anterior, puede explicar la cantidad de trabajos de investigacion relacionados con
secado artificial que datan desde 1974 (Bravo & McGraw, 1974); que han dado a conocer
resultados relacionados con el desarrollo, innovacidon y optimizacion de este proceso,
basados en pruebas experimentales que han a diversos disefios de equipos (prensas,
maquinas centrifugas, secado por medios térmicos con aire caliente por tiro natural o
forzado) (H. Tinoco & Ospina, 2010), asi como métodos adaptados a las condiciones de
cada region, material y los requerimientos de calidad de la semilla (Alma et al., 2011;
Bharath & Connor, 2008; Bonaparte, Alikhani, Madramootoo, & Raghavan, 1998;
Chinenye, 2009; Gabriel Henrique Horta de Oliveira, Corréa, de Souza Santos, Treto, &
Diniz, 2011; Dina et al., 2015a; Faborode, Favier, & Ajayi, 1995; H. A. Tinoco & Ospina,
2010; van Deventer & Heijmans, 2001).

Las investigaciones de las ultimas décadas han considerado con mayor rigor la relacién
entre las propuestas de secado con los parametros de calidad, como la contaminacion
microbioldgica (Dano et al., 2013), la acidez volatil vinculada a los acidos organicos y
acidos grasos volatiles (Araujo et al., 2014; Garcia-Alamilla et al., 2007; Guehi, Irie, et al.,
2010; Paramo et al., 2010; Rodriguez-Campos et al., 2012a) y la formacion de compuestos
potencialmente nocivos como hidrocarburos aromaticos policiclicos (Wandan, Elleingand,
& Ndouba, 2011).
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Es necesario resaltar la acidez total, ya que es uno de los parametros que esta
estrechamente relacionado con la velocidad de secado. De esta forma, para la propuesta
de mejoramiento del proceso es necesario tenerla en consideracion para la obtencion de
los atributos de calidad requeridos y para disminuir las pérdidas de poscosecha que
pueden llegar hasta 1000 millones de ddlares, como ocurre en Brasil (Chavez & Mansilla,
2004).

La modelacion y simulacién también han jugado un papel importante en el desarrollo de
alternativas de secado artificial, debido a que proveen informacion util para el disefio o
prediccion del comportamiento de los parametros de calidad de las semillas de cacao
dependiendo de ciertas variables controladas como: temperatura, velocidad de secado,
humedad, condiciones del aire, cantidad y disposicion del material. Entre los modelos
empleados se puede anotar el de Lewis, los modelos logaritmicos, diferenciales, entre
otros, para obtener resultados en la simulacion de capa fina de los materiales biolégicos
de secado, asi como el método de elementos finitos para evaluar y analizar el secado
artificial (G. H H de Oliveira, Corréa, de Souza Santos, Treto, & Diniz, 2011; C.L. Hii, Law,
& Cloke, 2009; Incropera, DeWitt, Bergman, & Lavine, 2007; Paramo et al., 2010;
Rodriguez-Campos et al., 2012a).

Hasta la fecha los estudios sobre el uso de una de las tecnologias mas eficientes para el
secado de granos, como es la aplicacion de lecho fluidizado, han sido incipientes en la
aplicacion para el cacao. Solo una aplicacion reportada por Gonzalez (2015) avanzo en el
disefio de un equipo para el tratamiento térmico de cacao fermentado, pero su resultado
requiri6 un secado previo para reducir la humedad superficial y lograr la fluidizacion
(Gonzalez, 2015). Este tipo de medidas no son las mas adecuadas para una tecnologia
como lecho fluidizado y ademas es el primer periodo de secado el de mayor control, en
especial para que no se produzca un alto contenido de acidez en el producto final y de esta
forma obtener un equilibrio entre la formacion de compuestos volatiles y contaminantes
térmicos como la acrilamida. Por esta razon, existe una oportunidad de profundizar en la
aplicacion de esta tecnologia hasta alcanzar condiciones de operacion adaptables a los

requerimientos técnicos y de calidad.
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Otro de los grandes retos de esta etapa de poscosecha es la seleccion de pruebas para
evaluar su calidad quimica y la robustez de las técnicas empleadas que permitan la
reproduccion de datos confiables por su capacidad de identificacion y limites minimos de
cuantificacion, para la toma de decisiones que conlleven a la futura estandarizacion del
perfil de un cacao que cumpla con los estandares nacionales e internacionales y puedan
aportar de manera mas cualificada a la caracterizacién subjetiva que actualmente se
realiza. Entre algunas técnicas se encuentran la cromatografia liquida de alta resolucién o
de gases acoplada a detectores basados en la ionizacion o carga de las moléculas que

confluyen en la identificacion de sus espectros de masas.

La combinacion de una tecnologia efectiva de secado combinada con métodos de analisis
confiables conduce al manejo de un alto volumen de informaciéon que, administrado con
herramientas de estadistica multivariada y algoritmos especializados, permite la
simplificacion para concluir en un analisis quimiométrico de ultima generacién reconocido

mundialmente para el control de calidad, en este caso, del cacao.

Por lo anterior, el objetivo del estudio presentado a continuacion es desarrollar un método
de secado estandarizado como alternativa para el sector productivo de cacao en tres
subregiones de Antioquia, que permita la reduccion del tiempo de secado y la obtencién
de un balance 6ptimo en el producto final entre el desarrollo de compuestos volatiles y
formacion de contaminantes térmicos, alcance basado en el uso de la tecnologia de lecho

fluidizado y apoyado por un analisis quimiométrico para la definicion del perfil de calidad.

2.2 Materiales y Métodos

2.2.1 Secado solar

El cacao fermentado obtenido segun el procedimiento descrito en el Capitulo 1, proviene
de Bajo Cauca, con una humedad de 0.38+0.01 KQagua/Kproducto; d& Uraba, con 0.41+0.02
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KQagua/Kproducto  (Uraba); y Magdalena Medio, 0.42+0.02 KQagua/Kproducto, Para luego ser
sometido a secado solar en una marquesina construida con una capacidad maxima de 450
kg para capa gruesa (altura: 5 cm), dividida en dos médulos con las dimensiones que se

describen en la Tabla 2-2.

Tabla 2-2: Dimensiones de marquesina para el secado solar en Bajo Cauca, Uraba y

Magdalena Medio

Caracteristica Descripcion
Material de construccion de la estructura externa Cafa de Guadua
Material de construccion de base de la marquesina Madera blanca (Roble)

Plastico en polipropileno

Material de cubierta )
calibre 6 mm

Distancia entre la base y el piso 1.0m
Altura de la columna soporte en el centro 2.0m
Altura de las bases externas 0.5m
Altura del desfogue 0.2m

La masa de cacao fermentada fue dispuesta en una capa delgada sobre la marquesina,
en cuadriculas dispuestas para los 300 g de muestra correspondiente a cada unidad
experimental. La masa de granos fermentada sobrante fue dispuesta en el otro
compartimento como se muestra en la Foto 2-1. Los volteos se realizaron con un rastrillo
de madera, el primer dia cada 2 h, y a partir del segundo dia cada 4 h, hasta finalizar el
secado (humedad inferior a 7 % bh). Las muestras fueron recolectadas cada 24 h,
almacenadas al vacio y luego mantenidas en un recipiente cerrado con silica gel con

indicador de cobalto, hasta su procesamiento.
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Foto 2-1: Estructura tipo marquesina en Roble dispuesta para el secado solar en Bajo
Cauca, Uraba y Magdalena Medio.

Durante el secado se llevo el registro de: i) humedad relativa y de temperatura con
Datalogger, de ambos parametros con registros en ciclos de 2 s (CEM, Modelo DT172,
USA), ii) luminosidad con un Luxdémetro (LightScout DLI 100 Meter. Ref. 3405, USA) iii) las
horas de precipitacion y iv) el seguimiento de la humedad de los granos que se midié cada
mafana y tarde con una balanza (Mini GAC PLUS, USA). Los datos fueron corroborados
por el método AOAC (931.04) (Official Methods of Analysis, 2012). Los datos ambientales,
como temperatura ambiente, presion atmosférica, humedad relativa, nivel de precipitacion
y radicacion solar fueron registrados en una estacion meteoroldgica (Atmus 14, USA)
ubicada en cada sitio de estudio.

2.2.2 Secado por Lecho Fluidizado

. Equipo de secado y sistema de medicion: el secado artificial propuesto
en este estudio para granos de cacao fermentados fue conducido en un deshidratador
discontinuo de lecho fluidizado (Actum - modelo Secador LF, serie 0193, Colombia). El
equipo fue automatizado por la empresa Intelligent Solutions, Colombia, para el control de
algunas de las variables del proceso y obtener el registro de datos.
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La camara de secado consistié en una columna cilindrica de acrilico de 0.39 m de diametro
y una altura de 0,180 m, dotada de dos termocuplas de bulbo recto con conexion de
proceso tipo J (Modelo 18005, USA) para el registro de la humedad relativa (HR) y la
temperatura bulbo seco (Tbs) ubicadas cada una antes de la entrada del aire a la camara
de secado y al finalizarla a una altura de 0.160 m. Adicionalmente, el equipo contd con un
sensor para el seguimiento de la caida de presion (AP) localizado antes de la entrada a la

camara y un sensor de pH analogo (Gravity - DFRobot,China).

Los medidores de HR y Tbs empleados fueron provistos de un controlador 1/0 que, al igual
que la senal de AP, debieron ser transferidos a un circuito Arduino para convertirlos en un
serial tipo Modbus RTU antes de pasar a un Programador Logico Controlable, PLC (Delta,
USA), el cual recibe directamente la sefial del sensor de pH. Finalmente, todas la sefales
son convertidas a un lenguaje tipo escalera en el que se basa la herramienta Labview
National Instrument instalada en un sistema de adquisicion de datos para generar los
reportes de los registros realizados cada segundo de todas las variables agrupadas por
lote: i) temperatura de bulbo seco ii) humedad relativa, ambas variables a la entrada y
salida a la camara, iii) Diferencial de presion en mm H20 vy iv) fluidizacion equivalente a la
velocidad del aire a la entrada del equipo, de secado. Cada reporte estaba dado en el valor
promedio, minimo y maximo. El esquema del secador por lecho fluidizado y los sistemas

de medicién de datos se muestran en la Figura 2-1.



Capitulo 2. Secado del cacao fermentado por lecho fluidizado: una alternativa 115

para mejorar la efectividad

Figura 2-1: Esquema del secador por Lecho Fluidizado y el sistema de medicion

Péaneles de
d: entrada de aire control
atmosférico al equipo k
D1: entrada de aire a la
camara de secado
D2: entrada de aire a la torre
de secado

3
\®

Camara de
secado

Registrador

de datos K4
/f D1
. P oy

/ Ventilador

A sensores de temperatura L -
D2

Flujo de aire 2 1

@ Sensores de humedad

Ml sensor de pH transversal
Sensor de diferencial de presion
. Establecimiento de las variables de operaciéon durante el secado por lecho

fluidizado: los parametros en los que se basa la operacion del secado por lecho
fluidizado son: la altura y la velocidad minima de fluidizacién, la caida de presion, la
temperatura de secado y la masa de secado. Las tres primeras son determinantes para la

toma de decision sobre la minima cantidad de cacao fermentado adecuado para el secado.

A partir de valores teéricos del grano de cacao tomados de Colina (2015) se extrajeron los
valores de las propiedades fisicoquimicas del grano de cacao y con los datos de las
dimensiones reales del equipo se calculé: diametro de particula (Dp), aparente (Da) y
efectivo (De), factor de forma (¢), densidad aireada (paireada), aparente (Paparente) Y de
particula (Pparticuia), porosidad minima del lecho (€) y de fluidizacién (€.r), area de la
superficie (Ap) y la masa de la particula (mp). Estos valores sumados a las propiedades del
aire (viscosidad y densidad a 45 £ 5 °C y una presion de 1.105 mmH20) y las dimensiones
del equipo (diametro de entrada del aire atmosférico al equipo (d)), de la entrada a la torre

vertical (D2) y entrada a la camara de secado (D1), se determin6 realizando secados
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previos a las condiciones tedricas que con 5 kg de cacao crudo, cantidad viable por la
masa fermentada resultante (65% de 112.4 + 4.8 kg) fue suficiente para generar una
minima fluidizacion distinguible de un lecho fijjo y homogéneo. Adicionalmente se

establecieron los valores reales de las variables mencionadas para la operacién de secado.

En el Anexo 2-1 se describen las formulas y el tratamiento de los datos para obtener los
valores tedricos, ajustados y finales de los parametros de operacion del equipo de secado
por Lecho Fluidizado. Las variables definidas para la puesta en marcha del secado por

lecho fluidizado de cacao fermentado se describen en la Tabla 2-3.

Tabla 2-3: Parametros de secado por Lecho Fluidizado en un equipo (Actum, modelo
Secador LF, serie 0193)

Parametro Unidades Valor
Cantidad de cacao fermentado kg S
Altura del lecho inicial m 0.075 £ 0.005

Velocidad del aire atmosférico a la Etapa 1 15
entrada del equipo* Etapa 2 m/s 13
Etapa 3 10

Etapa 1 6.2

Velocidad minima de operacion** Etapa 2 m/s 5.4
Etapa 3 4.3

Rampa de aumento de las revoluciones por minuto

para alcanzar la velocidad minima de fluidizacién rpm/s 10

Temperatura de secado °C 45***

Rampa de calentamiento del aire °C/min 5

Tiempo de secado Etapa 1 120
Etapa 2 min 240
Etapa 3 120™***

Temperatura de enfriamiento °C 30

Tiempo de enfriamiento min 10

*Velocidad del aire a la entrada del

equipo

**Velocidad de operaciéon=3*Velocidad minima de

fluidizacién

***Las temperaturas evaluadas para la optimizacion fueron 40, 45 y

50 °C y la seleccionada fue 45 °C

****Depende de la humedad inicial del cacao y hasta que alcance la humedad requerida
final (<7%) en equilibrio (hasta que no pierda mas peso)
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" Cinética de secado: el estudio de la cinética se llevo a cabo a 40, 45 y 50 °C por
triplicado a partir de unidades experimentales independientes obtenidas después del
proceso de fermentacion realizado en tres cajones, con material vegetal cosechado en

Uraba en diciembre de 2016 bajo las mismas condiciones descritas en el item 2.2.1.

El seguimiento del proceso de secado para determinar la humedad se hizo con respecto a
la pérdida de peso. Una muestra comprendida por 100 granos de cacao fermentados
recolectados aleatoriamente de la masa total a secar fue dispuesta en una malla de
polipropileno de baja densidad flexible. La muestra se pes6 cada 15 min la primera hora y
después cada 30 min. El registro se realiz6 en una balanza analitica y la toma de datos
tardd 10 s entre cada medida. El procedimiento finalizé cuando la muestra alcanzé la
humedad en equilibrio, es decir, se observé un peso constante entre las ultimas tres
medidas y que correspondieron a 3.0 £ 0.4 %, 4.4 % + 0.3y 5.0 £0.3 % a 50, 45y 40 °C,

respectivamente.

. Optimizacion de la temperatura de secado: a partir de las muestras obtenidas
de la cinética se evalud el tiempo de secado en horas y las concentraciones de acido
acético y lactico en los granos de cacao, con el fin de determinar un balance entre el menor

tiempo y concentracion de ambos acidos.

2.2.3 Modelo matematico de las curvas de secado

La descripcion de la cinética del cacao fermentado se realizé a través de trece modelos de
secado simplificados (C.L. Hii et al., 2009; Meziane, 2011). La relacion de humedad (MR)

por sus siglas en inglés, esta definida por la ecuacién 2.1:

MR = =" Ec.- (2.1)

Mmo—me

Donde m; es la humedad en el tiempo t y mg y me corresponden a los contenidos de
humedad en equilibrio en base seca. Los parametros estadisticos tales como chi-cuadrada

(ver Ecuacion (2.2)), la raiz del cuadrado medio RMSE (ver Ecuacion (2.3)) y el coeficiente
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de determinacion (R?) fueron usados para determinar el ajuste de bondad, que tuvo como

criterios el valor mas alto de R? y el mas bajo de X? y RMSE.

2
N
2:i:l(IVIRexpi _Mcali)
N-z

X% =

Ec. (2.2)

1
1 2 /2

RMSE = [ﬁ N (MReyp, — MRcar,) ] Ec. (2.3)

Donde MRex €s la relacion de humedad en cada tiempo (t), MRcai es la relacién de

humedad calculada tedéricamente mediante cada modelo, N es el numero de

observaciones y z es el numero de constantes en cada modelo. La modelacion fue llevada

a cabo usando el método de minimos cuadrados y el complemento de Excel, SOLVER,

basado en el método de iteracion gradiente generalizado reducido (GRG).

2.2.4 Difusividad efectiva, Deff

La difusividad efectiva del agua en los granos de cacao fue determinada de acuerdo con
la segunda Ley de Fick de difusion para materiales de forma esférica, que esta definida

por la siguiente ecuacion 2.4:

om ’m  C 6m] Ec. (24)

o= Deff 5 + 55
Donde m esta definido por el contenido de humedad en base secay C y A son iguales a 2
y r, respectivamente, para una forma geométrica esférica. A partir de las condiciones de
borde establecidas, los valores fueron: m (r; t=0) = mo y m (r=R; t=t) = Xe y la solucién
aportada por Crank (1975), se puede determinar el contenido de humedad promedio en un
tiempo (t) (ver Ecuacion (2.5)).

n2mn2Fom,

MR =2 ne1 L *exp_ T Ec. (2.5)

2 n2

Donde el nimero de Fourier de transferencia de masa (Fom) esta definido por Fo,, = Deg*t.

El término de sumatoria fue estimado usando 20 iteraciones hasta encontrar un valor de la

convergencia Z;’{’ﬂ% con un valor de 1.00459262895664.
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Se estim6 ademas el coeficiente de difusidon en funcién de la temperatura de acuerdo con

la ecuacion de Arrhenius (ver Ecuacion (2.6)):
Deff = Deffy + exp (=) Ec. (26)
gla

Donde Ea es la energia de activacion (kJ/mol), Ta es la temperatura absoluta (K), Do es el
coeficiente de difusion efectiva de humedad de referencia (para una temperatura infinita) y

Ry es la constante de gases universal (8.314x10° kJ/mol K).

2.2.5 Caracterizacion fisica y quimica

. Contenido de humedad: el método aplicado se describe en el Capitulo 1, item
1.2.7.

" Acidez total (AT) y pH: el método aplicado se describe en el Capitulo 1, item 1.2.8.
. Extraccion de acidos organicos: el método aplicado se describe en el Capitulo
1, item 1.2.9.

" Cuantificacion de acidos volatiles por HPLC: el método aplicado se describe en

el Capitulo 1, item 1.2.9.

. Extraccion y cuantificacion de acido acético y compuestos volatiles por GC-
MS: la cuantificacion del acido acético en concentraciones inferiores a 10 mg L-1 se
determiné en un equipo Tri Plus Cromatografo de Gases, modelo Trace GC 1300/1310
acoplado a un detector de masas de Triple cuadrupolo TSQ Duo y olfatémetro, GC-MS/MS-
O, aplicando una microextraccion en fase solida en espacio de cabeza HS-SPME, de sus
siglas en inglés Head Space - Solid Phase Micro-extraction, de acuerdo al método
reportado por Oliveira y colaboradores con algunas adaptaciones a partir de la optimizacion

del tiempo y temperatura de extraccion (L. F. Oliveira et al., 2016a).
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Una vez la muestra fue adecuada, 1 g de cacao molido y tamizado sin mucilago para el
cacao crudo o sin testa para los granos secos se mantuvo reservado en un vial para
cromatografia gaseosa de 20 mL. El vial fue sellado con una tapa de septa blanca
recubierta con teflon. Antes del analisis cromatografico se adicion6 1 mL de una solucion
saturada de NaCl y se mezclé en un vortex por 10 s. La extraccion se realizé directamente
en el puerto de inyeccidon con auto muestreador robético Triplus RSH (Robotic Sample
Handling) Olfatometro - G300022 PHASER System, 600 mm TL, Voice software, acoplado
al cromatografo, el cual mejora el rendimiento del inyector automatico y garantiza el manejo
adecuado para ejecutar la técnica de introduccion de muestra Head Space y el sistema de

extraccion en fase sélida (SPME).

La extraccion fue evaluada a tres temperaturas de estudio (40, 50 y 60 °C) y tiempos de
extraccion (10, 30 y 50 min) durante la incubacion de la muestra expuesta a una fibra
polidimetilsiloxano-divinilbenceno (PDMS/DVB) de 65 um (Supelco, USA), parametros
previamente reportados (A. M. de Oliveira et al., 2004; Diab et al., 2014; Ducki et al., 2008;
Misnawi & Ariza, 2011a; Perego et al., 2004; Pini et al., 2004; Rodriguez-Campos et al.,
2012a).

La fibra fue activada de acuerdo con las recomendaciones del proveedor a 250 °C por 30
min, seguida de la adecuacion de la misma durante 15 min a 48.6 °C. La extraccion de los
compuestos volatiles presentes en cacao molido y tamizado comenzé con la exposicion de
la fibra en el espacio de cabeza del vial (profundidad de la fibra en el vial 10 mm) con
agitacion inicial por 2 minutos, proceso seguido por una incubacion sin movimiento a las
condiciones 6ptimas encontradas a 48.6 °C hasta finalizar el ciclo de 50 min, con 45 s de

agitaciéon y 120 s de reposo.

La separacion cromatografica y deteccion espectrométrica comenzo con la desorcion de
los compuestos volatiles concentrados en la fibra en el puerto de inyeccion a 250 °C por
10 min. La separacion de un volumen de muestra de 1000 pL se produjo en modo Splitless
en una columna Trace TR-WAXMS 60 m por 0.25 mm diametro interno, 0.25 ym espesor

de la pelicula (Thermo Scientific, USA). La temperatura de la linea de transferencia y del
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inyector se mantuvo a 250 °C vy el flujo del gas de arrastre para la elucion se establecié en
1 mL/min de He con una rampa programada a 40 °C por 5 min, que se increment6 hasta
180 °C a una velocidad de 4 °C min-1 y finalmente hasta 260 °C a una velocidad de 10 °C
min-1 donde se sostuvo por 2 min. La deteccion en el espectrometro de masas empezo
con la ionizacién en la fuente a 230 °C y la temperatura del cuadrupolo estuvo a 150 °C El
modo de deteccion se establecio en modo Scan cada 0.2 s en un rango de masas de 30-
500 uma.

La cuantificacion se realizé con dos curvas de calibracion a partir de un estandar externo
de acido acético con una pureza de 99.99 %. Cada concentracion se preparé a partir de
una solucion stock y se aforé hasta 1 mL con la solucion saturada de NaCl para cubrir un
rango desde 0.5, 1.0, 3.0, 5.0, 7.0, 10 mg L-1 con un R2 (0.999) y la segunda curva 10, 20,
40, 60, 80y 100 mg L-1 con R2 (0.9994) y residuales inferiores a 20 %.

. Extraccion y cuantificacion de la acrilamida: la descripcion del método de

extraccion y cuantificacion de la acrilamida se detalla en el Anexo 2-2.

2.2.6 Analisis estadistico y quimiométrico

El analisis estadistico consistié en la optimizacion de la temperatura de secado por lecho
fluidizado, seguido por el analisis quimiométrico basado en andlisis estadistico multivariado
que comprende la comparacion entre la caracterizacion del cacao obtenido por secado

solar y artificial, como se describe a continuacion:

. Optimizacion de la temperatura de secado por lecho fluidizado: se realizé un
disefio unifactorial a una via de clasificacion, bajo una estructura de tratamientos
completamente aleatorizado, para la evaluacion de la temperatura de secado con tres
niveles (40, 45 y 50 °C) donde las variables respuesta fueron el tiempo de secado y la
concentracion de los acidos acético y lactico, con un nivel de significancia del a=0.05. Se

verificaron los principales supuestos asociados a los residuales y posteriormente se realizo
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una prueba de comparacion multiple para establecer qué grupo de tratamientos (niveles
de temperatura) difirieron significativamente por cada una de las variables respuestas
mediante una prueba honesta de Tukey, controlando la tasa de error por familia en un nivel

especificado.

Se realiz6 un Andlisis Discriminante Lineal de Fisher (ADL) con dos fines. El primero fue
clasificar una muestra dada con variables predictoras (o variables discriminantes) en la
clase (o grupo de clasificacion) C; con mayor probabilidad a priori P(y = Cj|x). Para calcular
P(y = Ci|x) se utilizo la regla de Bayes asumiendo que P(x|y = C)) sigue una distribucién
Gaussiana con media especifica u; y matriz de covarianza comun. El segundo propdsito
fue determinar una combinacion lineal de las variables predictoras que proporcionaran la
maxima separacion entre los centros de los datos y, al mismo tiempo, minimizaron la

variacion dentro de cada grupo de datos (Bader et al., 2009).

. Optimizacion del tiempo y temperatura de extraccién de compuestos
volatiles: la definicion de la temperatura y tiempo de extraccion de compuestos volatiles
se realizé por medio de un disefio central compuesto (DCC) con dos factores, cada uno
con dos niveles. Las dos variables independientes estudiadas fueron la temperatura (°C)
(X1) y el tiempo de extraccion (min) (X2). El nivel minimo y maximo de las variables fueron
40 y 60 °C y 10 y 50 min, respectivamente. El disefio de experimentos consistio en 9
tratamientos con tres réplicas al centro, el cual fue realizado de forma aleatorizada y se
repitié el tratamiento tres veces. La variable respuesta consistié en el seguimiento de 13
compuestos (Acetoina, 1.2-Acetoxi-3-butanona,  2-nonanona, trimetil pirazina, &acido
acético, 2-etil-3,5-dimetil- Pirazina, tetrametil pirazina, 2,3,5-trimetil-6-etilpirazina,
benzaldehido, Linalool, 1-metoxi-2-propil acetato, acido isobutirico y hexanedioico, bis(2-

etilhexil) éster.

Para determinar si el modelo se ajustaba y describia la variable dependiente, se utilizé la
prueba de analisis de varianza (ANOVA) con una distribucion de Fisher (F-test). Los
coeficientes no significativos (p > 0,05) fueron eliminados del modelo de regresién y la
eficiencia de este fue estudiada segun el valor P de la ecuacion de regresion y el valor del

coeficiente de regresion (R2).
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Las condiciones 6ptimas de extraccion de compuestos volatiles fueron determinadas por
el analisis de resultados de las variables dependientes, que fueron estadisticamente
afectadas por los factores estudiados. Para esto, se hizo uso de la funcién de deseabilidad
con valores entre 0 a 1 de acuerdo a la aproximacion de la respuesta a su valor objetivo
(D. Montgomery, 2001). Finalmente, la extraccion y cuantificacion de compuestos volatiles,

bajo las condiciones 6ptimas halladas, se realiz6 por triplicado.

. Alineamiento de los picos. Para el analisis quimiométrico del perfil de compuestos
volatiles por estadistica multivariada, primero se procedié al alineamiento de los picos
cromatograficos en términos de los tiempos de retenciéon y area, mediante el uso de la
libreria GCalignR del software estadistico R (Wehrens, 2011).

. Anadlisis de componentes principales. En la aplicacion del método de
componentes principales intervinieron las variables de interés para la comparacion de los
dos tipos de secado (solar y por lecho fluidizado en tres subregiones de Antioquia): tiempo
de secado, acidez expresada en acido acético y lactico, cuantificacion cromatografica de
estos dos acidos, acético por GC/HS-SPME vy lactico por HPLC-DAD, pH, perfil de los
compuestos volatiles identificados por GC/MS).

Por ultimo, se realizaron dos analisis multivariados complementarios. Un analisis de
Cluster para establecer el grado de asociacion de las caracteristicas que mejor explican

las diferencias entre zonas de estudio y tratamiento térmico.

2.3 Resultados y Discusion

2.3.1 Secado solar

El tiempo del secado solar varié de forma tal que Bajo Cauca requirié el menor tiempo (72
h), seguido por Uraba (132 h) y Magdalena Medio (184 h). La variabilidad estuvo
posiblemente determinada, entre otros factores, por las condiciones climaticas
(temperatura, humedad, luminosidad y precipitaciones) de cada localidad donde se llevé a

cabo la deshidratacion de los granos de cacao fermentados en marquesina (ver Figura (2-

1)).
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Figura 2-2:  Perfil de temperatura, humedad relativa y luminosidad registrado durante el
secado solar en Bajo Cauca, Uraba y Magdalena Medio
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La mayor temperatura promedio en el interior de la marquesina se registré en Bajo Cauca
39.1£5.6 °C, seguido por Uraba 37.916.6 °C y por ultimo Magdalena Medio con
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36.7+6.0°C, valores superiores a la temperatura ambiente reportada para cada subregion.
Este comportamiento puede ser propiciado por el disefio de la marquesina que es cubierta
con un material en polipropileno que concentra la temperatura y, al mismo tiempo, permite
el paso del flujo luminoso que cubria con mayor intensidad (496 a 1154 lux) toda el area
superficial especificamente entre las 11:00 a. m y 14:00 p. m. Los mejores niveles de
iluminancia se registraron en Uraba, y los mas bajos coinciden con la temperatura
(Magdalena Medio) (Lide, 2005). A pesar de Uraba presentar condiciones de temperatura
y flujo luminoso suficientes para que se realizara el secado en menor tiempo, la poca
capacidad del aire para retirar humedad por sus altos valores porcentuales de vapor de
agua presentes en el aire, caracteristico de esta zona, hicieron que se aumentara 45.4 %

mas el tiempo de secado con respecto a Bajo Cauca.

La presencia de precipitaciones es una de las situaciones mas criticas durante el secado
solar. Es asi como en Bajo Cauca se registré el segundo dia lluvias en la mafana, en
Uraba el segundo dia de 10 a 12 m., y en Magdalena Medio llevé la trazabilidad de cuatro
jornadas de lluvia (mafiana y tarde) comprendidas entre los siete dias de secado. En la
Figura 2-3 se puede observar el comportamiento de la pérdida del contenido de humedad

de las tres subregiones

Figura 2-3: Contenido de humedad del cacao fermentado durante el tempo de secado

solar en Magdalena Medio
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Los primeros 15 min corresponden a la fase de calentamiento y hasta las 7.5 h (primer dia
de secado) se puede observar un comportamiento lineal caracteristico del periodo
constante de secado o de evaporaciéon del agua libre, seguido por la etapa de

decrecimiento.

El estudio del cacao, resultado de este tratamiento de secado natural, se realizé con
respecto a analisis quimiométrico, ya que fue considerado una referencia para la
comparacion con el secado artificial en lecho fluidizado. De otro lado, los aspectos

termoquimicos no fueron del alcance de este estudio por ser un tratamiento no controlado.

2.3.2 Secado por lecho fluidizado

Las proyecciones de los valores tedricos, basados en los datos reportados por Colina
(2014), y segun la Ecuacion de Ergun para flujos de lecho turbulento, correspondientes al
paso de la corriente en forma ascendente a través del lecho estatico inicialmente de granos
de cacao fermentados, permitieron estimar la caida de presion en el momento de la
fluidizacion (AP=51.27), la velocidad minima de fluidizacion (Vmf=2.63 m/s), la velocidad
de operacion fue 3*Vmf=7.9 m/s, asi como la altura minima de fluidizacion, (Lmf=0,12 m)

resultados presentados en el Anexo 2-1.

Los resultados descritos se pueden considerar un acercamiento importante a las
condiciones reales porque, comparados con lo obtenido durante los ensayos previos, se
encontré que la caida de presion fue AP=45.2 mm H20O con los datos reales de las
propiedades del cacao y 38+3.6 mm H20 con al valor registrado por el equipo mediante el

sensor diferencial de presion.

Nétese que el valor de AP fue menor y luego se mantuvo constante, o que puede ser un
indicador de la efectividad de operacién del equipo, con la potencia suministrada por el
ventilador, a las temperaturas de estudio. Esto a pesar de estar trabajando sobre una
semilla recubierta de una pulpa que tiende a ser pegajosa, inicialmente por el alto

contenido de azucar y pectina, y que no es esférica en su totalidad. Este resultado se
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corroboré con la velocidad minima de fluidizacion Vmf=2.04 m/s y de operacion 6.12 m/s,
variable que depende de la forma y densidad de la particula, asi como de la densidad y
viscosidad del aire. Pero, segun los resultados obtenidos, ambas velocidades también
estuvieron por debajo sin afectar la altura minima de fluidizacién (Lmf=0.10 m) (Colina,
2014; Lim & Mujumdar, 2006; Turchiuli, Eloualia, EI Mansouri, & Dumoulin, 2005).

Una altura minima de fluidizacion diferenciable de la altura del lecho fijo de los granos de
cacao, que se caracterizé por tener un movimiento homogéneo suficiente para mover todas
las particulas, permitié aprovechar una de las ventajas mas importantes de esta tecnologia
que es la homogeneidad del secado, al estar los granos suspendidos evitando el
sobrecalentamiento de las particulas y sin disminuir su eficacia frente a los tiempos de

secado, favoreciendo el gasto energético (Colina, 2014).

Al poner a prueba los parametros, que se corroboraron con una cantidad de 5 £ 0.1 kg en
la cabina de secado disefiada con un diametro de 0,39 m y 1.80 m de altura, se evito la
generacion de un flujo turbulento no controlable que arrastrara las particulas a la parte
superior de la cabina sin que se conservara la uniformidad. Por el contrario, estas
cantidades permitieron evidenciar que la caida de presion a través del lecho equilibraba la
fuerza de gravedad sobre las particulas o carga del lecho, provocando un minimo

movimiento de los granos de cacao.

Asi como con para los parametros antes mencionados se pudo probar su efectividad
técnica, otras variables técnicas descritas en la Tabla 2-3 fueron establecidas a partir de
la practicidad operativa, como el gradiente con el que se aumento la temperatura. Esta
velocidad se definié por ser el tiempo aproximado en que se presentaba la fluidizacion para
garantizar que los granos de cacao estuvieran sometidos, en el flujo transversal, a la
temperatura de estudio en el momento que estuviera fluidizando. La temperatura y tiempo
de enfriamiento fueron evaluados de forma tal que la misma velocidad disminuyera la
temperatura hasta un valor cercano a las atmosféricas para evitar que el producto

absorbiera, humedad una vez finalizado el secado.
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Por ultimo, la velocidad del aire de secado, denominada en la interfaz del equipo porcentaje
de fluidizacion, varié por el peso de las particulas al disminuir su humedad, lo que podria
conducir a un flujo turbulento, causando dafos en el grano(Neuhaus, 2014; Riosi et al.,
2011).La verificacion de las velocidades de secado y los tiempos que permaneceria en
cada condicién sera objeto de discusion mas delante ya que fue optimizado a la

temperatura de secado seleccionada en el estudio.

2.3.3 Cinética de las curvas de secado

La cinética del secado del cacao fermentado mediante lecho fluidizado a 40, 45 y 50 °C
permitié observar los cambios en la cantidad promedio de humedad removida en el tiempo,
lo cual se convierte en un punto de partida para un futuro analisis del consumo energético,
ya que la disminucion de la humedad, operacién unitaria vital en la calidad de la
poscosecha del cacao, dependera de la transferencia de calor y de masa entre la superficie
y el interior del grano, asi como las condiciones ambientales que variaron en cada

subregion donde se realizo el secado solar y el secado artificial.

Por lo anterior, en este estudio se evalud la intensidad del secado por la variacion de la
temperatura que se reflejé en el cambio en la cantidad de humedad del grano de cacao a

través del tiempo.

La cinética de secado se realizé mediante el seguimiento cada 15 min en la primera hora,
y después por periodos de 30 min durante la deshidratacion en baches por Lecho

Fluidizado de los granos de cacao fermentados a 40 °C, 45 °C y 50 °C (ver Figura (2-4)).
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Figura 2-4: Contenido de humedad en base seca de los granos de cacao fermentados
y deshidratados por lecho fluidizado a 40, 45 y 50 °C.
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El secado respondié a una relacion directa con la temperatura, es decir, que disminuy?é el
tiempo de secado al aumentar la temperatura: (40 °C), 556 min (45 °C) y 534 min (50 °C).
Este comportamiento coincide con estudios en secado en capa delgada en horno por
conveccion para este mismo material vegetal, aunque el tiempo del tratamiento durd
aproximadamente 1800 min a pesar de evaluar temperaturas mas altas, un
comportamiento caracteristico del secado en horno (C.L. Hii et al., 2009). Este aspecto fue
mejorado por un estudio previo realizado en el marco de este proyecto por Gil y
colaboradores (2015) que también secaron por una tecnologia de horno de tiro con un
distribuidor de aire interno, pero adicionaron enzimas pectiliasas, mejorando no solo la
fermentacion sino también la reduccién del tiempo de secado (Gil et al., 2016) como se

explica en el Anexo 1-1.

Para cada uno de los tratamientos se pudieron distinguir los tres periodos caracteristicos
de secado. Este comportamiento se vio reflejado en el seguimiento de la velocidad de

secado (Nw) (ver Figura (2-5)).
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Figura 2-5: Velocidad de secado por lecho Fluidizado a 40, 45 y 50 °C vs contenido de

humedad en base seca de granos de cacao fermentados
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En el primer periodo (a-b), no se observaron parametros caracteristicos para ninguno de
los tratamientos, por lo que el seguimiento se pudo realizar a partir del segundo (b-c),
conocido como el periodo constante, el cual se dio a una velocidad de 3.45+0.20.3 y
3.5040.2 kg agu/m?h hasta alcanzar 60 min para las temperaturas de 40 y 45 °C,
respectivamente, lapso correspondiente a la evaporacion del agua (27 a 34.8 %) en la
superficie saturada, la cual depende en gran medida de la velocidad de transferencia de
calor del aire a los granos de cacao, que para 50 °C solo fue hasta 15 min. Por ultimo, se
logra distinguir un cambio decreciente de la velocidad de secado en el periodo (c-e) hasta
alcanzar el contenido de humedad en equilibrio, que esta regido por una transferencia de
masa interna llevada a cabo por difusion (Lim & Mujumdar, 2006). Hallazgos similares han
sido reportados para una serie de materiales vegetales de diferente naturaleza (Kaleta,
Gornicki, Winiczenko, & Chojnacka, 2013).

Por otro lado, y con la finalidad de asociar los cambios superficiales de la estructura del
cotiledon con la pérdida de agua en el tiempo, fueron capturadas fotografias por medio de
un estereoscopio SteREO Discovery.V12 con objetivo de 1.0X (Carl Zeiss, Alemania). De

esta forma, en la Figura 2-6 se describe el cambio del interior y exterior del grano de cacao

40°C

45°C

50°C
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durante el secado por lecho fluidizado, y se compara al final con un control (cacao seco
por método natural).

Figura 2-6: Cambio al interior y exterior del grano de cacao durante el secado por Lecho
Fluidizado de acuerdo con los cambios de periodo de secado destacados.

Periodo de | Tiempo Contenido de
Fluidizacion . P humedad (bs) Interior Exterior
secado (min)
Kg agua/kg cacao seco
0 0.94
Calentamient
0 Xo- Xis
(a-b)
15 0.899
6.2 m/s
(02120 min)
Constante -
Finalizacion
(X¢) 60 0.56
(b-c)
Decreciente 120 0.51
5-1m/s Decreciente 380 0.23
(120 a 380) )
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Figura 2-6: (Continuacion)

Periodo de | Tiempo Contenido de
Fluidizacion . P humedad (bs) Interior Exterior
secado (min)
Kg agua/kg cacao seco
Decreciente
43 m/s !
Xr 495 0.08
(380 a 500) (c-d)
Decreciente,
X 500 0.05
Finalizacion
(c-e)
Solar-168 h | Finalizacion | Control 0,07

A partir de las fotografias se pueden detallar los siguientes aspectos: la estructura en el
tiempo inicial es compacta y su superficie externa esta cubierta en su totalidad por el
mucilago, el cual posee una humedad superior a 30 % (bh) para las tres subregiones y
repeticiones. A partir de esta observacion se puede plantear que, desde el inicio hasta la
finalizacion del periodo constante (60 min), la superficie esta saturada y por esto
corresponde es a la evaporacion de agua libre. Por esta razén, el interior del cotiledén
sufre cambios minimos y solo hasta este punto (Xc) inicia la deformacion de la estructura
interna por encogimiento, lo que da paso a un nuevo mecanismo de reduccién de la
humedad, la cual es dominada por la difusién, que al final concluye con una estructura con
surcos profundos que dan paso a un material mas poroso (> 30.4 %) y menos denso al
pasar de 1090.9 kg/m® fermentado a 887+53.6 kg/m? (Torrez Irigoyen, 2013) (Bart-Plange
& Baryeh, 2003).
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En la Tabla 2-4 se describen los valores de humedad, velocidad de secado y difusividad

efectiva de cada uno de los momentos caracteristicos (principio y fin) de cada periodo, lo

gue permiten evidenciar el comportamiento antes descrito.

Tabla 2-4:

Lecho Fluidizado

Parametros cinéticos calculados a 40, 45 y 50 °C durante el secado por

. . Condiciones Condiciones
Parametro Temperatura (:.:o_ngllcmne_s Co,n_dlcmnes requeridas, en
iniciales, Xi | criticas, Xc Xr equ;l(let:rlo,
40 °C 0 60 720£33.5 | 832.7+33.5
Tiempo de secado (min) 45 °C 0 60 529+9.5 555.7+9.5
50 °C 0 60 480+5.6 5345.6
. 40 °C 0.558+0.006 | 0.192+0.003 | 0.063+0.002 | 0.055+0.001
Contenl'%o de/E;medad (bh) 45 °C 0.561%0.005 | 0.259+0.005 | 0.062£0.001 | 0.044+0.007
T 50°C | 0.467+0.005 | 0.266x0.006 | 0.065:0.001 | 0.035:0.006
. 40 °C 1.08 0.49 0.07 0.055
o0 g omedad (bs) ™45 < 1276 0.586 0.160 0.152
50 °C 0.875 0.305 0.010 0.003
40 °C 1.00 0.43 0.02 -
Relacion de humedad, MR 45 °C 1.00 0.39 0.01 -
50 °C 1.00 0.346 0.008 -
_ 40 °C 3.99 3.22 0.30 0.10
Ve'oc"afd de /Srﬁz"}f]‘;o’ Nw 45 °C 4.1 3.2 0.45 0.44
9 eaue 50 °C 45 3.4 0.49 0.39
40 °C 1.7 3x 10°8
Difusividac:ni:ctiva, Deff 45 °C 2.52 por 108
50 °C 3.30 por 108
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2.3.4 Relacion entre la Difusividad Efectiva (Deff) y Energia de
Activacion, Ea

El modelo tedrico basado en la segunda Ley de Fick, analoga a la Ley de conduccién de
calor de Fourier, ha sido ampliamente usado para determinar durante el periodo de secado
decreciente el valor de la velocidad en la que se produce la transferencia de masa a través
de un area determinada, que para el cacao se ajusta al modelo de su geometria
aproximada a una forma esférica, ademas del supuesto que la transferencia va a estar
dominada por la difusiéon interna y se supone que se realiza en forma constante,
caracteristica definida como difusividad efectiva (Deff), a pesar de evidenciarse el
encogimiento de su estructura interna (ver Figura (2-5)) (Villalba Vidales & Arzola De La
Pena, 2015).

Los valores reportados en la Tabla 2-4, permiten inferir el resultado de una relacion lineal
directa (R2=0.9941) al aumentar la temperatura, como era de esperarse. Comparado con
otros estudios, los resultados aqui logrados fueron superiores a los obtenidos para granos
de cacao deshidratados por un método de capa delgada en estufa con sistema convectivo,
a pesar de haberse realizado a temperaturas superiores (60 a 80 °C) o semillas y nueces

procesadas por lecho fluidizado (C.L. Hii et al., 2009)(Perea-Flores et al., 2012).

La dependencia de la difusividad efectiva de la humedad a la variacion de la temperatura
durante el secado sigue una relacion tipo Arrhenius (ver Figura (2-7)). De acuerdo a la
estimacion de la energia de activacion (Ea), a partir de la pendiente extraida de la ecuacion
de la recta Es=m*R (kJ/mol), el valor de energia requerida para iniciar la activacion de la
difusion de la humedad al interior de los granos de cacao fue de 27.9 kJ/mol y la constante
de difusividad equivalente a la temperatura infinita Deo 7,95 por 10~° kJ/mol, requerimientos
similares a matrices alimentarias complejas como granos de amaranto (23 a 37.5 kJ/mol)
o semillas de oliva (25.4-29.2 kJ/mol) (Goégus & Maskan, 2001; Guiné & Fernandes, 2006).
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Figura 2-7: Relacion de Arrhenius entre el logaritmo de la difusividad efectiva de la
humedad (Deff) y el inverso de la temperatura absoluta para gramos de cacao
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Ademas de la dependencia de la Ea con la temperatura, se han reportado otras fuentes
que pueden influir en la variacién de los valores de la Ea y Deo. Entre estos factores se
encuentra el contenido de humedad inicial, ya que una materia prima con un mayor
porcentaje de humedad presenta menor resistencia a la difusion, como el bagazo de cafia,
que presenta una humedad superior al 50 % e influye en los valores de Ea (19.47 kJ/mol)
(Vijayaraj, Saravanan, & Renganarayanan, 2007). El segundo factor son los parametros
del tratamiento o técnica empleada. Un estudio realizado con cacao sometido a secado
convectivo presenté un valor alto a pesar de tener temperaturas de estudio superior, pero
a una velocidad inferior 0.01 m/s (C.L. Hii et al., 2009). Por ultimo, esta la complejidad de
la matriz, porque entre mas sencilla sea su composicion proximal, aumentan las
posibilidades de disminuir los requerimiento de Ea, como ocurre con la papa (12-32 a 14-
34 kJ/mol) (Senadeera, Bhandari, Young, & Wijesinghe, 2003).

2.3.5 Modelos matematicos de las curvas de secado

La descripcion de los mecanismos del movimiento de la humedad al interior de grano de

cacao es esencial para la seleccion de una tecnologia de secado como la de lecho
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fluidizado, la cual no ha sido ampliamente estudiada para su posible transferencia al sector

productivo.

Para el entendimiento del mecanismo por el cual se da la reduccion de humedad, se podria
partir de la premisa de que en el periodo de secado constante predomina el mecanismo
de flujo capilar, mientras que el de condensacion-evaporacion y flujo de vapor
corresponden al periodo de decrecimiento, en el cual la velocidad de secado disminuye
considerablemente, como se menciono previamente. Esto se debe a que la humedad se
retiene en los capilares mas finos y puede migrar por ascension capilar a lo largo de sus
paredes o por evaporacion y condensacion sucesiva; asi, la presion parcial del vapor de
agua disminuye y el encogimiento continua, pero a un ritmo mucho menor que al inicio de
este periodo (J. H. Rodriguez & Quinto Diez, 2005).

La teoria mas aceptada, especialmente para materias primas vegetales, es la de difusion
liquida propuesta desde la segunda Ley de Fick, en la que se asume que la difusién es
constante durante todo el tratamiento térmico, medios isotrépico y condiciones de frontera
de primer orden, lo que conlleva a un distanciamiento de los datos experimentales al
comparar los resultados con este modelo tedrico (Perea-Flores et al., 2012). Por esta
razon, se han desarrollado una serie de modelos semi-empiricos que han mejorado en
cierta medida a partir de los ajustes a los resultados encontrados con diversas matrices y

que fueron evaluados para los granos de cacao de este estudio.

En la Tabla 2-5 se listan los parametros empiricos y estadisticos con los cuales se
evaluaron 12 modelos, en los que se puede observar que 75 % de ellos presentaron un
coeficiente de determinacion por encima de 94 % y valores de RSME y X? entre (0.0001 a
0.0198 y 0.0002 a 0.2327), razén por la cual no se requirié un modelo ajustado para este

estudio.

En general, los modelos de tres términos exponenciales (Henderson modificado) o de dos
términos como Aproximacion de Difusion y Verma et al., fueron los que mejor se ajustaron
al tener un error cuadratico menor, acercandose con mayor exactitud al proyectar el

comportamiento de los datos experimentales (altos valores de R?). Por otro lado, el modelo
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de Newton fue el que menos se acercdé como herramienta para una prediccion del ajuste
a la cinética de secado, como ocurri6é con cacao deshidratado por horno convencional (C.L.
Hii et al., 2009) (ver Figura (2-8)).



Tabla 2-5: Modelos simplificados de secado (semi-empirico y empiricos) a 40, 45 y 50 °C
Parametros empiricos Parametros estadisticos
Model T(°C
oaelo 0 K G h N A B C R X*  RSME
Henderson
modificado 50 0,00416 0,05474  0,8748 0,4230 0,4253 0,1517 099597 0,004 0,0158
MR = axe*t
R 45 0,00303 0,4727 0,9989 0,4937 0,0336 0,9067 0.09774 0,0002 0,0113
40 0,0034 0,10470  0,7409 0,5268 0,4748 0 0,99376 0,0006 0,0203
Promedio 0,9958 0,0004 0,0158
Aproximacion de
difusién >0 0,0751 0,5592 0,0558 0,99544 0,0004 0,0168
MR = a + e ¥t +(1-a)*e b+t
45 0,0585 0,5234 0,0520 099770 0,0002 0,0114
40 0,1045 0,4732 0,0323 0,99360 0,0004 0,0182
Promedio 0,9956 0,0003 0,0155
Verma et al 50 0,0042 0,0751 0,4408 0,99544 0,0004 0,0168
— —kx —g*
MR = a + e~ 4 (1-a)*e~9"t 45 0,0031 0,0588 0,4766 0.99770 0,0002 0,0114
40 0,0034 0,1045 0,5268 0,99360 0,0004 0,0182
Promedio 0,9956 0,0003 0,0155
Page modificado 50 0,0179 0,4428 0,99158 0,0006 0,0228
MR = e~ *9" 45 0,011 0,4424 0,99182 0,0005 0,0215
40 0,0113 0,4393 0,97490 0,0014 0,0361
Promedio 0,9861 0,0009 0,0268
Page 50 0,1684 0,4428 0,991577 0,0006 0,0228
— p—kt"
MR=e 45 0,1366 0,4424 0,983233 0,0005 0,0215
40 0,1397 0,4393 0,974896 0,0014 0,0361
Promedio 0,9832 0,0009 0,0268
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Tabla 2-5: (Continuacion)

o Parametros empiricos Parametros estadisticos
Modelo T(C) ko k g h n A B C R? X RSME
MR = a * el 4t
: 45 0,1373 1,002 0,991821 0,0006 0,0215
40 0,1326 0,9837 0,975132 0,0016 0,0359
Promedio 0,9862 0,0010 0,0267
Hii et al 50 0,1682 0,1682 0,4430 0,6096 0,3899 0,991430 0,0008 0,0228
— —kxt —gxt
MR =axe M icxe-g'tn 45 0,1375 0,1368 0,4417 0,6342 03674 991721 00007  0,0215
40 0,1153 0,1153 0,4819 0,6034 0,3919 0,973912 0,0013 0,0362
Promedio 0,9857 0,0009 0,0268
Logaritmico 50 0,0267 0,8170 0,1270 0,9437 0,004 0,059
_ —kt
MR = a ekt 4+¢ 45 0,0217 0,7674 0,1750 0,9458 0,004 0,056
40 0,0075 0,6698 0,0788 0,8817 0,007 0,078
Promedio 0,9234 0,005 0,064
Henderson and
Pabis >0 0,0082 0,7370 0,84048 0,011 0,099
MR = a x ekt 45 0,0051 0,7267 0,8501 0,010 0,092
40 0,0050 0,7002 0,864548 0,0078 0,0839
Promedio 0,8517 0,0096 0,0917
Dos términos
exponencial >0 0,0528 0,23657911 0,841123 0,0113 0,0989
MR = ax okt siraprg-oart 0,0344 0,2055017

0,789768 0,0136 0,1091
40 0,0378 0,18944515 0,786549 0,0122 0,1053

Promedio 0,8058 0,0124 0,1044
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Tabla 2-5: (Continuacion)
Modelo T (°C) Parametros empiricos Parametros estadisticos
ko K h n a B R? X2 RSME
Dos términos 50 0,0042 0,0748 0,4406 0,5571 0,9954 0,0004  0,0167
MR = s e-k0t ppre—icist 45 0,0031 0,0586 0,4765 0,5226 0.9977 00002 0,091
40 0,0035 0,0739 0,4561 0,5439 0,9842 0,0010  0,2327
Promedio 0,9925 0,0005 0,1195
Newton 50 0,0193 0,7851 0,014 0,1150
MR =e™* 45 0,0098 0,6725  0,0198  0,1362
40 0,0091 0,6793 0,018 0,1290
Promedio 0,7123 0,0171  0,1267




Figura 2-8:
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Una de las aplicaciones de los modelos semi-empiricos de mejor ajuste es la determinacion
del tiempo de secado a partir de las condiciones de la relacion de humedad inicial del

producto y la requerida como humedad final.

Para la determinacién proyectada de este tiempo de secado se proceso con el software
MathLab, mediante la técnica numérica de Newton-Raphson, que permitié resolver un
problema de busqueda de raices de los polinomios obtenidos por los dos mejores modelos
(Henderson modificado y Aproximacion de la Difusion). Nétese que los tiempos calculados
para las tres temperaturas fueron: 50 °C: 438,9378 y 438,9406, 45 °C: 545,3080 y
545,3101 y, 40 °C: 557,5947 y 557,5969 min, respectivamente, con un error con respecto
al valor esperado de entre 7.6 y 8.9 %, valores por debajo de 10 %, como es esperado.
Cabe resaltar que los tiempos se aproximaron lo suficiente para tomar la decisiéon de usar
cualquiera de los modelos para el seguimiento de la cinética de secado y realizar estudios
previos para la toma de decision de la temperatura de operacion, como en este estudio,

en el que los mejores resultados se dieron a 45 °C (Perea-Flores et al., 2012).

Finalmente, la cinética de secado también fue evaluada a través del modelo de referencia
tedrico, de Fick para el periodo decreciente, y se encontraron coeficientes de
determinacion suficientes para predecir (50 °C, R2: 0,973859, 45 °C: R2: 0.987660 y 40
°C, R2: 0.983104), pero con una diferencia entre el tiempo calculado con el esperado de
19 % para 40 °C, lo que se sigue soportando la idea de que los modelos semi-empiricos

se acercan mas a los valores predichos, un punto importante para su futuro uso.

2.3.6 Condiciones de operacion de secado

Las condiciones de operacion de secado por Lecho Fluidizado fueron establecidas a partir
de la optimizacion de la temperatura y la estandarizacion del porcentaje de fluidizacion,

como se detalla a continuacion:

. Temperatura: los parametros seleccionados como variable respuesta para la

optimizacion de la temperatura de secado por Lecho Fluidizado fueron el tiempo de secado
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y la concentracion al final del tratamiento térmico, tanto del acido acético como el lactico.
La decision de escoger especificamente estos dos acidos estuvo basada en algunos
estudios que han concluido que, a pesar de existir otros acidos endégenos como el acido
oxalico, succinico, malico o citrico presentes en el grano de cacao, es la difusiéon del acético
y lactico al interior del cotileddn la responsable de la acidez dominante (Schwan & Wheals,
2004).

Por lo anterior, la acidez dominante atribuida a la concentracion del acido acético y lactico
es un parametro delicado de caracterizar ya que depende de la etapa de poscosecha
donde se evalle. Por ejemplo, durante la fermentacion, su pronunciada concentracion al
final puedo ser un indicador de un paso a paso coherente durante este proceso (Rodriguez-
Campos, Escalona-Buendia, Orozco-Avila, Lugo-Cervantes, & Jaramillo-Flores, 2011). De
forma contraria, al final del secado, una acidez sobresaliente es considerada como un
defecto y esta asociada principalmente a tratamientos térmicos realizados de forma muy

rapida, como es el caso de los secados artificiales.

En teoria, el acido acético, por ser volatil, disminuye en una proporcién considerable
durante el secado, pero se ha detectado que en la mayoria de las propuestas tecnolégicas
alternativas al secado solar, al realizarse de forma tan rapida la evaporacion del agua hasta
alcanzar los porcentajes establecidos para el cacao en esta etapa que es por debajo de 7
%, se alcanza a percibir desafortunadamente que ni el acido acético disminuye tanto como
en el secado natural, fendbmeno que es aun mas marcado para el acido lactico, que es
considerado semi-volatil o no volatil, teniendo menor oportunidad de disminuir. Al respecto,
vale la pena resaltar que existen estudios contradictorios donde se discute que el acido
lactico se pierde en mayor proporcién durante el secado que el acido acético, a pesar de
ser un oxi-acido con la presencia de un grupo hidroxilo adicional a la estructura molecular
del 4cido acético (Schwan & Wheals, 2004).

La anterior aseveracion puede ser complementada por estudios posteriores realizados por
Camu y colaboradores (2008) citados por Dina y otros (2010) en el que propusieron que al
llevarse a cabo el secado por el método natural tradicional conocido como solar, el cual es

lo suficientemente lento para permitir que el agua pueda transportar al acido lactico
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parcialmente del interior del cotiledén hacia la testa, se logra disminuireste defecto (Camu
et al., 2008) (Dina, Ambarita, Napitupulu, & Kawai, 2015). Por esta razén se escogié como
un parametro de control también el acido lactico, adicional al acido acético que era mas
obvio, ya que se esperaba lograr que, con la seleccién de temperaturas para el secado
artificial por Lecho Fluidizado, se obtuvieran resultados similares a los registrados en las
zonas de estudio de Antioquia donde se practicé el secado solar, por medio de un
tratamiento controlado y lento. De esta manera, se podria alcanzar un tiempo menor que
por el secado solar, pero sin los contratiempos de los secados artificiales, como la acidez,
ya sea proporcionada por un compuesto volatii o semi-volatil (Bonaparte, Alikhani,

Madramootoo, & Raghavan, 1998).

Para tal fin se realizé un analisis de varianza de una via, donde la variable independiente
fue la temperatura (40, 45 y 50 °C). Estos valores fueron escogidos de acuerdo con los
registros maximos alcanzados durante el secado solar en las subregiones de estudio. Los

resultados se detallan en la Tabla 2-6.

Tabla 2-6: Tiempo de secado y concentracion de acido acético y lactico después del
secado por Lecho Fluidizado a 40, 45y 50 °C.

Temperatura Tiempo de secado Acido Acético Acido Lactico
(°C) (horas) (% plp) (% plp)

40 °C 13.94£0.55 0.0288+0.0013 0.0125+0.0006

45 °C 9.340.15 0.0117+0.00015 0.0097+0.0005

50 °C 8.940.10 0.0333+0.0019 0.0144+0.0008

Control 132 0.0288+0.0013 0.0072+0.002

Se puede observar que la concentracion de acido acético a 50 °C fue superior a la obtenida
para el cacao deshidratado por método natural y corresponde al menor tiempo de secado,
lo cual tiene una tendencia reportada por previos estudios, en los que se ha identificado
que un tratamiento rapido puede evitar la disminucion de este acido volatil y, al final, afectar
la calidad del grano de cacao (Guehi, Irie, et al., 2010). Opuesto a estos resultados, el
tratamiento a 40 y 45 °C presentd un valor igual o menor. Para el acido lactico, cada

tratamiento estuvo por encima de la referencia.
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Este comportamiento puede estar asociado a que la mayor velocidad de secado se
presenta durante el periodo constante a 50 °C, y es durante este tiempo donde se puede
dar con mayor facilidad la disminucion de la acidez. Este seguimiento fue realizado durante
el secado al medir el pH del vapor recogido sobre un recipiente con un volumen de agua

destilada constante.

El registro muestra como el pH para los tratamientos a 40 y 45 °C pasaron de 7.034 a
4.889 y de 6.446 a 4.786 en los primeros 60 min (periodo constante), respectivamente y
sin cambios mayores en el periodo siguiente, opuesto al pH a 50 °C que paso solo de
5.529 a 5.339 y el mayor cambio se presento en el periodo de decrecimiento (4.7 al final

del secado), lo cual puede soportar el comportamiento del acido acético.

En la Figura 2-9 se puede apreciar la dispersion para el tiempo de secado en horas en
funcion de la temperatura y las concentraciones de acido acético y lactico, discriminada

por temperatura.

Figura 2-9: Dispersion para el tiempo de secado en horas en funcion de la temperatura
y las concentraciones de acido acético y lactico, discriminada por temperatura
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En estos graficos de dispersion se puede apreciar que los valores mas bajos en conjunto
para las concentraciones de acido acético y acido lactico, respecto a la muestra, se
presentan a una temperatura de 45°C, mientras que los valores mas altos para las

concentraciones de los acidos a una temperatura de 50°C.

Para la verificacion de las diferencias, la estructura de variacion a partir del analisis de
varianza, el cual se realizé de manera independiente por cada variable respuesta (ver
Tabla (2-7)).

Tabla 2-7: Valores de estadisticos del analisis de varianza de una sola via para tres
niveles de temperatura

Variable Grados de| Suma de .

respuesta libertad |cuadrados Promedio | Valor F Pr(>F)
Tiempo de 2 4596 | 22981 | 2048 3.016-0.5 ***
Residuales 6 0.67 0.112

Acido Acético 2 0.0007775 | 0.0003888 207.2 2.91e-0.6 ***
Residuales 6 0.000113 | 0.000019

Acido Lactico 2 3.455e-0.5 | 1.727e-0.5 36.75 0.00043 ***
Residuales 6 2.820e-0.6 | 4.700e-0.7

Con base a los resultados del analisis de varianza se pudo establecer, con un nivel de
significancia del « = 0,05, que se rechaza la hipétesis nula H, en favor de H,, de donde se
infiere que existe evidencia muestral significativa para establecer que los tiempos de
secado y las concentraciones de acido acético y lactico en promedio difieren en al menos

un par de temperaturas evaluadas.

La validacion de los principales supuestos del modelo a una via de clasificacion mostro
que los residuales no presentan comportamiento inadecuado, de tal manera que pueda
afectar la inferencia. En la evaluacion de la normalidad no se rechaza la hipétesis nula, lo
que quiere decir que los residuales siguen una distribucién normal, segun la prueba de
Shapiro Wilk. A partir del analisis de homocedasticidad por la prueba de Bartlett, se puede
establecer que al menos uno de los residuales cumple con este supuesto. Finalmente, la

independencia de los residuales fue probada con el test de Durbin — Watson.
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La prueba de comparaciéon multiple utilizada fue la prueba honesta de Tukey, controlando
la tasa de error por familia en un nivel especificado, ya que el método de Tukey ajusta el
nivel de confianza de cada intervalo individual para que el nivel de confianza simultaneo

resultante sea igual al valor especificado; en este caso del 95% (ver Tabla (2-8)).

Tabla 2-8:

temperatura con un nivel de confianza del 95 %.

Pares de comparaciones multiples de acuerdo con la variacion de la

Tiempo de secado
Comparaciones | Diferencias InteBr\;jaOIo B Inte;\\l/ta(l)lo ~ | ValorP
45-40 -4,60 -5,44 -3,76 0,0000065
50-40 -4,97 -5,81 -4,13 0.0000041
50-45 -0,37 -1,21 0,47 0,425988
Acido Acético
45-40 -0,0170 -0,0205 -0,0136 0,00001
50-40 0,0046 0,0011 0,0080 0,01527
50-45 0,0216 0,0182 0,0250 0,00000
Acido Lactico
45-40 -0,0029 -0,0046 -0,0011 0,00522
50-40 0,0019 0,0002 0,0036 0,03367
50-45 0,0048 0,0030 0,0065 0,00035

De los valores P, se puede inferir que para la variable “tiempo de secado” que los niveles
de temperatura 45°C y 50°C no difieren significativamente, lo que quiere decir que es
posible seleccionar cualquiera de las dos temperaturas con respecto a lo esperado en
tiempo de secado. Las concentraciones de acido acético y lactico presentan pares de

comparaciones de temperatura que difieren estadisticamente.

Para la seleccion de la temperatura, partiendo de sus diferencias identificadas, y para
definir una condicién que refleje un balance entre todas las variables respuesta estudiadas,

se realiz6 un Andlisis Discriminante Lineal de Fisher (LDA).

El Analisis Discriminante Lineal permitio clasificar las muestras de cacaos evaluadas en
dos funciones discriminantes. La primera explica mas del 99.4 % de la variacion entre

grupos en el conjunto de datos, la cual clasifica adecuadamente 3 elementos en la
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temperatura 40°C, 1 para 45°C y 0 elemento en la temperatura 50°C. A partir de esta
informacién, se determind una combinacién lineal de las variables predictoras que
proporcionaron la maxima separacién entre los centros de los datos y, al mismo tiempo,

minimizaron la variacién dentro de cada grupo de datos (ver Figura (2-10)).

Figura 2-10: Clasificacién segun el LDA.
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LD1, que representa la mayor contribucion, esta comprendida por el aporte del acido lactico
y acético, como se puede observar en la Figura 2-10. Las temperaturas de 40 y 45 °C se
encuentran en el nivel mas bajo, de lo que se puede inferir que es posible seleccionar
cualquiera de las dos para obtener las concentraciones mas bajas de los acidos. Por otra
parte, LD2 reune con mayor peso al tiempo de secado y el contenido de acido acético. En
este se espera obtener los menores valores de ambos elementos y se aprecia que en el
nivel central (45 y 50 °C) y mas bajo se encuentra la temperatura de 45 °C, lo cual indica
que para la temperatura es posible seleccionar tanto la de 50 °C como la de 45 °C, como

se concluyo por el analisis de varianza.

Por lo anterior, se escogio la temperatura de 45 °C ya que responde de manera balanceada
a los alcances de esta optimizacion que fueron: la mas baja concentracion de acidos y un

tiempo de secado, que no difiere de 50 °C y podria implicar un mayor gasto energético.
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. Fluidizacion: asi como durante la cinética de secado es posible identificar una
serie de periodos, de igual forma un método basado en la fluidizacién comprende una serie
de etapas, como se observa en la Figura 2-11, correspondiente al perfil registrado en linea

durante las dos primeras horas de secado

Figura 2-11: Perfil del delta de presién durante los periodos de fluidizacion en el secado
de granos de cacao a 45 °C durante los primeros 120 min de secado
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En la Figura 2-10 se pueden distinguir tres periodos que son caracteristicos de la
fluidizacion (Roque, Ing, Stancich, & Stoppani, 2012) (Lim & Mujumdar, 2006). El primero
0A, conocido como lecho fijo, se caracterizé porque la velocidad del fluido fue baja y los
granos de cacao permanecieron inmoviles. -Una vez la velocidad del aire aumento,
atravesando el lecho, la caida de presiéon también se incrementd, de acuerdo a lo
caracteristico de este principio, hasta que se igual6é a la fuerza de gravedad sobre los
granos de cacao por unidad de area de seccion. De esta manera, el cacao comenzo6 a

moverse en los primeros 2 min.

El periodo intermedio, comprendido por el espacio ABC, inicié con la expansion lenta,
donde los granos todavia estaban en contacto; la caida de presion aumenté mas lento.
Cuando se alcanzo el punto con el mayor AP (58 Pa), el lecho se desagrega hasta que la

velocidad aumenta alcanzando el maximo valor de rpm (2100+£100); de esta forma, los
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granos se separaron para dar inicio a la fluidizacion, proceso en el que la caida de presion
disminuyd (CD). Por ultimo, se alcanzé el lecho fluidizado (C-D) (punto de fluidizacién
incipiente), el movimiento de los granos se tornd intenso y al azar, lapso conocido como
lecho hirviente a los sélidos fluidizados de este modo, seguido por la fluidizacién continua,
en el cual se alcanza la velocidad del fluido necesaria para que los granos fueran

arrastrados fuera del lecho y este deja de existir como tal.

Cuando el AP del lecho disminuye (CD), la velocidad minima limite o terminal de las
particulas (vi), pudo ser calculada de manera aproximada (teniendo en cuenta la
interaccién por viscosidad y entre particulas) por la Expresion de Ergun (1952),
correspondiente para este estudio a la velocidad minima de fluidizacion Vs 1.55 m/s y la
de operacion V=4V Por esta razén, el equipo se operé durante 120 min a 6.2 m/s con
APinicial de 3311 a APsina 28+2. Al disminuir la carga, se observo que la altura del lecho en
reposo paso de L1=0.08 m a L2=0.065 m y la masa se redujo aprox. 36 % (Barzegar, Zare,
& Stroshine, 2015).

Se realizé el primer ajuste de la velocidad de fluidizacion para las nuevas condiciones se
disminuy6 a 5.4 m/s y se mantuvo de 120 a 380 min, con un APicia de 2712 hasta 24+2
con una altura que cambio de L2 = 0.065 m a L3 = 0.055 m con un decrecimiento en la
masa total de 47.5 %. Finalmente, se disminuyd la velocidad de fluidizacién hasta 4.1 m/s,
periodo en el que se experimenta un cambio en el AP que pasé de 25 + 1 mm H;O hasta
2242 mm H20.

La disminucién de la velocidad del arrastre neumatico de los granos de cacao se dio como
resultado de su pérdida de peso. La fuerza con la que puede ser fluidizada la masa de
granos fermentados puede conllevar a obtener granos partidos. Para contrarrestar este
efecto, se paso de 6.2 a 5.3 y a 4.1 m/s, lo que fue ademas una solucion para su calidad
final. Es asi como: a) se realiz6 el secado solo a 6.2 m/s hasta alcanzar la humedad <7
%bh y se contaron los granos enteros al final, donde se determiné una pérdida de 21.7 %,
b) El secado se program6 120 min a 6.2 m/s y hasta el final en 5.3 m/s, las pérdidas
disminuyeron a 18.5 %. Por ultimo, al aplicar la metodologia propuesta para este estudio

(=- 120 min a 6.2 m/s, hasta 380 min a 5.3 m/s) y alcanzar la humedad requerida, las
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pérdidas se redujeron hasta 11.5 %, razén por la cual la disminucion de la velocidad de

fluidizacion fue necesaria.

. Apreciacion energética: a partir de la determinacion de los parametros
relacionados con el balance de masas y energia, segun las propiedades psicrométricas
medidas durante el proceso, se puedo establecer la eficiencia térmica requerida para la
evaporacion del agua por Lecho Fluidizado del cacao fermentado, hasta alcanzar las

condiciones requeridas del cacao después de finalizar la etapa de secado.

El consumo de energia fue de 1403.02 kJ/kgagua, Valor inferior al rango esperado para este
tipo de tecnologia, y la energia de evaporacion registrada fue de 2428.73 kJ/kgagua. De esta
manera, la eficiencia térmica fue de 50.2%, un porcentaje que se cercano al maximo
reportado para un tratamiento térmico basado en LF (38 a 58 %) (Nindo et al., 2003a;
Abonyi et al., 1999). Dina y colaboradores (2015) realizaron el estudio sobre la disminucion
del tiempo y del consumo especifico de energia SEC, por sus siglas en inglés Specific
Energy Consumption, que representa la energia recibida por una masa de granos de cacao
de Indonesia durante el tratamiento térmico solar mejorado con un sistema de desecantes,
donde el nivel mas bajo fue considerando las pérdidas de 13.29 MJ/kg para evaporar 595
g en 30 h, lo cual hace de esta propuesta de secado artificial una opcién superior, ya que
la cantidad de agua evaporada fue 2.7 kg y el calor neto 2761 kJ, que equivale a un SEC
de 1.02 MJ/ kgagua Sin considerar las pérdidas (Dina, Ambarita, Napitupulu, & Kawai,
2015b).

Los valores de cada parametro psicrométrico y termodinamico, y el balance de materia y
energia requeridos para la determinacion de la eficiencia térmica, se detallan en el Anexo
2-3. En la Figura 2-12 se describe la representacién termodinamica y psicrométrica de las
dos etapas que comprende el paso del aire por el sistema de secado, que consiste en un
calor sensible caracteristico por conservar constante, durante el calentamiento, la
humedad absoluta para retirar la humedad al pasar por el banco de resistencias, seguido
por un calor isoentalpico, que remueve el agua del cacao ubicado en la camara de lecho

fluidizado a 45 °C, lo que implica asumir una temperatura de bulbo himedo constante al
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pasar del punto 2 y 3 en el proceso, como se ilustra en la Figura 2-12 (Lim & Mujumdar,
2006).



Figura 2-12:
por Lecho Fluidizado a 45 °C
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Una vez alcanzadas las condiciones éptimas de operacion, se prosiguié con el analisis

quimiomeétrico.

2.3.7 Perfil quimiomeétrico

La calidad del cacao seco por la deshidratacién por Lecho Fluidizado, comparado con el
resultante del secado solar, se realizé teniendo en cuenta su perfil quimiométrico que
permite abordar un concepto global de calidad con respecto al contenido de acido acético
y lactico como marcadores reconocidos para los tratamientos térmicos. Ademas, este
control se conjugod con el balance de los compuestos volatiles relacionados con el perfil
sensorial y la formacién de uno de los principales contaminantes térmicos, como es la

acrilamida.

En la Tabla 2-9 se describen los valores de la composicion determinada para el cacao seco

por los dos métodos de estudio: solar y Lecho Fluidizado.



Tabla 2-9:

Descriptores quimiométricos del cacao sometido a un secado por Lecho Fluidizado y solar en tres subregiones de

Antioquia
i , Magdalena Magdalena
. Bajo Cauca Bajo Cauca Uraba Urab3a & . & .
Abreviatura Compuesto Solar LF Solar L Medio Medio
ol Solar LF
Time Tiempo de secado (horas) 72.00 £ 0.00 7.17 £ 0.58 132.00 £ 0.00 7.50 £ 1.00 182.00 £ 0.00 8.33+0.76
Humedad %
% H (kg agualkg cacao himedo) 0.06 + 0.00 0.06 + 0.01 0.07 £ 0.01 0.05 + 0.01 0.05 + 0.00 0.05 +0.02
Acidez expresada en acido
acético, % plp 0.29 £ 0.05 0.37 £0.13 0.51 £0.07 0.61 +£0.02 0.93 +0.37 0.44 £ 0.10
TA_ Ace
Acidez expresada on acido | (44 +0.07 0.56 % 0.20 0.76  0.11 0.97 £ 0.10 1.39 £ 0.55 0.84 + 0.47
TA Lac actico % p/p
Ph pH 5.60 £ 0.10 5.07 £ 0.15 4.80 £ 0.00 471+£0.12 5.87 £ 0.93 5.76 + 0.54
Acido acético - HS-SPME- | 501039 | 0.46+0.19 0.40 £ 0.14 0.35 £ 0.05 0.28 £ 0.15 0.22 £ 0.05
Acetic GC %plp
Lacti Acido Lactico % p/p 0.36 £ 0.22 0.08 + 0.04 0.47 £0.25 0.14 £ 0.07 0.16 £ 0.00 0.15+0.01
actic
Acrilamida
(%p/p: ug/ug por 100) 7.91 + 3.36 8.00 £ 1.31
Acry x10-6
TR
(min) 20,39
V1 Ethanol, 2-ethoxy 1.610.305.51 +
Area 2,789,130.97
TR
V2 1-Butanol, 3-methyl- |(Min) ;?1'5322?'8%
Area | 146,170.76
TR
va H | (min) | 20.73 +0.01 21.47+0.13
-Heptanol, acetate
P ' 304,246.60 + 1,918,201.80 +
Area 156,364.12 1,678,071.27
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Tabla 2-9: (Continuacion)
3 , Magdalena Magdalena
Abre Bajo Cauca Bajo Cauca Uraba Uraba & . & .
viatu Compuesto Sol LF Medio Medio
ra olar Solar LF
Solar LF
TR
Acetoin o .2- (min) 21.66 + 0.01 21.09 +0.79 21.00 £ 0.02 20.85+0.15 20,272
V4 Butanone, 3-
hydroxy- 44433602+ | 59623843+ | 644134925+ | 5790,759.73 4
Area 205,018.57 101,166.60 301,489.80 1,153,748.63 870833,588
TR
(min) 22.67 +0.01 22.17 £ 0.69 22.12+0.01 22.05+0.01 21.44+0.23
VS | 2-Heptanol 1,297,662.51+ | 781,988.02 % 2,155,180.51 +
654,865.87 + 807,724.12 + »£7/,00£.01 % »906.Us = y192, 10001 %
Area 102,437.42 730,000.42 136,889.72 347,522.71 679,176.77
TR
) (min) 23,74
V6 2,3-butanediol 803,444.96 +
Area 1,391,607.48
TR
2-Acetoxy-3- (min) 24.60 + 0.40 24.35+0.01 23.94 £ 0.40
V7 | butanone o5 45744+ | 2:208236.73% | 1,282,360.55
Area 130,150.38 219,082.76 864,513.18
TR
(min) 25.29 + 0.01 24.79 + 0.69 24.06 £ 0.11 24.22+0.12
V8 | 2-Nonanone 55056117+ | 42154759 + 3,062,326.62% | 1,184,769.84
Area 84,998.89 304,078.82 610,676.02 707,312.87
TR
Lo . (min) 26,55
V9 | cis-Linaloloxide 258,374.77 +
Area 447,518.23
TR
Pyrazine (min) 2547062 | 25.37+0.01 25.25+0.11 | 24.84+0.10 24,831
VIO trimethyl- 54236012+ | 2.754,059.32% | 2,446,460.19+ | 898,244.02t
Area 378,216.60 2,208,373.91 996,079.82 778,255.45 497174,217
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Tabla 2-9: (Continuacion)
i , Magdalena Magdalena
Abre Bajo Cauca Bajo Cauca Uraba Uraba & . & .
viatu Compuesto S Medio Medio
olar LF Solar LF
ra Solar LF
Octanoic acid, TR
viq | ethylesteror (min) 26.69 + 0.01 26.11+0.01 25.76 £ 0.53
Undecanoic 410.441.87 + 1,023,879.38 + 3,494,090.37 *
acid " P00 =
Area 95,532.61 184,771.99 1,233,551.87
Formic acid TR
vi2 | hydroxy, (+)-N- | (min) 26,32
Acetylmuramic 67.580.93 +
id , 93+
act Area 117,053.61
2- TR
Furanmethanol, | (min) 26.65 +0.15
vis > 9,130.63 +
ethenyltetrahydr 549,130.63 £
o Area 479,463.63
2.4- TR
V14 | Dimethylhexane (min) 27.16 +0.02
dioic acid . 12,112,994 .42
Area +2,122,420.74
TR
Pyrazine, (min) | 28.20£001 | 27.70£069 | 27.61+0.01 | 27.47+0.12 | 27.0610.08 26,986
VIS | tetramethyl- 121324578+ | 503661231+ | 17,/467,864.47 £ | 34,868,147.66 | 2,167,117.20 £
Area 862,270.40 4,487,870.53 7,025,634.12 * 8,348,582.17 | 3,329,380.78 5566950,409
TR
(min) 29.41+0.15 28,083 28.05+0.11 28.21+0.14
V16 2-nonanol
' 311.162.85 + 1,596,346.53 + | 964,735.26 +
Area 171,719.81 1080797,749 465,493.72 460,930.33
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Tabla 2-9 (Continuacion)
, , Magdalena Magdalena
Abre Bajo Cauca Bajo Cauca Uraba Uraba & . & .
viatu Compuesto S Medio Medio
olar LF Solar LF
ra Solar LF
TR
Pyrazine, 3,5- (min) 28.94 £ 0.32
methyl- i ! ! T
Area 908,236.14
Butanoic acid, TR
3-hydroxy-, (min) 29,223 30.09 +0.01 29.30+0.13 29,293
V18 | ethyl éster o 1-
Methoxy-2- 4,399,495.93 + 2,497,713.98 +
propyl acetate | 4 .. 17491990,88 585,588.64 1,750,524.79 | 3589220,682
TR
(min) 29.95 + 0.01 29.82 £ 0.00 29.32 £0.00 29.16+0.13 28.87 +0.00
V19 | Benzaldehyde 140478214+ | 2.586.741.03+ | 2:083,166.16% | 2,839,471.05 ¢ 1,427,841.77
Area 218,517.96 836,267.38 606,452.49 506,006.38 1,145,394.80
TR
) (min) 30.21£0.01 29.51+£0.17 29.46 £ 0.13 28.87 +0.12
V20 | Linalool 937 668.50 + 836,280.68+ | 253,587.41+ | 1,348,666.25*
Area 80,885.94 722,131.78 45,259.38 549,638.89
TR
(min) 30.62 + 0.00
Va1 1-Octanol ' 4,373,498.03 +
Area 2,107,487.19
TR
1-Methoxy-2- (min) 30.73 £ 0.01 29.92 +0.14
V22 propyl acetate 2 235.680.60 + 5,091,349.00 +
Area 853,806.82 871,484.15
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Tabla 2-9: (Continuacion)
, , Magdalena Magdalena
Abre Bajo Cauca Bajo Cauca Uraba Uraba & . & .
viatu Compuesto Sol LF Medio Medio
ra olar Solar LF
Solar LF
Propanoic acid, TB 29.63 + 0.09 29.72 +
V23 2-methyl- o (min) 31.10+0.01 .63 0. .72+0.19
isobutiric acid 452,420.07 + 2,535,466.61 £ | 5,259,300.44
Area 329,833.66 378,561.95 3,004,410.04
TR
min 29.85+0.16
V24 4-Hydroxy-2- ( )
butanone 935,172.51 %
Area 900,559.91
TR
Decanoic acid, |__(min) 31.79£0.12 32.02 £ 0.00
V25 | " ethyl éster 1,488,146.97 + | 1,430,255.75 +
Area 376,454.35 45,140.26
V6 :’;‘zﬁ"l‘c :tchidl’ (;ﬁm) 32.09+0.00 | 30.42:0.80
esyte’r y ] 227,137.92+ | 1,184,291.96 +
Area 118,013.11 753,078.30
TR
Acetic acid, (min) 30.99 + 0.00 29,82
Area 664,030.47 1,945,165.34
TR
Butanoic acid, |__(min) 33.42+0.08 | 33.21%0.14 | 32.54+0.16 | 32.71+0.17
V28 | 3 methyl- 9,601,598.59 + | 9,949,015.04 + | 18,873,808.43 | 24,586,756.14
Area 3,454,480.24 342,687.94 +5,985,954.62 5,671,726.27
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Tabla 2-9: (Continuacion)
Abre Bajo Cauca Bajo Cauca Uraba Uraba Magdalena Medio | Magdalena Medio
viatu Compuesto ) ] g g
ra Solar LF Solar LF Solar LF
TR
V29 Decanoic acid, (min) 32.81+0.26
ethyl éster Area 3,587,409.66 +
5,975,534.18
TR
V30 3H)-Furanone, (min) 33.16 +0.01
dihydro- Area 138,993.21 +
30,321.30
TR 33.61+£0.00 33.05+0.27 32,564
V31 Benzeneacetald | (min) T T ’
ehyde < 520,610.31 5,506,161.23 +
Area 97,035.24 4,524,168.46 2684081,047
TR
V32 Butanoic acid, (min) 33.44 £ 0.81
3-methyl- Area 7,523,663.20
3,126,668.29
TR
V33 Hexanoic acid, (min) 34.01+0.02
2-methyl- Area 8,532,299.55 +
2,414,025.72
. . TR
Pentanoic acid, (min) 34.48£0.01
V34 mzt;me:l:e);lt-ér Area 1,463,942.94 +
y 431,291.37
. TB 37.43+0.01 36.82 £ 0.85 36.74 £ 0.01 36.59+£0.44 36.12£0.16
V35 Benzeneacetic (min)
acid, ethyl éster Area 343,574.05 279,822.07 £ 1,254,337.19 + 886,268.73 + 406,811.14 +
167,936.02 220,653.99 207,460.07 23,755.19 139,029.38
Acetic acid, 2- (nTl:-\;'l) 38.29 + 0.01 37.67 £ 0.86 37.43+0.14 36.79£0.19 36.96 £ 0.16
v3e pheggtfrthy' Area | 648508277+ | 10,621,953.00 3,796,490.44+ | 10,625,417.81¢+ 7,583,139.95 +
2,686,275.73 + 8,256,245.51 3,506,525.68 4,635,609.18 3,254,501.17
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Tabla 2-9: (Continuacion)
, , Magdalena Magdalena
Cig:fl Compuesto Bajo Cauca Bajo Cauca Uraba Urab3 I\iedio I\iedio
ra Solar LF Solar LF
Solar LF
TR
v3y | Benzoicacid, | (min) | 38.88:005 | 38.34+084 38.25£0.01 38.17+0.01 | 37.49+0.16
pent-2-yl ester 375,475.68 + 523,604.86 + 2,787, 157.84 1,050,28309 + 1, 191,47796 +
Area 419,465.82 203,302.83 1,013,366.36 351,839.77 1,304,506.87
TR
V33 Phenol, 2- (min) 39.72 +0.01
methoxy- ] 339,454.78
Area 45,160.12
TR
(min) 39.85 +£0.02 39.13+£0.01 38.97+£0.15 38.49+0.17
V39 | Benzyl alcohol 406.686.63 + 426,141.56+ | 394,533.23% 550,202.38 +
Area 88,079.24 85,426.05 110,074.83 210,329.68
TR
Phenvlethvl (min) 40.77 £ 0.02 40.14 £ 0.88 40.08 £ 0.01 39.89+£0.16 39.20+0.14 39.40+0.18
V40 ylethy 26,900,554.71
Alcohol 11,037,174.69 + | 13,213,980.25 | 25,927,150.10 | 25,273,415.09 =
21,412,435.72 +
Area 2,216,325.05 17,234,639.32 1,252,900.18 +3,782,988.44 | £5,906,842.04 2,051,541.09
TR
Va1 Hexanoic acid, (mln) 41.58 +0.23 40.90 + 0.08
Area 228,169.20 474,918.38
TR
V42 Ethanone, 1- (min) 41.39+0.13
(1H-pyrrol-2-yl)- 452,787.68 +
Area 102,246.39
Octanoic acid, TR
Va3 ethy' ester or (mln) 42.63+0.10
Undecanoic 1,088,006.78 £
acid Area 373,979.29
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Tabla 2-9: (Continuacion)
i i Magdalena Magdalena
Abre Bajo Cauca Bajo Cauca Uraba Uraba & . & .
viatu Compuesto Solar LF Solar LF Medio Medio
ra Solar LF
TR
(min)
V44 | n-Decanoic acid 147.794.56 +
Area 255,987.69
TR
5-Methyl-2- (min) 42,98
V45 phenyl, 339,330.29 +
Nonanoic acid i A
Area 587,737.31
4H-Pyran-4- TR
Vs one24. (min) 45,78
dihydroxy-2,6- 371,712.17
dimethyl Area 525,680.39

% p/p: porcentaje peso a peso expresado en

mg/mg por 100, TR: Tiempo de retencién




. Alineamiento de los picos: el analisis de los compuestos volatiles, junto con otros
parametros medidos, requirieron de una organizacién de la informacion extraida del

software Cobra, obtenida por el equipo de GC-MS/MS, antes del analisis multivariado.
Los picos cromatograficos asociados a los 46 compuestos volatiles previamente
identificados, segun su espectro de masas correspondientes a las muestras de secado

solar y LF, se organizaron en una lista definida en términos de los tiempos de retencion y

area volatiles, como se muestra en la Figura 2-13.

Figura 2-13: Distribucion del numero de picos correspondientes a cada compuesto volatil

presente en las muestras de secado y organizados con GCalignR
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Los compuestos volatiles que presentaron el mayor numero de picos fueron: acetoina o .2-

Number of Peaks

butanona, 3-hidroxi-2-Heptanol, benzaldehido, acido butanoico, 3-metil, acido acético, 2-

feniletil éster y fenil-etil alcohol.

Posteriormente, se calculé en qué proporcion estan distanciados cada uno de los picos

cromatograficos de los compuestos volatiles en estudio, como se ilustra en la Figura 2-14.
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Figura 2-14: Distribucion de los picos cromatograficos de los compuestos volatiles

presente en las muestras de secado
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De esta agrupacion por distancia se puede observar que el rango esta comprendido entre
(-1.53 y 1.54) y su valor promedio fue -0.03462. Después de la compilacién de estos datos,
se realizé la alineacion de los picos de cada uno de los cromatogramas, sin especificar un
compuesto volatil de referencia, de tal manera que el software lo estableciera de manera
automatica en funcién del mayor valor promedio de similitud con toda la muestra (highest

average similarity to all samples (score = 9.32)) con la funcion align_chromatograms.

El procedimiento retuvo cuatro compuestos volatiles: acetoina o 2-butanona, 2-heptanol,
2-metil acido propanoico o acido isobutirico y 4-hidroxi-2-butanona. La baja retencién y el
comportamiento de la alineacidén indican que no era necesario realizar ninguna
transformacion de los compuestos o someterlos a un procedimiento de Warping, para la
alineacion de los picos; se prosiguié con el analisis multivariado. Las salidas del
alineamiento se pueden apreciar en la Figura (2-15). En la figura superior se observa que
las barras en rojo corresponden a los compuestos antes mencionados, pero al verificarse
en un grafico de cambios totales del cromatégrama (barras verdes) solo se detectan dos
con una baja intensidad, y al analizarlas de forma individual formarian dos grupos con un
compuesto y el otro con cuatro. Finalmente, se verifica que lo extrae a un grupo de

sustancias para compartir con un pico seleccionado que debia fraccionar el cromatégrama;
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pero no hubo respuesta y por esta razon se concluye que es posible procesar los datos sin

una alineacién especial.

Figura 2-15: Alineamiento de los picos cromatograficos en funcion de la mayor similitud

2
.J .Ih—l‘“llLl -
Mo Saneamaton Ve Paak retention Bmg) Sharsd substancss
2 =3 =
T o 4 @
. = £ o4 g o
£® 8 g
] ] g
o = R
- - = /N .
- -Srm-slze - R_;r'geu‘m—nn: Fraguean _Q'ofsa'nles;'.ﬁ]-
" Comparacion entre tratamientos térmicos en funcién de su composicion

quimica: el reconocimiento de las similitudes entre los perfiles quimiométricos del cacao
obtenido por dos tratamientos térmicos (natural y por lecho fluidizado) se llevé a cabo
mediante un ACP donde intervienen las variables de interés descritas en la Tabla 2-7:
tiempo de secado, acidez expresada en acido acético y lactico, cuantificacion
cromatografica de estos dos acidos, acético por GC/HS-SPME y lactico por HPLC-DAD,
pH, perfil bromatolégico y los compuestos volatiles identificados por GC-MS/MS).

Con base en los resultados obtenidos, se puede establecer que las primeras dos

componentes en el plano factorial permitieron explicar el 41,45 % de la variacion total, y
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con las primeras 5 componentes principales el 71,8% de la variacion total (ver Figura (2-
16)).

Figura 2-16: Porcentaje de la variacién explicada para cada componente

40 -

20-

Percentage of explained variances
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Dimensions

La mayoria de las variables aportan contribuciones superiores al 50% en las primeras cinco
componentes principales, excepto las variables: acido acético, 3-metil-1-butanol, acido n-
decanoico y 4-hidroxi-2-butanona. Los compuestos con mayor contribucion en las cinco
primeras componentes principales corresponden a: a) acido N-acetil-muramico, b) acido
2-etil-hexanoico, c¢) 2-heptanol, d) Acido pentanoico, 2-metil, éster metilico y €) 2-nonanol.
Con respecto al primer plano factorial, los compuestos que mas contribuyen a la primera
componente principal fueron: (V4) acetoina o .2-butanona, 3-hidroxi-, (Acry) acrilamida,
(V11) acido octanoico, etil éster o acido undecanoico, (V12) acido férmico, hidroxi, acido
(+)-N-acetilmuramico, (V41) 2-etil-acido hexanoico, (V5) 2-heptanol, (V8) 2-nonanona,
(V40) Fenil etil alcohol, (V16) 2-nonanol y (V38) 2-metoxi fenol.

En la segunda componente, el aporte estuvo representado por: V(25) acido decanoico, etil
éster, (43) acido octanoico, etil éster, (3) 2-heptanol acetato, (V13) 2-furanmetanol, 5
eteniltetrahidro, (10) trimetil pirazina, (TA_Ace) acidez total expresada en % p/p de acido
aceético, (TA_Lac) acidez total expresada en % p/p de acido lactico, (V36) acido aceético, 2-

feniletil éster, (V5) 2-heptanol, (V1) etanol, 2-etoxi. En los siguientes graficos se presentan
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las contribuciones a cada una de las dos primeras componentes principales en el primer

plano factorial (ver Figura (2-17)).
Figura 2-17: Contribucion a las dos primeras componentes de cada compuesto o

parametro en el cacao seco por método solar o LF

Contribution of variables to Dim-1 Contribution of variables to Dim-2
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explicar el comportamiento de los individuos, en este caso las tres subregiones productoras
de Antioquia, fue logrado al pasar de 46 compuestos volatiles descritos segun su estructura
y descriptor de aroma o sabor en la Tabla 2-10; un compuestos neoformado y dos acidos
marcadores de fermentacion y secado (acético y lactico) a CP1 y 2 compuesta por 10
variables cada una. Esto permitio identificar a profundidad el comportamiento de estas
variables con respecto a un aporte a su perfil en intensidad alta o baja; de esta manera se
obtuvo el grafico con las contribuciones de las variables (ver Figura (2-16)) al primer plano
factorial y se completd la informacién con la relacion de las contribuciones por subregiones
(ver Figura (2-18)).
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Tabla 2-10:

Estructura y descriptor de los compuestos volatiles identificados en las
muestras de cacao fermentado en Bajo Cauca, Uraba y Magdalena Medio y sometidas a
secado solar y por Lecho Fluidizado.

Abrev. Nombre Estructura Olor/Sabor Otros nombres Ref.
Ethanol, 2- https:// .cdc.
V1 _/_OH Dulce 2-ethoxyethanol pe:ifuww g
ethoxy 0 ov/niosh/
H3C_/
Cebada, 3-Methyl-1-butanol;
Rodriguez, 2011
chocolate Isoamyl alcohol;
1-Butanol, 3- |[~_ _~_ _0. H
V2 Isopentyl alcohol; 3-
methyl- { _
Frutal Methylbutan-1-ol; Otero, 2017
Isopentanol
www.thegoodscen
Herbal limén, tscompany.com/d
fresco, floral ata/rw1025621.ht
N 2-heptyl acetate; Acetic |
2-Heptanol, | -
V3 acid, hept-2-yl ester; 1-
acetate q hd
Methylhexyl acetate Www.msdsearch.d
ow.com/PublishdLi
Frutal, verde
teratureDOWCOM
/dh_096d/
3-Hydroxy-2-butanone;
2-Butanone, 3-hydroxy-;
Cremoso, _ _2.0ne:
3-hydroxybutan-2-one; Afoakwa, 2009
dulce, graso acetoine; 3-hydroxy-2-
butanone (acetoin); 2-
Hydroxy-3-butanone; 3-
Acetoin o0 .2- ﬁ) y y
hydroxybutan-2-one
V4 Butanone, 3-
hvd (acetoin); 3-hydroxy-2-
roxy- 2
yeroxy OH butanone (acetoine);
Methanol, acetylmethyl-;
Frutal 1-Hydroxyethyl methyl Aculey, 2010
ketone; 2,3-Butanolone;
2-Butanol-3-one; UN
2621; NSC 7609
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Tabla 2-10: (Continuacion)
Abrev. Nombre Estructura Olor/Sabor Otros nombres Ref.
2-Hydroxyheptane, 1- Rodriguez,
V5 2-Heptanol Dulce, citrico
PPN Methylhexanol 2012
OH
2,3-Butylene glycol, 2,3-
i . CH. Dulce, Dihydroxybutane, Dimethylene Misnawi,
Ve 2,3-butanediol H.C ’ cremoso glycol, Pseudobutylene glycol, 2012
Sym-dimethylethylene glicol
OH
https://www.
2-Acetoxy-3- Cremoso, 1-Methyl-2-oxopropyl acetate,
V7 Q Hs sigmaaldrich
butanone J\ CH, manteca 3-Oxo-2-butanyl acetate
H,c” Yo .com/
0
9 Coco-herbal,
Va8 2-Nonanone dulce, frutal, B-nonanone, heptyl methyl Otero,
ketone 2017
queso
http://www.le
furanoid, cis-5-Trimethyl-2- ffingwell.co
furanmethanol, (Z)-Linalool iralitv/ci
o . . Dulce, floral, ) (2) m/chirality/ci
V9 cis-Linaloloxide ya furanoxide, 5- s-
HO cremoso . .
ethenyltetrahydro-a,a,5- linalooloxide
trimethyl- s(furanoid).h
tm
Cocoa 2,3,5-Trimethylpyrazine;
Pyrazine, N ’ Pyrazine, trimethyl-; 2,3,6- Afoakwa,
V10 : ( tostado, ; o) ’
trimethyl- N . Trimethylpyrazine; pyrazine, et al., 2009
N cocinado -
2,3,5-trimethyl
Ethyl caprylate; octanoic acid
ethyl ester (ethyl octanoate);
Octano " Ethyl ester octanoic acid; ethyl
ctanoic acid,
s~~~ n-octanoate; Ethyl octoate; Rodriguez,
V11 ethyl ester or 0 Dulce, grasoso . .
| Caprylic acid ethyl ester; n- 2012

Undecanoic acid

Caprylic acid ethyl ester; Ethyl
octylate; Ethyl ester of an

octanoic acid
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Tabla 2-10: (Continuacion)

Abrev. Nombre Estructura Olor/Sabor Otros nombres Ref.
Formic acid
V12 hydroxy, (+)-N- N-Acetyl-D-muramoate, N-
Acetylmuramic Acetylmuramic acid
acid
linalyl oxide, (Z)-Furanoid
linalool oxide, 5-
9. Ethenyltetrahydro-a,a,5- ni.do
trimethyl-(2R,5S)-rel-2- )0
Furanmethanol, v/health/eo
Furanmethanol, 5- TR
V13 5- Suave alcohol h/rtkv/docu
Ethenyltetrahydro-a,a,5- —_—
ethenyltetrahydr . . ment/fs/09
o trimethyl-cis-2-Furanmethanol, 54 pdf
cis-Furanoid linalool oxide, cis- 23.pdl
Linalool 3,6-oxide, Linalool
oxide B, Linalool oxide .
2,4-
V14 Dimethylhexane | H° H
dioic acid © O o
V15 Pyrazine, )N Café-Leche, 2,3,5,6-Tetramethylpyrazine, Misnawi,
tetramethyl- N\ tostado Tetramethylpyrazine 2012
N—
. 1-methyl-1-octanol, 2-
V16 2-nonanol Hjc/\/\/\/\u,, hydroxynonane, 2-nonyl
alcohol
\_
VA7 Pyrazine, 3,5- 3,5 Diethyl 2 methylpyrazine,
diethyl-2-methyl- Sl 2,6-Diethyl-3-methylpyrazine
Butanoic acid, p | ol 1 i
ropylene glycol 1-me
3-hydroxy-, ethyl ou > Py gy y
Rancio, queso, | ether 2-acetate, Acetic acid, 2- | Rodriguez,
V18 ester o 1- (|)
~o0~ = sudor methoxy-1-methylethyl ester, 2011
Methoxy-2-
2-Acetoxy-1-methoxypropane
propyl acetate
° Benzene carbaldehyde,
Afoakwa,
V19 Benzaldehyde De nuez Benzenecarbonal, Benzoic
H et al., 2009
aldehyde
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Tabla 2-10: (Continuacion)
Abrev. Nombre Estructura Olor/Sabor Otros nombres Ref.
H,C  OH CH,
. : ] Floral, frutal 2,6-dimethylocta-2,7-dien-6-ol, Food
V20 Linalool HECWCH; (suave) B-linalool, linalyl alcohol chemistry
1-hydroxyoctane, capryl
Cameo,
V21 1-Octanol e NN | Aromatico alcohol, n-heptyl carbinol, 1999
primary octyl alcohol
Acetic acid, 2-methoxy-1-
o% methylethyl ester, 2-Acetoxy-
1-methoxypropane, 2-(1-
V22 1r-oMe}2%)g;12t;a B /(') Similar al éter Methoxy)propyl acetate, 2-
propy P % Methoxy-1-methylethyl
acetate, propylene glycol 1-
methyl ether 2-acetate
Propanoic acid, Rancio, Soya,
. Rodriguez,
V23 2-methyl- o _O__ queso, Ethyl isobutyrate 2011
isobutiric acid | manteca
o]
—~ 0.
) o ~"“H 4-Hydroxybutan-2-one,
V24 4-Hydroxy-2 H Methylolacetone; 3-Oxo-1-
butanone
0 butanol
. . . . Ethyl decanoate, Ethyl
Decanoic acid, N Rancio, Rodriguez,
V25 o caprate, Capric acid, n-Capric
ethyl ester grasoso . 2012
acid ethyl ester
Propanoic acid, o Rodriquez
V26 2-methyl-, ethyl 7N Rancio Ethyl isobutyrate 20?2 ’
ester s
. . oH Butanoic acid, 2-ethyl-, 2-
Acetic acid, ‘ ) . . Rodriguez,
V27 o0 Vinagre Ethylbutyric acid, 3-
Diethyl- o 2012
Pentanecarboxylic acid
. . /_;1_/,0 Isovaleric acid, 3- ,
V28 Butanoic acid, l Rancio methylbutanoic acid, Delphinic Rodriguez,
3-methyl- . 2012
OH acid
. . . Ethyl decanoate, Ethyl
Decanoic acid, Rancio, Rodriguez,
V29 o caprate, Capric acid, n-Capric
ethyl ester S grasoso . 2012
0 acid ethyl ester
V30 2(3H)-Furanone,

dihydro-
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Tabla 2-10: (Continuacion)
Abrev. Nombre Estructura Olor/Sabor Otros nombres Ref.
Verde, dulce,
Benzeneacetald | — Otero,
V31 0 floral, clavo,
ehyde D / _ 2017
miel, cacao
Butanoic acid ~~° Isovaleric acid, 3- Rodriguez
V32 ’ I Rancio methylbutanoic acid, Delphinic guez,
3-methyl- } i 2011
OH acid
. . 0 2-methylhexanoic acid, 2-
Hexanoic acid, o H Dulce, Rodriguez,
V33 TN oM Hexanecarboxylic acid; 2-
2-methyl- pungente . . 2011
Methylcaproic acid
Methyl 2-methylpentanoate, 2-
. . o Methylvaleric acid, methyl
Pentanoic acid, I o . .
| ester, Acido valérico, 2 metil
V34 2-methyl-, ~o” - e o
methyl ester est’er. metilico; .Ester mgtlllco
del &cido 2-metilpentanoico; 2-
metilvalerato de metilo
Ethyl phenylacetate, Acetic
Benzeneacetic O
V35 . i acid, phenyl-, ethyl ester; o-
acid, ethyl ester o
Toluic acid, ethyl ester
http://www.
chemspide
Acetic acid, 2- _ r.com/Che
V36 phenylethyl o - Floral, frutal, 2-phenylethyl acetate, “mical
dulce Benzylcarbinyl acetate —
ester Structure.2
— 1105987.ht
ml
B . " 2-Propenyl benzoate, Allyl
enzoic acid, — .
V37 /\/\7/® benzoate; benzoic acid, 2-
pent-2-yl ester /]
0 propenyl ester
1-Hydroxy-2-methoxybenzene, .
V38 Phenol, 2- \0' Ahumado 2-Hydroxyanisole, 2-Methoxy Rodriguez,
methoxy- ; 2012
phenol (guiacol)
HO
" (hydroxymethyl)benzene, Rodriguez,
V39 Benzyl alcohol Dulce, floral
benzenecarbinol 2012
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Tabla 2-10: (Continuacion)
Abrev. Nombre Estructura Olor/Sabor Otros nombres Ref.
Phenylethanol, B-phenylethyl
alcohol, benzenethanol, -
Phenylethyl . Fenylethanol,2-
V40 Alcohol Miel, rosas Hydroxyethylbenzene, b- J.8ancho
Hydroxyethylbenzene, 2-
OH Phenylethanol
Hexanoic acid, ﬁ 2-ethylhexanoic acid, 2-
V41 P
2-ethyl- ‘ 0 Ethylcaproic acid
2-Acetylpyrrole 1H-Pyrrole, 2-
\\ p acetyl, Pyrrole-a-methyl
viz | Eenone | N
Py y \ 1-(1H-pyrrol-2-yl)ethan-1-one,
o Ketone, methyl pyrrol-2-yl
Octanoic acid, = o Hendecanoic acid, Octanoic
V43 ethyl ester or Dulce, grasoso . ’ Rodriguez
. . o’ acid, ethyl ester
Undecanoic acid
1 Rancio, 1-nonanecarboxylic acid,
V44 n-Decanoic acid 7 Non . . . . Rodriguez
grasoso capric acid, decanoic acid
5-Methyl-2-
V45 phenyl, Rodriguez
Nonanoic acid w’ O
4H-Pyran-4-
one,2,4-
V46

dihydroxy-2,6-
dimethyl
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Figura 2-18 Contribucion de las variables (compuestos)
Variables - PCA
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Figura 2-19: Contribuciones por las subregiones de BC — solar (1,2y 3), BC—-LF (4,5y
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Con base al biplot y el grafico de contribuciones individuales se puede establecer que,
tanto por el método de secado natural, como el de secado artificial, los cotiledones de
cacao en cada una de las zonas geograficas se caracterizan por la presencia de altos
valores de compuestos diferentes. Adicionalmente, las observaciones registradas en las
zonas de Uraba y Bajo Cauca conforman conglomerados (o estan agrupadas) en su
respectivos cuadrantes en el plano factorial; en cambio las observaciones de Magdalena

Medio estan agrupadas en cuadrantes opuestos.

En la Tabla 2-11 se agrupan cada una de las variables que definen a cada subregion de

acuerdo con el tipo de secado:

Tabla 2-11:  Distribucion de variables entre individuos (subregiones)

Magdalena Medio - Lecho Fluidizado Magdalena Medio — Solar
pH pH TA_Ace Acidez total expresada en acido acetico
Tetrametil Pirazina (café-leche, . L. _
V15 tostado) TA Lac Acidez total expresada en &cido lactico
vig  4dcido 3-hidroxi-butanoico, etil g 2-etoxi-Etanol (dulce)
éster (rancio, queso)
V3 2-Heptanol, acetato (herbal limén, fresco, floral,
V24 4-Hidroxi-2-butanona verde)
V27 Acido Acético, Dietil (vinagre) V6 2,3-butanediol (dulce, cremoso)
V29 AC'dO. Decanoico, etil éster V8 2-Nonanona (coco-herbal, dulce, frutal, queso)
(rancio, grasoso)
V30 Dihidro-(3H)-Furanona V11 Acido Octanoico, etil éster (dulce, grasoso)
Acido Acético, 2-feniletil éster 2-Furanmetanol, 5-eteniltetrahidro (suave,
V36 V13
(floral, frutal, dulce) alcohol)
V40 Alcohol feniletil (miel, rosas) V20 Linalool (floral, frutal, suave)
V2 Acido Propanoico, 2-metil - o acido isobutirico
V3 (rancio, soya, queso, manteca)
V25 Acido Decanoico, etil éster (rancio, grasoso)
V28 3-metil-Acido Butanoico (rancio)
V35 Acido Bencenoacetico, etil éster
V43 Acido Octanoico, etil éster (dulce, grasoso)
V44 Acido n-Decanoico (rancio, grasoso)
V46 4H-Piran-4-one,2,4-dihidroxi-2,6-dimetil
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Tabla 2-11:  (Continuacion)

Bajo Cauca - Solar Uraba - Solar
Bajo Cauca - Lecho Fluidizado Uraba - Lecho Fluidizado
Acetic  Acido acético V5 Acido Bencenoacético, etil éster
Acry Acrilamida V16 2-nonanol
V2 3-metil-1-Butanol (cebada, V17 3,5-dietil-2-metil-Pirazina
chocolate, frutal)
V4 Acetoina o 3-hidroxi-2-Butanona V19 Benzaldehido (nuez)
(cremoso, dulce, graso, frutal)
V7 2-Acetoxi-3-butanona (cremoso, V31 Bencenoacetaldehido (verde, dulce, floral,
manteca) clavo, miel, cacao)
V21 1-Octanol (aromatico) V34 Acido 2-metil-pentanoico, metil éster
Va7 Acido Acético, Dietil (vinagre) V37 Acido Benzoico, pent-2-il éster
voe  fcido 2-meti-propanoico, , efil 1y, Etanona, 1-(1H-pirrol-2-il)-
éster (rancio)
V32 Acido 3-metil-Butanoico (rancio) | Lac Acido lactico

Con respecto a la distribucion de las observaciones, en el primer plano factorial se puede
establecer que en la regién de Magdalena Medio, los registros de cotiledones secados por
método natural se caracterizan por tener altos valores que coinciden con los siguientes
descriptores: dulce, limén, herbal, fresco, floral, cremoso, coco, graso, suave, alcohol,
frutal, rancio, soya, queso, manteca, rancio-Valérico. Opuesto a este perfil, el tratamiento
térmico por LF produjo, en el producto final, la presencia en bajas concentraciones de café-
leche, tostado, rancio, queso, cremoso, dulce, frutal, graso, vinagre y miel rosas.
Diferencias que pueden ser debido a la duracion del secado natural, el cual fue el mas
extenso de todas las zonas y tratamientos (182 h), pero se destaca que fue bajo el Unico
tratamiento que se formé una furanona, a las que se les atribuye un importante impacto
sensorial, no solo por sus descriptores, en este caso floral, frutal y dulce, sino porque puede
percibirse en chocolates de alta calidad (Owusu, 2010). De igual forma, se conservo uno
de los descriptores asociados a cacaos especiales que es miel-rosas, el cual no se
conservo por el tratamiento solar en Magdalena Medio pero si fue detectado en la mezcla
al final de la fermentacion y antes desde los clones ICS-1 y FEC-2 (Anexo 2-4) y que fue
reportado en uno de los criollos modernos objeto de estudio de Fedecacao y con el cual
se participd en el primer Congreso Internacional de Aromas realizado en Cartagena en
2017 (Anexo 2-5).
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En el Bajo Cauca se presentan los métodos de secado, tanto artificial como natural
cotiledones, con presencia de los siguientes compuestos volatiles: cebada, chocolate,
frutal, cremoso, dulce, graso, vinagre, frutal suave, rancio, soya, manteca y reporte de
compuestos neoformados como la acrilamida en bajas concentraciones, resultado

probablemente del secado en tan corto tiempo en esta subregion.

Uraba fue la zona que menos descriptores presentd (chocolate, nuez y lactico) de acuerdo

con los compuestos que caracterizan tanto el tratamiento natural como el artificial.

La distribuciéon por zonas en el primer plano factorial se ilustra a continuacion, donde se
puede apreciar que la zona con mayor variabilidad fue Magdalena Medio. Esto se debe a
la diferencia entre los tratamientos de secado. Por otro lado, la menor variabilidad en

términos de las dos primeras componentes fue Uraba (ver Figura (2-20)).

Figura 2-20: Distribucion de la variabilidad de las dos primeras componentes para cada

subregion
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Finalmente, con el analisis de cluster (ADC) se pudo establecer una particiéon en la cual se
evidencia como el cacao seco de Magdalena Medio comparte caracteristicas similares en
términos del secado por método artificial con la subregiéon del Bajo Cauca. Las demas
asociaciones permitieron identificar como el perfil del cacao obtenido por los dos
tratamientos estan asociados fuertemente en términos de la zona estudiada para Uraba y

Bajo Cauca (ver Figura (2-21)).

Figura 2-21: Particion de Cluster por subregiones: BC-solar (1, 2, 3), BC-LF (4, 5, 6), U-
solar (7, 8, 9), U-LF (10, 11, 12), M-solar (13, 14, 15), M-LF (16, 17, 18)
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Las diferencias por subregiones pueden estar influenciadas por la presencia de algunos
compuestos caracteristicos de ciertos grupos funcionales precursores o caracteristicos de
esta etapa de poscosecha, los cuales se distinguen por el siguiente orden segun su
abundancia: pirroles>terpenos>compuestos azufrados>furanos>fenoles. Entre las
reacciones esperadas a partir de algunos compuestos presentes se encuentran: i)
oxidacion de alcoholes primarios a aldehido, ii) alcoholes secundarios a cetonas v, iii)
oxidacion de alcoholes en presencia de oxigeno (Rodriguez-Campos et al., 2011; Schwan,

2015) .
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Para corroborar este comportamiento, se verificaron las concentraciones (Tabla 2-7) de
algunos compuestos que fueron importantes para la diferenciacion entre subregiones y se
tuvo en cuenta el tratamiento térmico de los principales precursores (alcoholes) y
compuestos derivados (aldehidos, cetonas o ésteres, asi como pirazinas) que pueden
aportar al aroma y sabor, apoyando el entendimiento de las clasificaciones de los grupos
antes mencionados. Los compuestos mas representativo fueron: Bajo Cauca (pirazinas
por LF), Uraba (alcoholes y aldehidos aromaticos en muestras tratados por las técnicas de

secado) y Magdalena Medio (cetonas y alcohol primario por secado natural).

Por ultimo, el contenido de acrilamida presente en el cacao seco en Bajo Cauca permitio
verificar que la formacion de este contaminante térmico puede darse desde el secado y no
solo en las etapas de procesamiento durante la industrializacion, como es esperado. Un
estudio computacional realizado previamente (Anexo 2-2) demuestra como a temperaturas
de 50, 60y 70 °C es posible que se dé esta reaccion desde el punto de vista termoquimico.
Con este resultado se puede afirmar que tanto la temperatura (secado artificial a una
temperatura constante de 45 °C), como los cortos tiempos de secado con grandes cambios
de temperatura (secado solar con temperaturas maximas de 50 °C en la superficie de la
marquesina y solo 72 h de tratamiento), pueden estar relacionados con algunas de las

variables explicativas de este resultados.

Ahora bien, que probablemente no se hubiera formado acrilamida durante el tratamiento
térmico a partir del cacao fermentado en Uraba y Magdalena Medio, aunque hubieran sido
sometidos al mismo tratamiento térmico artificial, puede explicarse, por un lado, por el
contenido de acidez, parametro que ha sido clasificado como un factor de mitigacion en el
control o reduccion de la formacion de la acrilamida. Cabe resaltar que la regidon que mayor
acidez presento desde el inicio del secado hasta el final de éste fue Uraba (acético: 1.58

% plp y lactico: 1.27 % p/p).

Por otra parte, la concentracion de los precursores disponibles puede influir también en su
formacion. Entre los principales precursores se encuentran la glucosa o fructosa, siendo
mas reactiva la glucosa, al interactuar con la asparagina, principal aminoacido precursor.

En la subregidon que menor concentracién de azucares reductores se desarrollaron fue en
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Magdalena Medio, (Fructosa: 0.24 % p/p, glucosa 0.25 % p/p) (Claeys, De Vleeschouwer,
& Hendrickx, 2005). De igual forma, la ausencia de la asparagina fue total en esta zona,
razon por la cual se considera que su formacion esta relacionada con la presencia de los
precursores desarrollados en medio del tratamiento térmico bajo las condiciones

realizadas (45 °C en Lecho Fluidizado y a bajas temperaturas por 184 h por método solar).

Otro aspecto para resaltar es la posibilidad de que la concentracion mas alta de cisteina,
presente especialmente en Urab3a, y luego en Magdalena Medio, haya disminuido las
posibilidades de formacién de acrilamida durante el secado. Segun Zeng & Davies (2005)
y Koutsidis y colaboradores (2009), la cisteina puede actuar como un interferente de uno
de los principales aductos de la asparagina, el cual consiste en la union de este aminoacido
con los dicarbonilos provenientes de glucosa generados en la etapa de iniciacién durante
la reaccion de Maillard; es decir, que al unirse en complejo en presencia de la cisteina
pueden ser atacados los R-dicarbonilos por los grupos tiol de la cisteina, formando el
aductos de tiol-aldehido. Mediante este mismo mecanismo de accion, la reaccion
inhibidora puede darse durante la formacién de pirazinas a partir de otros aminoacidos,
siendo la cisteina una de las posibles causas de disminucion de la concentracion de

acrilamida o pirazinas (Koutsidis et al., 2009).

Lo destacable de este resultado es que, a pesar de la formacion de este compuesto
neoformado en cacaos fermentados en Bajo Cauca, y habiendo sido secados por dos
técnicas, su contenido esta por debajo de la dosis dentro de la cual es probable que la
acrilamida produzca alguna incidencia de tumores (llamados efectos "neoplasicos") u otros
efectos adversos potenciales (desarrollo neurologico, pre y posnatal y reproduccién
masculina). El limite inferior de este rango se denomina Limite de Confianza Inferior de la
Dosis de Referencia (BMDL1o) de 0.17 mg / kg pc/ dia (1 mg / kg pc / dia = miligramos por
kilogramo de peso corporal por dia). Para otros efectos, los cambios neurolégicos se
consideraron por medio de entidades como European Food Safety Authority — EFSA una
BMDL1o de 0,43 mg / kg pc / dia. Como puede notarse, el contenido en el cacao esta en
una concentracion de partes por billén, concentracion inferior, controlable para las etapas

posteriores a las que pueden ser sometidos los granos de cacao (EFSA, 2015).
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Por otro lado, los valores de acrilamida encontrados podrian servir en un futuro como
valores de referencia dentro del alcance de la propuesta regulatoria de la EFSA,
reglamento (UE) 2017/2158 de la comision del 20 de noviembre de 2017, por el cual se
establecen medidas de mitigacion y niveles de referencia para reducir la presencia de
acrilamida en alimentos. Esta legislacion entr6 en vigor el 11 de abril de 2018 (Diario Oficial

de la Union Europea, 2001).

De acuerdo a los resultados, es posible hacer una invitacion a los integrantes del sector
productivo, para que consideren como opcion el secado artificial basado en la tecnologia
de Lecho Fluidizado a 45 °C, con el fin de contrarrestar algunos de los aspectos que tanto
afectan la estandarizacion y economia de todos los actores de la cadena. A través de este
estudio se pudo demostrar que esta alternativa es un aporte al pull de ofertas que hay para
realizar el secado, y que por medio del control planificado y basado en un disefio
estadistico orientado a resolver, no solo la disminucion del tiempo sino también la
reduccion de la acidez total, en especial asociada al acido acético y lactico producto de
secados artificiales, se pueden establecer condiciones comparables con cacaos que

pueden tardarse entre 6 y 7 dias secando.

Mediante los modelos probados se puede proyectar el tiempo estimado de secado para
nuevos tratamientos térmicos con la misma mezcla estudiada. También se podra
complementar con otras mezclas o clones, pero teniendo como referencia el punto de

partida que se establecio bajo este proyecto.

Se pudieron identificar compuestos volatiles significativos que permiten establecer
diferencias entre los tratamientos térmicos en Magdalena Medio, un hecho probablemente
asociado a la duracion del secado natural. Estos compuestos fueron puestos a prueba para
poder compararlos con otras variables relevantes en la evaluacion global, ventaja que no
puede aprovechar con los software de uso directos en cromatografia para analisis
metaboldémicos. Por eso se resalta que el tratamiento estadistico preliminar realizado a los
compuestos volatiles permitio llevarlos a un analisis en conjunto con la acidez total, volatil
y semi-volatil, asi como otros compuestos denominados contaminantes térmicos, entre
ellos la reconocida acrilamida, la cual se pudo demostrar computacional y
experimentalmente que es un compuestos que puede desarrollarse desde el secado, ya

sea solar o artificial.
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Los compuestos volatiles fueron muy variados y podran ser una linea de inicio para que
los productores de cada zona resalten los atributos identificados, que para Bajo Cauca y

Uraba coinciden, aun bajo los dos tratamientos térmicos.



3.Capitulo 3. Marcadores quimicos como
indicadores de la calidad caracteristica de
cacaos especiales

3.1 Introduccion

En la actualidad, el método mas empleado para evaluar la calidad de los granos de cacao
fermentados y secos es la “prueba de corte”, la cual carece de rigurosidad cientifica y no
permite la toma de decisiones o trazabilidad en las etapas posteriores a la fermentacion y
secado de la materia prima, que dependen del desarrollo de compuestos que se generan
en estos dos momentos de la poscosecha. Es por esto que se hace tan importante realizar
un seguimiento a la concentracion de compuestos caracteristicos de cacaos especiales
por poseer notas de aroma frutal, floral o la presencia de ciertos aminoacidos que
reaccionaran posteriormente para generar compuestos posiblemente téxicos, como la

acrilamida.

De igual forma, la identificacion de otros compuestos que permitirian reorientar el
desarrollo de nuevos productos derivados del cacao, en la mayoria de los casos no pueden
ser completamente reconocidos y controlados por los encargados de la industrializacién,
sino por los productores de la materia prima que, en la mayoria de casos, se encuentran
lejos de los centros avanzados de procesamiento que se encargan de la transformacion
del cacao. Esto limita la clasificacion de la materia prima e impide su estandarizacion,
ocasionando reprocesos a medida que se generan relaciones de dependencia frente al
monopolio de ciertos paises productores que cuentan con procesos mas estandarizados
que otros (Misnawi & Ariza, 2011b)(USDA, 2008).

Por consiguiente, la implementacion de técnicas soportadas por tecnologia robusta y

métodos avanzados es una de las opciones, especialmente de los paises productores del
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cultivo de cacao, para mejorar el control y la trazabilidad de la calidad de la materia prima,

con el fin de posicionarse en mercados globales.

En la industria del cacao, por la naturaleza y concentracion de algunos de los compuestos
del grano, se requiere del uso de equipos como los cromatografos Liquidos (LC) acoplados
a espectrometros de masas que integran tecnologia, ya sea de tiempo de vuelo Time-of-
Flight (TOF), o adaptan unidades de espectrometria de masas con triple cuadrapolo (TQD).
Ambas tecnologias permiten una alta definicion para el analisis de compuestos en mezclas
complejas y contaminadas, deteccion de analitos a bajas concentraciones
(femtogramo=107"°g), tiempos de analisis mas rapidos y mayor versatilidad en las pruebas
de muestras de mayor peso molecular a altas temperaturas sin afectar el detector de
masas, entre otras ventajas que benefician el control de calidad del cacao por los bajos

pesos moleculares y la abundancia de compuestos de propiedades quimicas similares.

Ademas del apoyo de la prueba de corte, otro de los métodos de analisis que limitan la
definicion de un perfil de aromas es la evaluacion sensorial, ya que depende de catadores
expertos. Por esta razon, tener acceso a la caracterizacion de los compuestos volatiles
responsables de aroma o a la determinacién de compuestos tipo fendlicos que afectan el
sabor, aun en concentraciones muy bajas, se convierte en una herramienta cuantitativa
que responde a los criterios de calidad requeridos por la industria, sin dejar de lado la
imprescindible participacion de catadores expertos (Emmanuel Ohene Afoakwa et al.,
2009b; Misnawi & Ariza, 2011b).

Cabe destacar que en la normativa de los principales paises que se encargan del
procesamiento industrializado del cacao, se han venido definiendo estandares de calidad
que exigen de manera explicita el tipo de equipos para cada técnica a emplear, con el fin
de demostrar el cumplimiento de los requerimientos para materias primas o producto
terminado. Esta es una de las razones mas relevantes en el momento de invertir en las
tecnologias mencionadas para ser competitivos y posicionar en los mercados productos

como el cacao.
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Estas exigencias no solo van dirigidas a la calidad sensorial, sino también a la calidad
nutricional y el aseguramiento de la ausencia o cumplimiento de los limites maximos
permitidos de compuestos posiblemente téxicos, como metales, pesticidas y aquellos
compuesto intermediarios o finales de la glucosilacién avanzada de neoformados, como la
acrilamida, que en el caso del cacao, su deteccion es posible con tecnologias

cromatograficas (Loaéc, Jacolot, et al., 2014b).

Los métodos realizados con los equipos mencionados proporcionan una informacion
completa que comprende un numero considerable de salidas o cromatogramas,
informacién que requiere de un tratamiento especial para su analisis, que a su vez debe
apoyar la toma de decisiones y la elaboracion de las predicciones requeridas por los
productores. Las herramientas y modelos que permiten este tratamiento de datos se

describen a continuacion.

La falta de acceso de los productores a un gran numero de métodos o, por lo contrario, los
volumenes de informacién amplios pueden llevar a resultados que propician decisiones de
produccion contradictorias, por lo que se requiere de apoyos en métodos estadisticos y
matematicos, de gran utilidad para soportar la informacién obtenida a través de analisis
quimicos, lo que se denomina Quimiometria, disciplina presentada por Kowaski (1997).
Los resultados pueden ayudar a la toma de decisiones sobre la seleccion de pruebas
determinantes para la optimizacién de procesos o para mejorar la calidad del producto
partiendo de su conocimiento, ya sea al inicio para su caracterizacion (cacao crudo de
diferentes variedades, origenes, productores, etc.), durante el proceso (fermentacion o
secado) o al final (cacao bien fermentado y seco de caracteristicas de Cacao Comun o
Fino o de Aroma) (International Chemometrics Society, 2002)(Wold, 1995).

En la actualidad, la quimiometria se ha convertido en una ayuda de gran interés para el
mundo cientifico, al permitir el reconocimiento de pautas o modelos (Pattern recognition)
utilizando sistemas de reduccién de la informacion multidimensional, de tal manera que la
agrupa y crea perfiles mas accesibles para su interpretacion, razén por la cual ha

contribuido adicionalmente a disciplinas o areas como la ingenieria de procesos, ciencias
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ambientales, sistemas bioldgicos, entre otras, que se apoyan en la quimica analitica y las

técnicas instrumentales para su estudio (Bader et al., 2009).

La cadena productiva de cacao no es ajena al uso de esta disciplina, razén por la cual se
encuentran estudios relacionados con el analisis y prediccién, por ejemplo, de los perfiles
de los compuestos volatiles durante el proceso de tostion o el estudio de la poblacion
microbiana responsable de la fermentacién dependiendo de las regiones estudiadas o del
método empleado o la calidad bioquimica del cacao evaluada por espectroscopia de

infrarrojo cercano (NIR), por mencionar algunos (Aculey et al., 2010b; Hue et al., 2014).

Una de las técnicas que mayor informacién provee es la cromatografia, que cada vez
avanza en el desarrollo de equipos y software mas robustos, lo que permite identificar y
cuantificar elementos o compuestos que conforman una muestra de interés, como es el
caso de los precursores o responsables del aroma del cacao desde su cosecha hasta la
obtencion de los subproductos, asi como la identificacion de compuestos nocivos
desarrollados durante su industrializacion (Loaéc, Jacolot, et al., 2014b)(Cambrai et al.,
2010; Humston et al., 2010; Vazquez-Ovando, Molina-Freaner, Nufiez-Farfan, Betancur-
Ancona, & Salvador-Figueroa, 2015b). Ahora bien, los resultados obtenidos de la
caracterizacion en las diferentes etapas productivas pueden ser tratados y analizados por
medio de técnicas quimiométricas de reconocimiento de patrones: Analisis de Cluster
(Conglomerados) y Analisis de Componentes Principales (PCA), en el cual se hara énfasis
(Foo-tim Chau, 2004; Zbytniewski, 2005).

El Analisis de Componentes Principales (PCA) es una herramienta matematica que permite
encontrar la existencia de tendencias, patrones y relaciones en datos quimicos de

naturaleza multivariada; es decir, se consideran simultaneamente muchas variables.

Cada factor principal, o base de representaciéon en el nuevo espacio dimensional, estara
definido teniendo en cuenta el grado de explicacion de la variabilidad total. Asi, el primer
factor involucrara la mayor cantidad posible de variabilidad, el segundo de ellos explicara
la mayor parte de la variabilidad residual y los otros factores contribuiran de manera

sucesiva hasta abarcar toda la variabilidad de los sistemas estudiados.
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La mayoria de los estudios realizados en cacao que aplican la quimiometria han hecho uso
de PCA (Afoakwa, Paterson, Fowler, & Ryan, 2009; Crafack et al., 2014; Gu et al., 2013;
Hue etal., 2014; Humston et al., 2010; loannone et al., 2015; Johnson, Heymann, & Ebeler,
2015; Lacerda Ramos, Ribeiro Dias, Gabriela da Cruz Pedrozo Miguel, & Freitas Schwan,
2014; Lima et al., 2012; Margaret Owusu, 2010; Mota, Barros, & Castilho, 2010; Margaret
Owusu, Petersen, & Heimdal, 2013; Rodriguez, 2011; Rodriguez-Campos et al., 2012,
2011; Vazquez-Ovando et al., 2015; Wollgast, 2004) de la mano de estudios Analisis

Factorial Discriminante (Cambrian, et al, 2010).

Por lo anterior, el uso de una aproximacion quimiométrica basada en un analisis de factores
se empled para la caracterizaciéon del cacao crudo, fermentado y seco bajo dos métodos,

de forma que sea util como indicador de calidad para los actores de la cadena productiva.
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3.2 Métodos

Analisis de Factores Principales (AFP) con ACP: esta técnica, que parte de la
descomposicion espectral, fue empleada para medir la covarianza (correlaciones) entre las
variables en términos de algunas pocas subyacentes inobservables de cantidades

aleatorias llamadas factores, lo que permitié identificar cdmo se agrup6 cada variable.

A partir del método de Componentes Principales determinado en los capitulos 1y 2, y por
el Criterio de Transformacion de Kaiser - Método Varimax, se realiz6 el analisis de factores
comunes para el cacao crudo, fermentado y seco por los dos métodos de estudio (natural
y artificial por Lecho Fluidizado). Los factores permitieron proponer ejes con pocas cargas
grandes y tan cercanas a cero como fue posible para las demas, lo cual se logra por una

maximizacion iterativa de la funcién cuadratica de las cargas.

3.3 Resultados y Discusion

3.3.1 Cacao crudo y fermentado

La Figura 1-2 describe los tres conglomerados de variables que caracterizan a toda la
muestra analizada a partir del Analisis de Componentes Principales obtenido para el
analisis de cacao fresco y fermentado para las tres subregiones de estudio. A partir de las
componentes se definié el Analisis de Factores Principales (AFP) lo que condujo a tres
factores tales que en conjunto explicaron el 100% de la variacion de toda la muestra

analizada.

En la Tabla 3-1 se describen las variables que conforman los tres factores, con la

respectiva ponderacion y denominacion inobservable a la cual se llegé.
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Tabla 3-1: Analisis de Factores Principales para cacaos antes y después de la

fermentacion en tres subregiones de Antioquia

Factor Denominacion/Ponderacion Variables
Acidez total expresada en:
acido lactico, citrico, malico, oxalico y

succinico
Indicadores de calidad de | Contenido de Proteina (%)
Primer cacao con propiedades | Contenido de Fructosa (% p/p)
Factor funcionales Contenido de Glucosa (% p/p)
39 Contenido de Teobromina (% p/p)

Contenido de Cafeina (% p/p)
Contenido de Epicatequina (% p/p)
Contenido de Catequina (%p/p)

pH
Humedad (% bh)
Cenizas (%)
Indicadores de calidad de | Relacion de antocianinas
inicio de fermentacion Concentracion de acido lactico (% p/p)
35 Contenido de acido citrico (% p/p)

Contenido de acido oxalico (% p/p)
Contenido de acido succinico (% p/p)
Contenido de sacarosa (% p/p)
Fibra (%)
Contenido de manitol (%)

. . Contenido de Leucina (%)
Tercer In:;gzgogzsni:rﬁgg; %ge Contenido de Metionina (% p/p)
Factor 26 Contenido de Valina (% p/p)

Contenido de Cisteina (% p/p)

Contenido de Asparagina (% p/p)
Contenido de Lisina (% p/p)

Segundo
Factor

Cada uno de los factores es una herramienta que apoya la toma de decisiones sobre la

clasificacién y distincion del cacao, ya sea por su origen o estado

El Factor 1 denominado “Indicadores de calidad de cacao con propiedades funcionales”:
fue definido de esta manera por representar la existencia de los compuestos responsables
de la actividad antioxidantes (catequina y epicatequina) y el contenido de alcaloides
(cafeina y teobromina). Ambos grupos estan relacionados con sus propiedades
funcionales deseables, pero un efecto sobre el sabor (astringente y amargo) producido por
estos compuestos hace que la industria defina cual va a ser el balance en el contenido.
Por otra parte, el contenido de acidos podra alterar el pH del medio, parametro que puede
influir directamente en la inactivacion de la enzima polifenol oxidasa, responsable de la

transformacion de los mondmeros de procianidina mencionados. Finalmente, la presencia
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de azucares reductores en este factor puede ayudar a entender qué tanto estan disponibles
para iniciar la reaccion de Maillard una vez finalice la fermentacién y se comience el

secado.

El Factor 2 fue definido como “Indicadores de calidad de inicio de fermentacion” ya que
este momento del proceso (cacao crudo) se caracteriza por su alta humedad y contenido
de sacarosa que luego sera hidrolizada durante la fermentacion. Por otro lado, el pH estara
determinado por el acido citrico, caracteristico del cacao crudo y los demas acidos que

presentaran variacion segun el origen, como lo demostro el ACP1.

El ultimo Factor “Indicadores de calidad de cacao bien fermentado”, toma en consideracion
los aminoacidos libres, precursores de aroma caracteristicos de la fase final de la
fermentacion, que se producen por la hidrélisis debido a la accién de las enzimas
endoproteasa aspartica y carboxipeptidasa serina (Biehl et al 1993. Bytof et al.1995. Voigt
et al. 1996. Hansen et al. 2000).

3.3.2 Cacao seco por método natural y artificial

La comparacion de la calidad del cacao al final de la poscosecha, obtenido por el secado

solar, podra definirse a partir del perfil quimiométrico compilado por cada Factor.

El método permitio distinguir cuatro factores que aportan mas de 50 % de la variacion
explicada, donde el Factor 2 representa el mayor valor de cargas factoriales, que explica
una proporcion acumulada por el Factor 2 (29 %), Factor 1 (53 %), Factor 3 (77 %) y Factor
4 (100 %).

En la Tabla 3-2 se muestra la distribucion de las variables que mejor explican los factores
comunes del ADF obtenido del ACP.
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Tabla 3-2: Descripcion de las variables que conforman los factores comunes del ADF
a partir del ACP.

Denominacién/Ponderacio

Factor h Variables — descriptor

Acido 2-metil-hexanoico (dulce, pungente)
Primer Calidad de secado 1-metoxi-2-propil acetato (similar al éter)
Factor 25 pH

2-Etoxi-etanol (dulce)

2-Heptanol, acetato (Herbal, fresco, floral, frutal,

verde)

2,3-butanediol (dulce, cremoso)

Atributos de calidad en | 2-nonanone (coco herbal, dulce, frutal, queso)

Segundo aroma Trimetil pirazina (cocoa, tostado, cocinado)
Factor 29 Acido octanoico, etil éster o acido undecanoico

(dulce, grasoso)

2-Furanmetanol, 5-eteniltetrahidro (suave alcohol)

Linalool (floral, frutal (suave))

Acido decanoico, etil éster (rancio, grasoso)

Acido acético, dietil (vinagre)

2-acetoxi-3-butanona (cremoso, manteca)
Tercer Balance sabor y salud Acetoina (cremoso, dulce, frutal)
Factor 24 Acrilamida (contaminante térmico)

3,5 dietil-2-metil pirazina

Acido 2-metil Pentanoico, metil éster
23 Acido benceno-acético, etil éster
Acido benzoico, pent-2-il éster
Bencil alcohol (dulce, floral)

Cuarto
Factor

El principal Factor es el segundo, que segun la proporcion de informacion que es capaz de
resumir de acuerdo con su variabilidad, explica algunas de las caracteristicas impartidas
por un amplio grupo de compuestos responsables de aroma con una connotacién que

puede relacionarse con notas presentes en cacaos especiales.

En cuanto al primer Factor, al contener la variable pH, puede ser relacionado con la calidad
del secado por el grado de acidez, al mismo tiempo que vincula otros compuestos que
pueden aportar al perfil de sabor. El tercer Factor responde de manera directa al alcance
de este apartado, el cual relaciona aroma, sabor y uno de los principales contaminantes
térmicos que ya fue identificado como compuesto a controlar desde esta etapa de
poscosecha. Por ultimo, el Factor 4 estda conformado por una serie de ésteres y una

pirazina, que se pueden asociar al aroma del producto final.
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Cabe resaltar que no existe evidencia de un atributo asignado especificamente, lo cual
puede ser un reto para identificarlo a futuro y lograr una asociacion con la calidad sensorial

del cacao.



4.Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

4.1.1 Capitulo 1: Perfil quimico de los compuestos precursores del aroma y
sabor generados durante la fermentacion

Los métodos requeridos para el analisis de cacao en diferentes matrices (mucilago,
cotiledon con alto contenido de humedad o seco) requieren de una debida estandarizacién
y validacion para el aseguramiento de la calidad de los resultados obtenidos. Por esta
razén, para dar respuesta al objetivo especifico “Determinar el perfil quimico de los
compuestos precursores del aroma y sabor generados durante la fermentacion de cuatro
clones de cacao cultivados en diferentes regiones de Antioquia para su trazabilidad” se
requiri6 de una combinacién de pruebas de analisis dirigidas a develar el peffil
bromatoldgico, fisico y quimico del cacao durante la fermentacion que permitiera
establecer dichas diferencias en la procedencia de clones y la caracterizacion de los

granos al finalizar una de las principales etapas de la poscosecha, la fermentacion.

El analisis de estadistica multivariada permitié la seleccién de pruebas de analisis para la
identificacion de tres factores relacionados con la calidad del cacao, que se posicionan
como herramientas de gran utilidad para caracterizar los materiales vegetales con
propiedades funcionales y verificar la finalizaciéon del proceso: a) Indicadores de calidad de
cacao con propiedades funcionales, b) Indicadores de calidad de inicio de fermentacion, e

c¢) Indicadores de calidad de cacao bien fermentado.

Las mezclas de clones cultivados en Antioquia y conformada por dos clones Universales

CCN-51 y ICS-1 y dos Regionales FLE-2 y FEC-2 fueron fermentadas bajo las mismas
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condiciones en Bajo Cauca, Uraba y Magdalena Medio y se pudieron establecer
diferencias entre las subregiones (BC diferente de U y M), pero al finalizar la fermentacion,
de acuerdo al Analisis de Cluster, se pudo encontrar un perfil comun, definido por una serie
de variables explicativas, resultado de la combinacién lineal que arrojé el analisis previo de

Componentes Principales.

Los precursores de aroma mas influyentes esperados al finalizar la fermentacion, por
caracterizar la finalizacion de este proceso, estuvieron representados principalmente por
aminoacidos libres, algunos de ellos involucrados en la formacion de aldehidos

responsables de aroma y caracteristicos de cacaos especiales.

4.1.2 Capitulo 2. Sistema de secado

En respuesta al segundo objetivo especifico “Establecer un sistema de secado de cacaos
fermentados, basado en una tecnologia que permita la disminucién de la humedad del
grano, sin afectar el equilibrio entre los compuestos responsables del aroma y de aquellos
neoformados”, la propuesta de secado por Lecho Fluidizado del cacao fermentado permitié
la obtencién de un producto comparable, en cuanto a su perfil quimiométrico, con el
obtenido por secado solar en las tres subregiones de Antioquia estudiadas (Bajo Cauca,

Uraba y Magdalena Medio) que presentan condiciones agroclimaticas variadas..

Las condiciones de secado 6ptimas estan basadas en la temperatura de secadoa 45 °Cy
una velocidad de secado a 6.2 m/s (120 min), 5.3 m/s (hasta los 380 min de secado) y 4.1
m/s hasta alcanzar la humedad del cacao seco (< 7 %), para un tratamiento total de 500140
min aproximadamente, pero que dependera de la humedad inicial. Para definir el tiempo
aproximado de secado es posible emplear el modelo semi-empirico Henderson modificado
o Difusividad aproximada. La eficiencia térmica del secado bajo la metodologia propuesta

fue 50.2 %, valor cercano al maximo esperado por este tipo de tratamiento.

Se corroboré mediante un estudio computacional previo, seguido de la determinacién
mediante un método implementado bajo una técnica robusta (UHPLC-MS/MS), que este

contaminante térmico puede ser formado desde la segunda etapa de poscosecha, que,
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para las zonas estudiadas, solo fue detectado en concentraciones inferiores a partes por
billén en Bajo Cauca por los dos tratamientos térmicos evaluados. Cabe aclarar que estos

niveles estan por debajo de lo sugerido por entidades gubernamentales.

4.1.3 Capitulo 3. Marcadores quimicos indicadores de calidad

“Definir los marcadores quimicos como indicadores de la calidad sensorial caracteristica
de cacaos especiales, mediante un analisis quimiométrico” fue el tercer objetivo especifico
gue se baso en la definicion del perfil de los compuestos volatiles, los cuales corresponden

a una de las variables evaluadas mas relevantes para el cometido de este estudio.

Consistid en encontrar marcadores que permitieran hacer una distincion de algunos
descriptores de atributos y defectos. Estos pueden ser establecidos por medio del
seguimiento de factores que reunen los compuestos que proporcionan informacién sobre
los perfiles de interés especifico para la cadena productiva de cacao, como la calidad de
secado, los atributos de calidad de aroma o el balance de sabor y salud. De esta forma, se
puede realizar la evaluacion de la calidad del cacao seco obtenido ya sea por un método

natural o artificial, con mayor efectividad.

Los compuestos que influyen en el sabor como acidos, alcaloides y mondmeros de
procianidinas pueden ser considerados como indicadores del inicio de fermentacién (altos
contenidos de teobromina y cafeina) que hacen parte del perfil funcional que puede ser
aprovechado a futuro, siendo el material vegetal del Bajo Cauca el de mayor contenido de
estos compuestos. Por su parte, el acido acético se resalto al final del proceso y el citrico,

oxalico y succinico al inicio.

4.2 Recomendaciones

Con el fin de consolidar la transferencia de tecnologia al sector productivo, se recomienda

continuar con los siguientes estudios acerca del tratamiento térmico propuesto:
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— Realizar un estudio en campo donde se puedan replicar las condiciones de
operacion en las tres subregiones.

— Evaluar el secado con recirculacion de aire, con el fin de mejorar la eficiencia
térmica.

— Disenar el escalado del equipo y proceso de forma que se adapte a condiciones

productivas de cada centro.

Con respecto al perfil quimiométrico, se sugiere validar los métodos que se lograron
estandarizar y de esta forma consolidarlos como centro de referencia para la trazabilidad

de la calidad del cacao a nivel nacional.
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Abstract

Cocoa (Theobroma cacao), in all its presentations, is consumed all over the world and is one of the
main drivers of the economic in several countries. The world’s Cocoa tendency is focused on de-
veloping special beans. This category is subject to postharvest processes of utmost importance
such as the fermentation and dry, which are currently carried out with traditional and poorly ef-
fective devices, which need to be improved to obtain a high quality product. The aim of this study
was to evaluate the influence of the pectin lyase enzyme (E.C.4.2.2.10) on the postharvest cocoa
process. We evaluated the enzyme dosage (1.0% and 0.5%) in fermentation and its effect on the
variables temperature, acidity and drying time by convection at 60°C. The Pectin lyase activity
during fermentation does not cause a significant effect on the variables of temperature and acidity;
however, the drying process time required to achieve 7.0% moisture was reduced. The enzyme
dosage of 1.0% was the best result, the amount of exudate obtained (115 ml) during fermentation
and the best degree of fermentation (77% * 3.8) were increased and further shows a change in
porosity facilitating the scale surface and internal moisture diffusion. The drying rate (Nw) ex-
pressed in Kgwater/m2* min was determined based on the empirical model of Newton, where the
higher speed was obtained during the falling period. In conclusion, enzyme dosage 1% was the best
concentration evaluated because weaken grain husk, which allowed an adequate fermentation,

“Project: “Evaluation of enzymes with activity pectin lyase during fermentation of cocoa beans (Theobroma cacao L.) from Antioquia-
Colombia. Analtemative for improving postharvest” manoedby Umvemdad Nacional de Colombia, sede Medellin Corporacién
Universitaria Lasallista, Compaiiia Nacional de Chocolates and Ingredi ¥y Pro Funcionales, IPF SAS.

How to cite this paper: Gil, M., Orrego, F., Cadena, E., Alegria, R. and Londono-Londono, J. (2016) Effect of Pectin Lyase
Enzyme on Fermentation and Drying of Cocoa (Theobroma cacao L.): An Alternative to Improve Raw Material in the Indus-
try of Chocolate. Food and Nutrition Sciences, 7, 215-226. http://dx.doi.org/10.4236/fns.2016.74023



Bibliografia

224

Anexo 1-2: Manuscrito Profile of cacao cultivated in Colombia: a study based on

standardized methods, indicators of quality and variety

Profile of cacao cultivated in Colombia: a study based on standardized methods,
indicators of quality and variety

Perfil de cacao cultivado en Colombia: estudio basado en métodos estandarizados,
indicadores de calidad y variedad

Maritza Gil'*, Carolina Vergara?, Luz Alzate®, Julian Londono-Londono*

Abstract

Several modifications have been reported for methods used to recognize varieties and the
quality of cocoa during post-harvest. This situation has limited the obtention of comparable
and competitive profiles. For this reason, the aim of this study was to standardize the
methodologies to evaluate the bromatological, and physicochemical profile ofraw, fermented
and dried cocoa of four clones from Colombia, in order to identify its quality during post-
harvest and between varieties. Fat content: Six solvents were evaluated by using Soxhlet and
an alternative method assisted by Ultrasound. Total acidity: 1t was optimized with respect to
time by using centrifugation. Antioxidant capacity: Two solvent systems were evaluated to
obtain the higher recovery of cocoa extract in the determination of polyphenols and
antioxidant capacity. Fermentation index:. The difference among the varieties as well as raw
and well-feremented cocoa was calculated by using the anthocyanins absorbance ratio.
Finally, the experiments were conducted in a completely? randomised design. One-way
analysis of variance (ANOVA) was performed using the statistical software R Studio and,
significant differences between the methods and varieties were determined by Tukey’s test
at P<0,05. Hexane was the most efficient solvent for the extraction of fat content. The use of
centrifugation instead of filtration during the determination of total acidity reduced the time
of analysis in 25 min. Acetone:water:acetic acid (70:29.5:0.5) mixture was the best system
for the extraction in the determination of the antioxidant activity. Ratio of anthocyanins <1
was an indicator of well-fermented beans and raw cocoa varieties. Proteins, fiber,
anthocyanins and phenols showed significant differences between varieties, which may be

2 Food Engineer. PhD student in Agricultural Science. Universidad Nacional de Colombia. Faculty of
Agricultural Sciences. Medellin-Antioquia Colombia. Research group in Food Engineering, GRIAL.
Corporacion Universitaria Lasallista, Caldas, Antioquia. magil@unal.edu.co

2 Food Engineer. Master Student in Post-harvest horticultural. Corporacion Universitaria Lasallista. Researcher
Grupo de investigacion de Ingenieria de Alimentos, GRIAL. Corporacion Universitaria Lasallista, Caldas,

Antioquia. carolinavergara06(@gmail.com

3 Food Engineer, Ph.D in Pharmaceutical and Food Sciences. Director of the Research group in Food
Engineering, GRIAL. Corporacion Universitaria Lasallista, Caldas, Antioquia. lualzate@gmail.com

4 Pharmaceutical Chemist. Ph,D in Chemical. Regional Director of the Colombian Corporation for Agricultural
Research CORPOICA, Rionegro, Antioquia. jalondo@gmail.com
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Anexo 13:  Articulo sometido: Matrix effects on sugars and mannitol quantification
developed during postharvest of cocoa: an alternative for traceability of aroma precursors

by liquid chromatography with an evaporative detector

Journal of Food Science and Technology

Matrix effect on quantification of sugars and mannitol developed during postharvest of
cocoa: an alternative for traceability of aroma precursors by liquid chromatography with
an evaporative detector

--Manuscript Draft--
Manuscript Number: JFST-D-18-00607

Full Title: Matrix effect on quantification of sugars and mannitol developed during postharvest of
cocoa: an alternative for traceability of aroma precursors by liquid chromatography with
an evaporative detector

Article Type: Original Article

Corresponding Author: Maritza Andrea Gil, Pg.D. Student
National University of Colombia
Medellin, Antioquia COLOMBIA

Order of Authors: Maritza Andrea Gil, Ph.D. Student
Sandra Llano, Chemist. Master Food and Nutrition Innovation
‘Yamile Jaramillo, Food Engineer. Master student in Food and Nutritio
Jairo Quijano, Ph.D. Chemical Science
Julian Londono-Londono, Pharmaceutical Chemist. Ph.D. Chemical Science

Corresponding Author Secondary
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Corresponding Author’s Institution: National University of Colombia

Corresponding Author's Secondary
Institution:
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First Author Secondary Information:
Order of Authors Secondary Information:

Funding Information: Government of Antioquia—Secretary of  Not applicable
Agriculture and Rural Development
(4600003895)
Colciencias MSc. Maritza Andrea Gil
(647-2015)
Abstract: The profile of reducer sugars developed during each stage of the postharvest of cocoa

beans is an important quality index to be one of the main precursors of flavor or
neoformed compounds, but its quantification after extraction from the different parts of
the bean is a challenge due to the complexity of the matrix. The prime aim of this study
was to validate a rapid chromatographic method with a corona-charged aerosol
detector (C-CAD) to improve the sensitivity during the tracking of the formation of
reducing sugars and mannitol in samples obtained from fermentation and drying of
cocoa beans with the corresponded corrected matrix effect. From a different amount of
grinded cocoa beans without defatting (20 mg raw fermented and 10 mg dried) was
extracted the analytes by a solid phase. The experimental variables affecting the
effective detection were evaluated at different temperatures and filters. Method
validation studies showed an average of recovery between 77.8 - 120 % for fermented
cocoa and 79.6 - 117.7 % dried cocoa. A linear response was achieved for fructose,
glucose, sucrose, and mannitol to concentrations of 0.1-40 mg L-1 and maltose 0.1-70
mg L-1 and regression coefficients (R) were 0.9991, 0.9993, 0.9992, 0.9995 and
0.9994, respectively. This method was successfully applied to a clones mix of cocoa
from Antioquia, Colombia to corroborate the hydrolysis reaction of sucrose into glucose
and fructose during of fermentation and drying. A quality indicator of an efficient
postharvest process thus: glucose 0.66 %w/w and fructose 1.46 %w/w, higher values
than others reported.
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Anexo 1 4:
subregion

Variable

BAJO CAUCA

Edilson
Andrés

Los Placeres

Dioscon
Nosotros

Detector Aspectos agrondmicos y climaticos de las finca productora de cada

LaPrimavera

Rodriguez

Zona agroecoldgica BHT BHT BHT BHT
Altitud (msnm) 340 90 90 340
Temperatura promedio (°C) 30 34 35 34
Humedad promedio (%) 60 80 60
Precipitacion (mm/afio) 2400 2400 2400
Topografia Pendiente Plano Plano Pendiente
Arenoso -
Arenoso - i
I . . Aluvial _
Textura Arcilla:Limoso |Aluvial (Arcilla: . Arcilla:Limoso
Suelo (Arcilla:
Arenoso++++)
Arenoso++++)
CIC(us/cm)
pH 5 7 4.5
Edad promedio de cultivo (afios)| 7 afios 9 7 afios
Produccién Produccién
(Remital), (Remital),
Mezclas Triple 15 (dos Mezclas
Sistema de fertilizacion nérdicas, Remital veces al afio) nérdicas,
Agrimix + 600 g/ arbol Agrimix +
cloruro de cloruro de
potasio potasio
Porcentaje 10% 15% 40% 10%
Transitorio
. Maderable Abarco, , Maderable
Sombrio . . (Platano 40%)
Tipo (Nogaly Caucho, Ceiba (Nogaly
, Permanente
Cedro) y Tolda Cedro)
(Roble < 1%)
Riego N/A N/A N/A N/A
Si
Drenaje Sin drenaje Sin drenaje 3 Zanjas en Sin drenaje
una hectdrea
Nativa: 2 controles
. Controlada (2
controlada (2 | (abrilo mayo- | . N
Maleza N [uatro veces/afi{ veces al afio:
veces al afio: octubre y .
. ) abril y octubre)
abrily octubre) | noviembre)
Controlada (2 | 3 podas (abril, _ | Controlada (2
. Dos veces/afio .
Poda veces al afio: agostoy . veces al afio:
. ) Abril y octubre .
abrily octubre) | noviembre) abrily octubre)
Rendimiento (kg/hectdrea) 1500 1600 800 1500
indice de mazorca CCN-51 (14) 20 (CCN-51)
) 1C5-1 (22) 16 (FEC-2y | CCN-51(14)
(semillas/mazorca) FEC-2 (xx)

FLE-2)
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MAGDALENA MEDIO
Vista

VELEL]T LaQuiebra LaParcelita Cannes Chaparral BuenosAires
Hermosa

Zona agroecoldgica
Altitud (msnm) 920 900 900 1014.5 1230 1000
Temperatura promedio (°C) 24 24 24 23 24 25
Humedad promedio (%) 80 80 80 80 85 85
Precipitacion (mm/afio) 2600 2600 2600 2500 2600 3000
Suel Pl -
uelo , pendiente Pendiente Pendiente arimo Pendiente Pendiente
Topografia Pendiente
Arcillo- ) Arcilloso- Arcilloso- |Franco Areno{ Arcillo-
Textura Arcilloso .
Arenoso Arenoso Arenoso Arcilloso Arenoso
CIC (US/CM)
pH 5 4.8 5 5.2 5.8 4.5
Edad promedio de cultivo (a 5 9 4 11 7 6
15-15-15
Agrimins.
Enmienda
17-6-18-2y | 17-6-18-2y tripre 30 Rio ) |
PCMS,2 | Agrimins.2 Claro (P, Ca, |~ V¢
N N 17-6-18-2y | 2 vecesal afo, abril y
veces al afio, | vecesal afio, Agrimins. 1 0. abril Mg, S)y tub
r
Sistema de fertilizacién abrily abrily g |m|ns: ano, abTy | Nutrifoliar. N{ °C u' re
. . veces al afio, octubre (lluvias). 680
septiembre - | septiembre - A i X P-K. 2 veces L
abril (lluvias) (lluvias) N .. |gdivididoen
octubre octubre al afio, abril y
(lluvias) (lluvias) octubre
(lluvias). 680
gdivididoen
3
{ 0 0, 0/
Sombrio . 0% 30/0,’ 1 1 hectdrea 306,4'7 10/? 3 3 hectérea
Porcentaje hectdrea hectarea hectdrea
Tipo cedro rojo Cedro rojo Acacia
Riego 0
. 0 Sien el plano |Si en el plano
Drenaje
4 veces al 3 vecesal 3 vecesal 4 vecesal 3 vecesal 3 vecesal
Maleza afo afo afo afo afio afo
1vezal afio. | 1vezal afio, | 1 vezal afio. | 1 vezal afio,
" o Poda Poda Abril -Poda | Abril -Poda
1vezal afio | 2 vezal afio i ) 3 i
(despuésde | (despuésde | (despuésde | (despuésde
Poda fertilizacion) | fertilizacion) | fertilizacidn) | fertilizacion)
Regimen pluviométrico
1 CCN-51
o ) tonelada/me CCN-51 CCN-51 CCN-51 (16/kg) CCN- CCN51
Rendimiento (kg/hectarea) nsual. 2 (15/kg) (16/kg) (16/kg) 51:210 (15/kg)
hecta'rleas FEC-2 (16/kg) | FEC-2 (17/kg) |FEC-2 (17/kg)| 1CS-1:310
ICS-1 (18/kg)
CCN-51
indice de mazorca (16/kg)
(semillas/mazorca) FEC-2 (15/kg)
FLE-2 (14/kg)

Bajo Cauca  BajoCauca Magdalena

Lalsla La Candelaria Medio Urabd

Radiacién promedio 185.5 211.9 145.0 183.9
Radiacidon méaxima 1188.4 1032.7 1118.8 1181.0
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Anexo 1-5:  Ponencia: IV versiéon del Congreso Internacional De Investigacion E

Innovacion En Ingenieria, Ciencia Y Tecnologia De Alimentos - IICTA 2018

IICTA 2018
L%,
o

Innovacién, Sostenibilidad y Productividad
en el Sector Agroalimentario

Palmira, 6 de marzo de 2018

Estimad@ Autor(a)
Andrea Gil Garzén, M Sc.

Cordial saludo.

El Comité Académico de la IV versién del CONGRESO INTERNACIONAL DE INVESTIGACION E
INNOVACION EN INGENIERIA, CIENCIA Y TECNOLOGIA DE ALIMENTOS - IICTA 2018, evento
organizado por la Facultad de Ingenieria y Administracion de la Universidad Nacional de
Colombia Sede Palmira, informa que el trabajo titulado Aproximacion quimiométrica para
la diferenciacién de cacao bien fermentado proveniente de tres subregiones de Antioquia
de los autores Gil Garzén M.A., Jaramillo Garcés Y., Bedoya Vergara C., Llano Gil S.M.,
Londofio Londofio, J.A. ha sido aprobado para ser presentado en la modalidad Oral en el
1ICTA-2018 evento que se llevara a cabo en la ciudad de Cali en el Hotel Intercontinental del
16 al 18 de mayo del 2018.

Agradecemos su interés en participar en el evento.

Atentamente,

COMITE ORGANIZADOR IICTA 2018

Organiza:

3" UNIVERSIDAD

~¢ NACIONAL

+% DE COLOMBIA

Facultad de Ingenieria y Administracion
Sede Palmira
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Capitulo 2

Anexo 2-1:

Valores calculado con datos

Valores calculado con datos

Propiedades de la particula y parametro fluidodinamicos

Parimetro Dimensiones Expresion/Dependencia Cetrcos eales "“:’::y:fz::l’c:::’::l“!‘:" v Referencia
Densidad aireada 73067 73067 73067 Torrez 2013)
Propiedades
termofiscasdel Densidad compacta Dai Kq 111837 111837 T, Bart Plange & Baryeh(2003)
rano de cacao aireada
® m a‘é Bort- Plange & Baryeh{2003]; Coin, M Deshidratacion
Densidad particula 890.00 866.86 86606 e Almentes.Ed. Caa bieta oI tiempo, Ltzpaaps,p
A Viscosidad P Kg| 0.00001939 0.00001939 0.0dddp30 £ Software
termodindmicas compacta m
del aire Densidad 1.105 1.105 1 116 EES Software
Largo 0.25 0.25 qﬁ' Torrez (2013)
Ancho apente K 018 018 ditp Torrez (2013)
Alto Medido d-recﬁ-ﬂﬁe m) 013 013 fxral Torrez (2013)
Factor de forma k 0.72 0.72 072 Torrez (2013)
€ 8 —
Porosidad aminima delecho (el mk 021 035 035 Torrez (2013)
. mg
Porosidad minima de fluidiza (€mi) emf =1/475), Kg 051 046 o4 A Torrez 2013)
h— 1L
- Va5
e hrea superficie / 0000986016 0000986016 0.000986016 Torrez (2013)
grano de cacao " i
E l 0.87 0.87 0.87 Torrez(2013)
1
Masagrano Medido directamdge 0.00274 0.00274 0.00274 Torrez(2013)
Niedido directamente 000000375 000000375 000000375 Torres(2013)
0.00000245 0.00000245 0.00000245 4 Torrez (2013)
- : €
Dismetro equivalente ] Adimensionaboss 00193 [ ES Torrez (2013)
——
Didmetro efectivo 0.0138 0.0138 odm Torrez (2013)
AreaTotal 0.000001386 0.000001386 0.000001386 Torrez (2013)
75 DRt pat Vi /(emP o ) 1150 (1-en Dppa* 7 i — 2
Veloidad minima de fuldiacion 17500 e 4 150" oo vl epsional,, 208 1-—-5 Torer(2013)
Dp**pa*lps-pa)'e/u’ =0 P
Velocidad deoperacion 79 612 612 Torrez 2013)
Didmetro de: “‘"‘;‘;::"“ facamarade Medido directamette Adimensionaloss 039 039 Serway & Jewett (2005)
Didmetro deentrada deaireala torre Medido directamente 0334 0334 0.334 Serway & Jewett (2005)
vertcal
luidodi i Didmetro de entrada d atmosfé )l
RNl 10 oo e st Medido directamente 0.250 0.250 0.250 Serway & Jewett (2005)
Velocidad del areala entrada el equipo 192 148 149 Serway & Jewett (2005)
Alturaminima delecho H Medido directamente 0.08 0.08 0,07510,005 Torrez (2013)
Lmf=L(1-¢€)/(1 - emf
Alturaminima de fluidizacion Ly (1-a ) 013 0.10 0.09 Torrez (2013)
)
Caida depresion N "o Lmf(9s-9a)*(1-emf)*g 56.14 45.22 38136 Torrez (2013)
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Anexo 2 2:  Articulo sometido: A Computational and experimental study of acrylamide
formation in cocoa beans during drying process: effect of the precursor sugar

ANEXO 2-2

Computational and experimental study of acrylamide formation in cocoa beans during drying process:

effect of the precursor sugar
Maritza Gil', Pablo Ruiz?, Jairo Quijanoz, Julian Londono-Londono!
Summary

This paper presents a theoretical study at the HF/6-31 g (d) level for acrylamide formation from the reaction
between glucose or fructose with asparagine carried out in 333.1 5 343.15 K, simulating the drying conditions
cocoa beans during drying. The concentration of sugars studied were evaluated during fermentation, drying and

roasting for comparing their behavior.

The mechanism proposed consisted of four steps: addition (I), water elimination (II), decarboxylation (III) and
re-arrangement (IV), each step required of a cyclic transition state of four members and the rate-determining
step was the III. The glucose followed an elimination type E1-like and for the fructose was Elcb-like. The TS
of the III step showed an “early” character for both reactants and the whole reaction for this step was slightly

asynchronous.

The results shown that the reaction of acrylamide formation was favored for fructose rather than glucose (lower
energy barrier) and the comparison of these results with the concentration of the studied monosaccharides
during the stages of fermentation and drying of the cocoa nibs coincided with that the fructose decreased greater

than glucose.

The rate of reaction was favored with increasing temperature. Thermochemical properties not

previously reported for this reaction under the conditions studied, were reported.

Keywords: acrylamide, cocoa bean, drying. sugars, asparagine, elimination reaction.

! Grupo de investigacién de Ingenieria de Alimentos GRIAL. Corporacién Universitaria Lasallista. Caldas,
Antioquia - Colombia

2 Laboratorio de Fisicoquimica Organica, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de Colombia, Sede
Medellin AP 3840. Medellin, Colombia

Correspondence to: Maritza Gil — ingandreasil@gomail com; magil@unal edu.co
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Anexo 2-3:  Eficiencia térmica_Balance de masa y energia

Condicionesde  Condiciones
. . . . . Entrada al banco ) )
Parametro Simbologia Dimensiones . N salidade las de salidadel
de resistencias ) N
resistencias secador

Presién atmosférica 101.4 101.4 101.4
Presion de aire seco (tablas) Pas kPa 9.8 9.8
Humedad relativa rh % 0.7 0.1353 0.2396
Humedad absoluta w 0.008062 0.008062 0.0121
Temperatura bulbo seco Tdb °C 16.3 45 39.78
Temperatura bulbo himedo Twb °C 13.1 22.67 22.67
Temperatura de rocio Tdp °C 10.8 10.82 15.38
Densidad p 1.2 1.105 1.013
Propiedades termofisicasy termodindmicasdel gas  \[EWSLEN] n 0.00001806 0.00001939 0.00001914
Volumen especifico v 0.83 0.9123 0.9992
Difusividad térmica a 0.00002027 0.0002416 0.00002592
Calor especifico cp 1.019 1.021 1.028
Entalpia h 36.77 66.04 711
Entropia H 5.741 5.838 5.887

Parametro Simbologia Dimensiones

Velocidad del aire (1) 6.2
Condiciones de operacién Velocidad del aire (2) 5.1
Velocidad del aire (3) Vv 4.3
Humedad inicial base seca 1.2759821
Humedad final base seca 0.1603046
. L Humedad critica base seca 0.586290555
Propiedadesy parametros del producto
Cantidad 5.1
EMC (XE) experimental 0.102
289.5
318.15
r m 0.125
t h 2
Parala eficienciatérmica t h 43
t h 2
455.87

Dimensién ~ Expresién/Dependencia

Area del ducto A m? ar % 0.012 0.012 0.012 0.012 0.012 0.012
Presion de aire seco Fas kPa  |Fas = Pr = Ra(Paarissi) 91.64 91.64 91.64 91.64 91.64 91.64
-
Volumen especifico de aire seco Veus ™ 0.92 0.92 0.92 111 111 111
Densidad del aire seco corregido Pas ’%“ 1.09 1.09 1.09 0.90 0.90 0.90
kgva = P *
Densidad del aire total ar % Par = Pas * (1+0) 110 110 110 0.1 091 091
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Anexo 2-4:  Pdster: The First International Flavor and Fragrance Conference 2017

PONENCIA: “The First
International Flavor and

Fragrance Conference 2017”
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PHYSICAL-CHEMICAL METHODS THAT SUPPORT THE
SENSORIAL QUALITY OF A NOVEL VEGETAL MATERIAL OF
COCOA (THEOBROMA CACAO L) GROWN IN ANTIOQUIA -
COLOMBIA

Carolina Bedoya Vergara*, Maritza Andrea Gil Garzén*, Ana Maria Munioz*,
Julidn Alberto Londono*, Luis Danilo Porras Barrientos* *, Olga Lucia Martinez
Alvarez* * *Facultad de Ingenierias, Corporacién Universitaria Lasallista, Caldas,
Antioquia, Colombia, carolinavergara06@gmail.com; ingandreagil@gmail.com;
ana0626@gmail.com; jalondo@gmail.com* * Departamento de Alimentos,
Universidad de Antioquia, AA 1226, Medellin, Colombia, luis.porras@udea.edu.co;
olga.martinez@udea.edu.co
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Anexo 2-5:  Perfil quimico de los clones CCN-51, ICS-1, FLE-2 y FEC-2 provenientes
de Bajo Cauca, Uraba y Magdalena Medio

En las Tablas 1 y 2 se describen los resultados obtenidos de los analisis de acidez, pH,
extracto etéreo y compuestos volatiles realizados a los clones CCN-51, ICS-1, FLE-2 y
FEC-2 cosechados y sometidos a fermentacion en Bajo Cauca, Uraba y Magdalena Medio.
Entre los principales hallazgos se destaca que la acidez varié entre subregiones, pero al
final la concentracién de los iones de hidrogeno aportado por los acidos presentes en cada
clon calculados por el pH estuvieron en un rango cercano, asi para Bajo Cauca fue entre
5.8 y6.2, Uraba de 5.8 a 6, por ultimo para Magdalena Medio se reporté un pH entre 5.7 a
6.5, siendo en las tres localidades el CCN-51 el mas acido y el de menor acidez el FEC-2.
Con respecto al Extracto Etéreo el porcentaje mas elevado lo presenté el FLE-2 (> 50 %),
los demas estuvieron por debajo.

Los compuestos volatiles se redujeron a siete compuestos lo que concuerda con lo
esperado para un cacao crudo sin que haya pasado por un proceso de fermentacion y
secado para formar compuestos volatiles responsables de las reacciones no enzimaticas
o como resultados de rutas metabdlicas de ciertos microorganismos. Los grupos
funcionales que se reportan corresponden a cetonas, alcoholes, aldehidos y el linalool que
es un terpeno con un alcohol con descriptores frutales, florales, fresco, verde, miel, citrico,
entre otros enunciados en la siguiente Tabla.

El clon que presenté mayor numero de compuestos volatiles fue FEC-2 en Magdalena
Medio (6), seguido por Uraba (5) y finalmente por Bajo Cauca (4) presentes principalmente
a los clones regionales FEC-2 y FLE-2. Puesto al CCN-51 que en Magdalena Medio solo
fue descrito por un volatil asociado a un descriptor dulce y citrico que también esta presente
en las otras dos subregiones, pero en Uraba presentd un descriptor diferenciado a miel y
rosas, que podria tener un impacto alto ya que es el clon en mayor proporcion en la mezcla
FLE-2 tiene cuatro volatiles en las tres subregiones y lo que diferencia a Magdalena Medio
es el descriptor a miel, en cambio en U se asoci6 a atributos dulce, frutal, miel y rosas.
Finalmente, ICS-1 en Bajo Cauca se distingue por lo dulce y citrico y a al ICS-1 proveniente
de Magdalena Medio y Uraba tienen descriptores a: dulce, frutal miel, rosas y floral.
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Tabla 1: Descripcion bromatoldgica y quimica de los clones obtenidos en Bajo Cauca, Uraba y Magdalena Medio.
. CCN-51- | ICS-1- |FLE-2-| FEC- CCN-51 ICS-1
Parametro BC BC BC 2BC U U FLE-2-U | FEC-2-U | CCN-51-M | ICS-1-M | FLE-2-M | FEC-2M
Acidez expresada
en acido acético 0,74 0,57 0,49 0,28 0,40 0,65 0,79 0,64 0,51 0,26 0,29 0,21
% plp
Acidez expresada
en acido lactico 1,10 0,86 0,74 0,43 0,60 0,98 1,18 0,96 0,77 0,39 0,43 0,31
% plp
Acidez expresada
en acido citrico 0,78 0,61 0,52 0,30 0,43 0,70 0,84 0,68 0,55 0,28 0,30 0,22
% plp
Acidez expresada
en acido malico 0,82 0,64 0,55 0,32 0,45 0,73 0,88 0,71 0,57 0,29 0,32 0,23
% plp
Acidez expresada
en acido oxalico 0,55 0,43 0,37 0,21 0,30 0,49 0,59 0,48 0,39 0,20 0,21 0,16
% plp
Acidez expresada
en acido succinico 1,45 1,13 0,97 0,56 0,79 1,28 1,54 1,26 1,01 0,51 0,56 0,41
% plp
pH 5,83 6,06 6,13 6,20 5,80 5,79 5,82 6,00 5,74 6,30 6,40 6,50
Humedad
(kg agua’kg cacao 0,33 0,40 0,35 0,35 0,38 0,41 0,34 0,41 0,34 0,34 0,32 0,34
humedo)
Extracto etéreo, % 47,37 4532 | 52,29 | 47,37 44,78 44,71 51,12 43,75 41,44 42,66 53,18 41,52
Tabla 2: Contenido de volatiles en clones crudos provenientes de Bajo Cauca, Uraba y Magdalena Medio
. CCN-51-| ICS-1- | FLE-2- FEC- | CCN-51- CCN-
Parametro BC BC BC 2BC ) ICS-1-U | FLE-2-U | FEC-2-U 51-M ICS-1-M | FLE-2-M | FEC-2M
1-Butanol, 3. | TR 1614 | 1616 | 16,18 | 16,20 16,20 16,19
V2 methyl- (min)
frutal Area 7008830 | 10161622 | 8526003 | 3072457 3966045 2308797
,85 ,36 ,57 65 ,29 ,66
2-Heptanol (n.::ﬂ 20,39 20,45 20,38 20,37 20,37 20,40 20,36 20,42 20,41 20,35 20,34
V5 | Dulce, citrico Area | 2241000 | 427614, | 2548229 | 5470903 | 732342, 1837797 | 5014713 | 649291, | 1052435 | 6203042 | 8042211
79 44 .21 .90 29 .90 62 46 ,09 .06 .32
2-Nonanone TR
Cacaoherbal, | (min) 23,07 | 2314 23,08 23,05 | 23,09
V8 | duice, futal, hrea 8218865 | 1453045 5787236 9113323 | 4458339
queso 28 45 A7 ,70 ,59
TR 1 2697 2693 | 2694 26,96 | 2694 2691 | 26,92
V16 2-nonanol (min)
Area 440162, 2807846 | 1095840 621858, | 2199225 3368318 | 2713262
89 ,66 ,13 06 ,62 .32 ,35
Linalool | TR 27,67 27,67 27,65
V20 Floral, frutal (min)
(suave) Area 947124, 995663, 1107479
07 20 .67
Benzeneacetal | TR
dehyde (min) 30,78 30,75 30,78
V31 Verde, dulce,
floral, clavo, Area 1787625 3572559, 1504157
miel, cacao 73 31 ,59
Phenylethyl | TR 3768 | 37.70 37.76 37,71
V40 Alcohol (min)
Miel, rosas Area 3018213 | 3385205, 596918, 1760017
73 10 39 ,13
CCN-51 | ICS-1 FLE-2 FEC-2 | CCN-51 1ICS-1 FLE-2 FEC-2 | CCN-51| ICS-1 FLE-2 FEC-2




