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RESUMEN

El cacao es un alimento muy consumido con efectos beneficiosos para la salud
humana y en Colombia, como estrategia para la sustitucion de cultivos ilegales (cultivo
de coca), tanto el Ministerio de Agricultura como el gremio cacaotero promueven la
siembra de cacao, y lo consideran un producto que genera una alternativa ambiental,
econdmica y social en zonas del posconflicto como el Catatumbo (Norte de Santander).
La fermentacion, el secado y el tostado del cacao, como operaciones del proceso de
elaboracion del chocolate, tienen una influencia importante en sus caracteristicas
sensoriales y nutricionales; por lo tanto, también podrian influir en la bioactividad del
cacao (Hurst et al., 2011; Tonfack-Djikeng et al., 2018). De acuerdo a lo anterior, un
objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de estas etapas y en especial las
condiciones de tostado del cacao sobre su capacidad antioxidante y las modificaciones de
la microbiota intestinal después de la digestion-fermentacion in vitro. Se analizaron HMF
y furfural, marcadores quimicos de pardeamiento no enzimatico, en cacao en polvo sin
tostar y tostado a diferentes temperaturas. La capacidad antioxidante disminuyo con el
tostado, probablemente debido a la pérdida de compuestos fendlicos durante el
calentamiento. Por otro lado, el HMF y el furfural aumentaron durante el tostado debido
al aumento de las temperaturas. Ademas, el cacao en polvo tostado y sin tostar tuvo
diferentes efectos en las comunidades microbianas intestinales. El cacao tostado
favorecio la produccién de butirato mientras que el cacao sin tostar favorecio la
produccion de acetato y propionato de manera significativa. Ademas, el cacao tostado y
sin tostar produjo comunidades microbianas intestinales significativamente diferentes en
términos de composicién. Aunque muchas bacterias se vieron afectada Veillonella y

Faecalibacterium fueron algunas de las mas discriminantes; mientras que el primero es
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un productor de propionato, el segundo es un productor de butirato que también se ha
relacionado con efectos positivos sobre la salud inflamatoria del intestino y el sistema
inmunoldgico. Por lo tanto, el cacao tostado y sin tostar (independientemente de la
temperatura de tostado) estimula el crecimiento de bacterias benéficas con efecto

prebiotico y una produccién de diferentes AGCC.

Para la incursion exitosa del cacao en el mercado europeo es requisito la calidad del
producto y la adaptacién a regulaciones tales como el Reglamento UE N.° 488 de 2014,
en cuanto a los niveles maximos de cadmio para productos especificos de cacao y
chocolate. De acuerdo a esto, se determind el tipo de suelos y el contenido de metales
pesados tanto en suelos como en hojas y granos de cacao en dos zonas productoras de los
municipios del Zulia y Tibd mediante absorcion atomica. En los suelos muestreados se
realizaron también analisis fisicos (textura) y quimicos (pH, materia organica, CIC,
elementos minerales). Los resultados mostraron que los suelos poseen condiciones acidas
para el cultivo de cacao. En promedio, en las dos cosechas anuales, el 46% de las muestras
de granos, 100% de las hojas y 50% de la cascarilla analizadas superaron el valor maximo
de cadmio establecido en la resolucion europea. Valores altos de Al, Ca, K, Mny Zn en
las hojas, fueron semejantes tanto en la zona del Zulia, como de Tibu. El pH, % de arcilla,
Al, Mg, Mn y Zn fueron las variables que tuvieron mayor correlacion con la
concentracion de metales pesados. Se planted una alternativa con el uso de carbones
bioactivos a partir de los subproductos del cacao para la remediacion de los suelos
contaminados y se encontro que el bio carbdn (Cacaochar) obtenido a partir de un residuo
organico de la produccion de cacao (cascara de la mazorca del cacao) presento buena
capacidad de remediacion de cadmio. El uso de los SCGenar, bioactivo rico en C, mostro

un aumento importante en la concentracion de CO en los suelos.
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ABSTRACT

Cocoa is a widely consumed food with beneficial effects for human health and in
Colombia, as a strategy for the substitution of illegal crops (coca cultivation), both the
Ministry of Agriculture and the cocoa union promote the planting of cocoa, and consider
it a product that generates an environmental, economic and social alternative in post-
conflict areas such as Catatumbo (Norte de Santander). The fermentation, drying and
roasting of cocoa, as operations in the chocolate making process, have an important
influence on its sensory and nutritional characteristics; therefore, they could also
influence cocoa bioactivity (Hurst et al., 2011; Tonfack-Djikeng et al., 2018). According
to the above, an objective of this work was to determine the effect of these stages and
especially the cocoa roasting conditions on its antioxidant capacity and the changes in the
intestinal microbiota after digestion-fermentation in vitro. HMF and furfural, chemical
markers of non-enzymatic browning, were analyzed in unroasted and roasted cocoa
powder at different temperatures. The antioxidant capacity decreased with roasting,
probably due to the loss of phenolic compounds during heating. On the other hand, HMF
and furfural increased during roasting due to increased temperatures. Additionally,
roasted and unroasted cocoa powder had different effects on gut microbial communities.
Roasted cocoa favored butyrate production while unroasted cocoa significantly favored
acetate and propionate production. Furthermore, roasted and unroasted cocoa produced
significantly different gut microbial communities in terms of composition. Although
many bacteria were affected, Veillonella and Faecalibacterium were some of the most
discriminating; while the former is a propionate producer, the latter is a butyrate producer
which has also been linked to positive effects on inflammatory gut health and the immune
system. Therefore, roasted and unroasted cocoa (regardless of the roasting temperature)
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stimulates the growth of beneficial bacteria with a prebiotic effect and the production of

different SCFAs.

For the successful incursion of cocoa in the European market, the quality of the
product and the adaptation to regulations such as the EU Regulation No 488 of 2014,
regarding the maximum levels of cadmium for specific cocoa and chocolate products, are
required. According to this, the type of soils and the content of heavy metals were
determined both in soils and in cocoa leaves and beans in two producing areas of the
municipalities of Zulia and Tibu by atomic absorption. Physical (texture) and chemical
(pH, organic matter, CEC, mineral elements) analyzes were also performed on the
sampled soils. The results showed that the soils have acidic conditions for cocoa
cultivation. On average, in the two annual harvests, 46% of the grain samples, 100% of
the leaves and 50% of the husks analyzed exceeded the maximum value of cadmium
established in the European resolution. High values of Al, Ca, K, Mn and Zn in the leaves
were similar both in the Zulia and Tibu areas. The pH, % of clay, Al, Mg, Mn and Zn
were the variables that had the highest correlation with the concentration of heavy metals.
An alternative was proposed with the use of bioactive carbon from cocoa by-products for
the remediation of contaminated soils and it was found that the biochar (Cacaochar)
obtained from an organic residue of cocoa production (cocoa pod husk) presented good
cadmium remediation capacity. The use of SCGenar, bioactive rich in C, showed a

significant increase in the concentration of CO in soils.
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1. INTRODUCCION
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1.1 CACAO: CARACTERISTICAS BOTANICAS E IMPORTANCIA

ECONOMICA

1.1.1 Theobroma cacao L.

El cacao (Theobroma cacao L.) es una planta tropical originaria de México, cuyo
fruto es una baya eliptica de color amarillo, rojo, morado o pardo oscuro, en cuyo interior
se encuentran semillas a las cuales se les denomina cacao en grano una vez fermentadas,
limpias y secas (Figueira et al., 1994; Powis et al., 2011). El arbol de cacao (Theobroma
cacao L.) pertenece al Orden Malvales, a la familia esterculiacea, al género Theobroma

y la especie cacao.

El arbol del cacao se cultiva en las regiones tropicales, para su produccion los
elementos constituyentes del clima que tienen un mayor peso son la precipitacion,
temperatura, altitud y humedad. El cacao no soporta temperaturas bajas, lo que influye
en la formacién de flores y madurez del fruto. EI rango de temperatura promedio anual
va de 23°C a 30°C, siendo el 6ptimo de 25°C. Se cultiva casi desde el nivel del mar hasta

los 1200 metros sobre el nivel del mar (msnm), siendo el 6ptimo de 500 a 800 msnm.

La planta es sensible a la falta de agua pues los estomas de las hojas se cierran aun
con pequefios cambios en el contenido de agua en ellos, en casos extremos los tejidos
mueren y las hojas se caen (Enriquez, 1985). Requiere de una humedad relativa anual
promedio de entre el 70% y 80% (Enriquez, 1985; Gomez-Aliaga et al., 2014). La
plantacion de cacao requiere de una buena sombra (50%), generalmente esta se hace
usando productos maderables o plantas como el platano, que a la vez cumplen la misién

de contribuir a mejorar la economia del productor (Enriquez, 1985; Batista, 2009).
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Generalmente hay dos etapas de fructificacion y recoleccion, la cosecha mayor y
cosecha menor, la primera se da en el primer semestre del afio y la segunda durante los
meses de octubre hasta enero, aunque el arbol puede florecer todo el afio, siempre que no
haya periodos de sequia o variaciones de temperatura muy severas (Batista, 2009). Al
principio de la época de lluvia aparecen las flores y son polinizadas por insectos. Las
mazorcas, que brotan del tronco principal y de las ramas de la copa, se desarrollanen 5o
6 meses, el estado optimo de madurez se puede observar por cambios en el color de la

superficie de la mazorca (Figura 1).

Figura 1. Arbol de cacao, plantaciones en Tibl y El Zulia, Norte de Santander, Colombia

La caracterizacion morfoldgica de frutos y de semillas se realiza con base en
descriptores, dentro de los més utilizados estan los de Engels et al. (1980), un descriptor
comunmente utilizado es la forma de la mazorca del cacao, la cual es variable, puede ser
ovalada, eliptica, oblongo, orbicular o amelonado, entre otras, tiene aproximadamente
entre 15 a 25 cm de largo, 8 a 10 cm de diametro de ancho, posee una cascara carnosa de

20 mm de grosor y pesa entre 300 a 400 g.
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El color de la mazorca presenta varias tonalidades, pero en realidad existen dos
colores basicos, el verde y el color rojo, el verde es especifico del cacao Forastero, en
tanto que en el cacao Criollo y Trinitario estan presentes los colores rojo y verde. Las
superficies de las mazorcas pueden ser lisas o fuertemente rugosas, con surcos
superficiales o profundos y lomos individuales o pareados (Batista, 2009). La cascara o
perocarpio estd formado por tres partes: el exocarpo o seccion exterior (tejido epidérmico
de espesor variado). La segunda capa o0 mesocarpio (células semi-lefiosas bastante duras)
y la capa interior 0 endocarpio (carnosa y suave). Influye en el tiempo de maduracion del
fruto el genotipo y el medio ambiente (Enriquez, 1985). Una mazorca contiene entre 25
y 50 semillas cubiertas de una pulpa gelatinosa y agridulce, denominada mucilago, que

contiene un alto grado de azucar (Figura 2).

Figura 2. Mazorca de cacao recién cosechada producida en Norte de Santander, Colombia

De los tres tipos de cacao (criollos, forasteros e hibridos) desde el punto de vista de
la calidad, los criollos, son los mas finos, caracterizados por su agradable sabor y
exquisito aroma (Hardy, 1961; Vera, 1993; Figueira et al., 1994; Motamayor et al., 2008;

Aranzazu et al., 2009; Batista, 2009; Bhattacharjee, 2018).
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La semilla del cacao es mas bien un ovulo del interior del ovario de la flor,
fecundado y desarrollado, que luego de su desarrollo y maduracion constituye la mazorca
(Batista, 2009). Las semillas, después de la fermentacion y el secado (Figura 3), se

denominan granos o almendras de cacao (Fedecacao, 2004).

Figura 3. Granos secos de cacao, producido en Norte de Santander, Colombia

Segun la Organizacion Internacional del Cacao (ICCO) el cacao criollo, fino y de
aroma (FFC, por su sigla en inglés) se diferencia del cacao a granel por sus sabores finos
que incluyen frutas (frescas y doradas, frutas maduras), notas florales, a base de hierbas
y madera, nueces y notas caramelizadas, asi como bases de chocolate ricas y equilibradas

(ICCO, 2017).

Los FFC poseen ademas factores diferenciadores como el origen, contenido de
compuestos bioactivos, certificaciones de producto, trazabilidad, entre otros; por todo ello
los mercados especificos pagan buenos precios por este producto (Elwers et al., 2009;
Rios et al., 2017). Una considerable parte del cacao colombiano se cataloga en esta

categoria (ICCO, 2016).
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En Sudamérica para evitar el ataque del hongo Moniliophthora perniciosa
(Escoba de Bruja) especialmente en los cacaos criollos, se hicieron cruzamientos
dirigidos entre materiales Amazénicos y Trinitarios, dando origen a los cacaos trinitarios,
los cuales conservan las caracteristicas de cacao fino y de aroma como herencia Trinitaria
(Aranzazu et al., 2009). Los cacaos hibridos (clones) resultan del entrecruzamiento sexual
de dos arboles tras un proceso de seleccién, tratando de generar determinadas
caracteristicas deseables como calidad, productividad, precocidad productiva, respuesta
a plagas y enfermedades, entre otros. Los clones conservan las caracteristicas

morfologicas y fisiologicas de la planta madre.

1.1.2 Producciony economia del cacao

Aproximadamente el 75% de la produccion de cacao proviene de Africa, liderado
por Costa de Marfil, Ghana y Nigeria (Figura 4) con algunas cantidades importantes
provenientes de la Republica Dominicana, Ecuador, Indonesia y Perd (Lernoud et al.,

2018).
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Figura 4. Origen del cacao comercializado en Europa (2020-2021), (ICCO, 2021)
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El 70% del cacao es producido por pequefios agricultores cuyos ingresos
dependen entre un 60 a 90 por ciento de este producto y generalmente es transformado de

manera artesanal (\Voora et al., 2019).

El cacao y sus productos relacionados se consumen en gran cantidad en todo el
mundo, principalmente debido a su agradable sabor. De hecho, el cacao en grano
exportado en 2017 alcanz6 un valor de mercado de USD 8,6 mil millones y se espera que
esta cifra siga creciendo, alcanzando un valor de USD 16,3 mil millones en 2025 (Voora
et al., 2019). Segln un reporte de ICCO los precios del cacao en polvo en Europa
aumentaron (44%) en abril de 2021 en comparacién con sus valores registrados un afio

antes (ICCO, 2021).

Por otro lado, la industria del chocolate tuvo un valor de mercado de USD 106,19
mil millones en 2017 y se pronostica que crezca a USD 189,9 mil millones para 2026
(Voora et al., 2019). Estas cifras solo dan una idea de la importancia de la industria del

cacao Y el chocolate en todo el mundo.

1.1.3 El cacao en Colombia

En un estudio sobre el contexto de la produccion, comercializacion y un
diagnostico de la problematica del cacao en Colombia, Cely (2017) y Ledn et al. (2019),
concluyeron que en dicho pais, como politica del posconflicto y la erradicacion de los
cultivos ilicitos, el cultivo de cacao (Theobroma cacao L.) se ha convertido en una
alternativa de sustitucion, unida a ventajas comparativas como la ubicacion geogréfica,
la multifuncionalidad y la innovacién del producto y las grandes posibilidades de su

insercion en los mercado internacionales y por ende la mejora en la estabilidad econdmica
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de la regidn del Catatumbo en Norte de Santander, Colombia, zona que durante afios fue

azotada por la violencia.

En Colombia, a partir de 1997, la Federacion Nacional de Cacaoteros (Fedecacao)

promovid el cultivo de diferentes clones (Tabla 1).

Tabla 1. Muestra de clones de cacao hibrido cultivado en Colombia (Aranzazu, 2009)

ITEM CLON NOMBRE ORIGEN/CARACTERISTICAS

1 CCN 51 Coleccién Castro Ecuador, obtenido de cepas de cacao de

Naranjal Iquitos y Criollo; de forma amelonada,
resistente a plagas y de alta productividad.

2 ICS 95 Imperial College Trinidad, mazorca de color rojo, forma
Selection amelonada, tolerante a enfermedades.

3 ICS 60 Imperial College Colombia, buena productividad, baja
Selection precocidad

4 ICS 39 Imperial College Cacao fino, buen rendimiento industrial
Selection

5 SCC 61 Seleccion  Colombia Colombia, material de alto rendimiento
Corpoica

6 FSA 13 Fedecacao Saravena Colombia, hibrido trinitario

Un informe de la Fedecacao sefiala que en Colombia se registra un nuevo récord en
produccion de cacao pasando de 63.416 toneladas en 2020 a 69.040 en el 2021, dejando
ver un crecimiento del 8.9% (Fedecacao, 2022). Durante el afio cacaotero 2019-2020
segun ICCO, Colombia ocupa el décimo puesto como productor de cacao en el mundo y

el quinto lugar en Latinoamérica (Fedecacao, 2021).

Segun un estudio realizado por Abott et al. (2018) la region de mayor produccion de
cacao es Santander, departamento que representa el 31,2 % del total del &rea sembrada y
el 40,9 % de la produccion total del pais, le siguen en orden de produccion Antioquia 9%,

Arauca 8%, Tolima y Huila 7% (Figura 5).
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Figura 5. Municipios productores de cacao en Colombia (Abott et al., 2018)

Colombia export6 60 toneladas de cacao durante el periodo 2018-2019 y es uno de
los paises productores mundiales de cacao fino y de aroma, materia prima usada para la
fabricaciéon de chocolates y reposteria de alta calidad principalmente en el mercado

europeo (Fedecacao, 2020; ICCO, 2016).

1.1.4 Procesado del cacao

Para el desarrollo de su cultivo se consideran como factores criticos el tipo de suelo,
las caracteristicas fitogenéticas de la planta (Perea et al., 2011; Fedecacao, 2012) y
factores climaticos como temperatura, radiacion solar, lluvia y en algunos casos el viento

(Enriquez, 1985; Batista, 2009).
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Perea et al. (2011) deducen que las caracteristicas fitogenéticas, fisicas, quimicas y
organolépticas varian segun el lugar de produccion y estos factores a su vez influyen de
manera significativa en la calidad del grano de cacao para su comercializacion y
procesamiento como chocolate (Hii et al., 2009). Igualmente, Contreras (2017) expone
que el “desarrollo de las caracteristicas de sabor y aroma y la ausencia de sabores
secundarios, especialmente humo, moho y excesiva acidez, son fundamentales para la
catalogacion de los cacaos finos y de aroma, y estan relacionadas con el lugar de origen

del grano, el genotipo utilizado, la fermentacion, el secado y tostado”.

El proceso poscosecha o beneficio del cacao incluye los procesos de fermentacion,
secado, tostado y almacenamiento (Fedecacao, 2012; Quintana y Garcia, 2021). Inicia
con la adecuacion de las mazorcas de cacao (corte de la mazorca y desgranado), y
continua con la fermentacion de los granos de cacao (Figura 6) el cual generalmente se
realiza en cajones de madera y se cubre con hojas de la planta de platano (Musa

Paradisiaca).

La fermentacion contribuye a generar cambios de caracter bioquimico y fisico en
todas las estructuras del grano, se originan los compuestos precursores del aroma y el
sabor del mismo, asi como la oxidacion de los polifenoles y cambios notables del pH
(Wollgast y Anklam, 2000; Camu et al., 2008; Hii et al., 2009; Fedecacao, 2012;
Rodriguez-Campos et al., 2012; Calvo et al., 2021; Quevedo-Guerrero et al., 2022). Una
investigacion realizada en zona cacaotera de México, se encontrd que el proceso de
fermentacion tuvo un efecto mayor en el perfil de compuestos volatiles que el secado

(Rodriguez-Campos et al., 2012).

Para almacenar los granos fermentados, desarrollar el sabor, y evitar la
contaminacion con mohos se realiza el secado. Este proceso, que disminuye el contenido

de agua, acidez y astringencia de la almendra, se realiza para reducir la humedad hasta
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alcanzar valores del 7 a 8 % (Jinap y Thien, 1994). Humedades superiores favorecen la
formacion de &cidos grasos libres e incluso alta concentracién de acidez en los
cotiledones, mientras que valores menores hacen el producto mas susceptible a fracturas

y pérdida de aroma y sabores (Amores et al., 2010; Fedecacao, 2012).

Figura 6. Fermentacion de los granos de cacao en cajon de madera y cubierto con hoja de platano

El método mas utilizado por los productores es el secado solar al aire libre, aunque
algunos estudios (Di Mattia et al., 2013; Barrientos et al., 2019) han propuesto el uso de
techos utilizando lonas, materiales de plastico y aire forzado (Figura 7). En esta etapa se
debe remover la masa de cacao frecuentemente para conseguir una distribucion uniforme
del calor y lograr el secado uniforme, en un tiempo de 5 a 7 dias, con temperaturas

promedio de 30°C y 70% de humedad relativa.
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Figura 7. Secado del cacao colocado estructura de madera mediante radiacion solar y usando
techo con lamina de pléstico en Tibu, Norte de Santander, Colombia

Durante el secado del grano contintan algunos procesos de transformacion fisica y
quimica que no se completaron mientras el grano se fermentaba. Finaliza la oxidacion y
transformacion de los polifenoles, desaparece por completo el color violeta de las
almendras, con lo cual el grano se torna totalmente marron, generando caracteristicas
organolépticas deseables (Fedecacao, 2012; Nigam and Singh, 2014; Schwan, 2015;

Pineda et al., 2017).

Los granos de cacao contienen una cantidad significativa de polifenoles, alrededor
del 10% del peso seco del grano segin Hardy (1961), del 12 al 18 del peso segln Bravo,
(1998), y del 6 al 8% segilin una revision de varios autores realizada por Zyzelewicz et al.
(2016). Los polifenoles se modifican o degradan hasta cierto punto durante la
fermentacion, secado y tostado afectando la actividad antioxidante (Kongor et al., 2013;
Afoakwa et al., 2015). En un estudio realizado en Ecuador por Quevedo-Guerrero et al.
(2022) se concluye que los granos de cacao con alto porcentaje de grasa presentan baja

actividad antioxidante y viceversa.
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La concentracion de polifenoles en las semillas de cacao secas y libres de grasa
oscila entre el 15-20% (p/p) y estan constituidos por un 37% de catequinas, un 4% de
antocianinas y un 58% de proantocianidinas (Wollgast y Anklam, 2000; Perea et al.,

2009).

Estas variaciones en las caracteristicas fitogenéticas, fisicas, quimicas y
organolépticas dependen del lugar de produccion, variedad genética, tipo de suelos,
procesos pre y poscosecha, entre otros y estos factores a su vez influyen de manera
significativa en la calidad del grano de cacao para su comercializacion (Wollgast y

Anklam, 2000; Hii et al., 2009; Perea et al., 2009; Kongor et al., 2013).

El tostado es una operacién importante del procesado del cacao, que determina en
gran medida la aceptacion sensorial de los consumidores, se genera el color, aroma y
sabor de sus derivados. El cacao sufre un pardeamiento adicional al observado durante
las etapas previas de fermentacion y secado. En este pardeamiento participan maltiples
reacciones, como oxidaciones y polimerizaciones de polifenoles, degradacion de
proteinas, caramelizacion y la reaccion de Maillard (Ortiz et al., 2019; Oracz y

Zyzelewicz., 2019).

Segun Misnawi et al. (2005) durante el tostado del cacao se disminuye la capacidad
de interaccion de los polifenoles con las proteinas y esto, a su vez, provoca que se

disminuya la astringencia durante la elaboracion del chocolate.

Los granos de cacao tostado, se dejan enfriar a temperatura ambiente y
posteriormente se realiza el descascarillado mediante un proceso fisico. Generalmente los
granos son introducidos en la maquina descascarilladora donde pasan a través de rodillos
de goma o de acero que los rompen, liberando fragmentos de cascarilla con particulas de
cotiledon del cacao que se denominan nibs de cacao. Luego una segunda griva vibratoria

separa completamente estos dos tipos de particulas (cascarilla y nibs). La cascarilla debe
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ser removida para evitar que el licor de cacao presente estas impurezas (las cuales pueden
estar contaminadas con trazas de metales toxicos) y adcionalmente se afecte la textura

final de los productos a elaborar (Quintana y Garcia, 2021).

Para la molienda y refinado se parte de los nibs de cacao, los cuales por accion
mecanica de un sistema de rodillos de granito denominado “melangeur”, o mediante
molino de bolas de acero, generan una fase liquida del cacao hasta obtener un tamafio de
particula de 17 pm (micrémetro o micrén en plural y micra en singular) y asi se obtiene
mediante procesos industriales, el licor de cacao, producto pastoso que es la base para los

diferentes preparados de chocolate (Quintana y Garcia, 2021).

El contenido de polifenoles y la actividad antioxidante del chocolate, segun
Fernandez et al. (2014), es mayor a medida que se incrementa el contenido de sélidos de
cacao, sin embargo su concentracion es influenciada por la temperatura y tiempo del
tostado, conchado y alcalinizacion, ademas de los factores ya descritos en las etapas
anteriores del proceso de beneficio (Tomas-Barberan et al., 2007; Di Mattia, 2013;
lannonne et al., 2014; Albertini et al., 2015; Zyzelewicz et al., 2016; Oracz y Zyzelewicz.,

2019).

El tiempo y la temperatura de tostado producen diferentes reacciones quimicas,
como la reaccion de vitaminas, reaccion del grupo carbonilo de un azucar reductor que
pueden llevar a la formacién de componentes indeseables como acrilamida, furfural y 5-
hidroximetilfurfural (5-HMF) (Rannou et al., 2016). Sin embargo, Sacchetti, et al. (2015)
encontraron que los procesos de tostado a alta temperatura y corto tiempo (HTST)
minimizan el grado de reaccion de pardeamiento, y aunque el hidroximetilfurfural (HMF)

aumenta exponencialmente con el tiempo de tostado, su contenido final disminuye.

Una temperatura de procesamiento alta puede promover la oxidacion de lipidos y

el pardeamiento no enzimatico, que tienen la propiedad de disminuir el valor nutricional
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de los alimentos al provocar una pérdida de acidos grasos esenciales, aminoacidos

esenciales y carbohidratos digeribles (0,1 a 0,8 g/kg) (Djikeng et al., 2018).

Otros autores han encontrado en cacao y otros alimentos que durante la reaccion de
Maillard se generan compuestos con actividad antioxidante o prebiotica, lo cual redunda
en beneficios para la salud (Tsao, 2010; Tzounis et al., 2011; Hooper et al., 2012;

Pastoriza y Rufian-Henares, 2014; Sarria et al., 2020).

Evaluacidn sensorial

La evaluacion sensorial es un sistema especializado de control de calidad,
fundamentado en la catacion o degustacion de alimentos mediante el uso de los érganos
de los sentidos de consumidores o catadores entrenados, cuyos resultados se analizan

estadisticamente (Anzaldla, 1994; Bourne, 2002; Stone y Sidel, 2004).

Existen diferentes pruebas y métodos de evaluacion sensorial segun la finalidad
para la que se efecte. De forma general se aplican cuando un juez expresa su reaccion
subjetiva ante el producto, indicando el grado de preferencia, de gusto o disgusto y de
satisfaccion que pueda presentar un panelista por un producto determinado (prueba
afectiva); cuando se desea averiguar si existen o no diferencia entre dos 0 mas muestras
0 productos (pruebas discriminativas) y al tratar de describir y medir las diferencias que
se puedan presentar (pruebas descriptivas) (Anzaldia, 1994; Meilgaard et al., 2006;

Lawless, y Haymann, 2010).

El cacao, por su gran demanda a nivel mundial, requiere evaluar su calidad sensorial
de sabor y aroma para lograr la aceptacion en los mercados internacionales y para ello se

han establecido pruebas sensoriales especificas donde es importante seleccionar y
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describir los atributos a evaluar (Faria y Yotsuyanagi, 2002; Fadel et al., 2006; Sanchez,

2007; Ramos et al., 2013; Moreno et al., 2019; Calvo et al., 2021).

En Colombia, la Federacién Nacional de Cacaoteros (Fedecacao) como apoyo a
productores y transformadores de cacao, conformé un panel entrenado de catadores que
ofrece los servicios de asesoramiento y realizacion de pruebas de evaluacién sensorial de
cacao con el fin de determinar si un licor presenta deficiencias o un adecuado manejo del

proceso pos cosecha de las almendras.

En la mayoria de alimentos las propiedades sensoriales requieren ser descritas como
una combinacién o agrupacion de varias caracteristicas que conforman el atributo y para
ello se hace uso de los perfiles sensoriales. En Colombia, la normas NTC 4934 de 2001
(Guia general para establecer un perfil sensorial) establece los criterios para la realizacion
de este andlisis, el cual, segun Anzaldua et al. (1994), consiste en una “descripcion
minuciosa de atributos sensoriales identificables (descriptores), que conforman el sabor
o textura, seguida de una medicion de cada uno de ellos, cuyos resultados se representan
en forma de grafica”. En el caso del cacao se han establecido descriptores caracteristicos

de este grano.

El perfil de sabor es usado para detectar pequefios cambios en el sabor de un
producto que esté siendo evaluado. Este tipo de perfil es empleado en la industria de
alimentos para desarrollar y mejorar sabores, asi como para detectar olores desagradables
(Anzaldua et al., 1994; NTC 3929 del 2009). En el presente proyecto los descriptores
tenidos en cuenta se analizaron en tres grandes grupos: sabores béasicos, sabores
especificos y sabores adquiridos, adicionalmente se realizd6 prueba de corte y

cuantificacion de defectos en 100 granos.
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1.1.5 Subproductos del proceso poscosecha del cacao

El fruto de la planta de cacao, denominado mazorca o nuez de cacao, posee una
longitud aproximada entre 15 y 25 centimetros de largo por 10 de ancho, donde cada arbol
produce entre 10 a 20 frutos, de diferentes colores en su parte exterior, segun la variedad
y la madurez del fruto. Los arboles de cacao producen frutos durante todo el afio, aunque
hay dos grandes cosechas, por tanto, la recoleccién es constante. Los frutos sanos y
maduros se separan de las plantas y se procede a abrir la mazorca con un machete corto,
haciendo un corte longitudinal, teniendo precaucion de no cortar los granos o almendras
que alberga en su interior, los cuales son extraidos manualmente (desgranado) y
almacenados para seguir el proceso poscosecha del cacao (Figura 8). Las politicas en
términos de incremento de la produccion de cacao, hace que este desecho aumente y por
cada tonelada de cacao en grano seco se generan diez toneladas de céscara humeda
(Campos-Vega et al., 2018, Yaya et al., 2020), subproducto que se convierte en un
problema para el agricultor al atraer insectos y bacterias por los restos de mucilago (pulpa
mucilaginosa azucarada) y placenta que contienen. El grano o semilla de cacao esta
rodeado por la testa o cascarilla, la cual encierra el cotileddn y sobre la superficie exterior
se adhiere al mucilago. La cascarilla se retira del grano durante el proceso térmico de
tostado o torrefaccion, y constituye de un12% a un 14% del peso total del grano. Al
fnalizar el proceso de elaboracion del chocolate se obtienen como subproductos la cascara
de la mazorca, el mucilago, la placentay la cascarilla (Enriquez, 1985; Quintana y Garcia,
2021). Segun Lozano (2020), en Colombia durante el afio 2018 se produjeron 37.711
Toneladas/afio de cascara de mazorca de cacao, dato que da idea de la magnitud de este

subproducto.
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Figura 8. Fruto o mazorca del cacao

Diferentes investigadores han realizado propuestas para la utilizacion de este
desecho (cascara) como bioaceite, complemento para alimentacién animal,
antimicrobiano, extraccién de pectina, obtencion de almiddn, bioplasticos y carbon
adsorbente entre otros (Vriesmann de Mello y De Oliveira, 2011; Cuellar y Guerrero,
2012; Puaetal., 2013; Lemacetal., 2016; Adjin-Tetteh, et al., 2018; Sotelo y Alivis, 2018;

Herrera et al., 2020; Lozano-Moreno, 2020).

1.2 VALOR NUTRICIONAL Y BIOACTIVIDAD DEL CACAO

Por el contenido de polifenoles, el cacao posee propiedades antioxidantes y efectos
beneficiosos frente a varias patologias tales como enfermedades cardiovasculares, riesgo
cardiometabdlico y antropométrico, equilibrio microbiano intestinal, procesos

inflamatorios y cancer (Wollgast y Anklam, 2000; Kurosawa et al., 2005; Tomaru et al.,
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2007; Anddjar et al., 2012; Duefias et al., 2015; Munguia et al., 2015; Cao et al., 2019;

Sarria et al., 2020).

El contenido de polifenoles en los chocolates es mucho mayor que en los granos de
cacao de los que se obtuvieron y la capacidad para extinguir los radicales libres DPPH se
da en un nivel alto tanto en los granos como en chocolates (Abbe Maleyki y Ismail, 2010;

Urbanska y Kowalska, 2019).

1.2.1 Compuestos bioactivos del cacao e influencia en la salud

Teniendo en cuenta el crecimiento del consumo del cacao y el chocolate, esto no ha
pasado desapercibido por la comunidad cientifica y se han realizado numerosos estudios
para investigar posibles beneficios sobre la salud humana. Como tal, el cacao ha
demostrado actividad antiinflamatoria, propiedades antidiabéticas (Cao et al., 2019),
efectos positivos sobre el sistema inmunol6égico o sobre el tratamiento del cancer
(Andujar, 2012; Alvarez-Cilleros et al., 2019). Muchos de estos beneficios se han
relacionado con el contenido polifendlico del cacao, que ha sido ampliamente estudiado
y se caracteriza por altas concentraciones de flavan-3-oles (catequina y epicatequina) y
procianidinas B1y B2, y otros compuestos en cantidades menores (Sorrenti et al., 2020).
Ademas, no solo los compuestos fendlicos presentes de forma natural han demostrado ser
beneficiosos, sino también sus metabolitos microbianos intestinales, especialmente
diferentes isdbmeros de dihidroxifenil-gamma-valerolactona han demostrado actividades
bioldgicas (Angelino et al., 2009; Hollands et al., 2020), asi como metilxantinas
(Febrianto y Zhu, 2020) y fibra. Sin embargo, la composicion del cacao se ve afectada
por los diferentes pasos de procesamiento que ocurren entre la cosecha y el cacao en polvo

final, incluida la fermentacion, el secado, la alcalinizacion y el tostado, todo lo cual tiene
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un impacto significativo en la composicion final del cacao en polvo (Delgado-Ospina et

al., 2020).

Mientras que la fermentacion y el tostado son esenciales para el desarrollo del sabor
y el color final, (Rufian-Henares et al., 2006; Beg et al., 2017) ambos procesos provocaran
una pérdida de polifenoles (catequinas, epicatequinas y procianidinas) debido a la
oxidacién, polimerizacion y degradacion (Hurts et al., 2011; loannone et al., 2015;
Febrianto y Zhu, 2020). Sin embargo, algunos de ellos permaneceran intactos mientras
que otros se uniran a las proteinas para formar taninos, responsables de la astringencia
del cacao. Estos polimeros también pueden ser sustratos para los microbios intestinales

(Molino et al., 2020; Jenner et al., 2005).

Ademas, durante el tostado, el pardeamiento no enzimatico da lugar a diferentes
reacciones quimicas (Rufidn-Henares et al., 2002; Rufian-Henares et al., 2004) y a la
generacion de compuestos de alto peso molecular llamados melanoidinas, que ejercen
una potente actividad antioxidante (Martin et al., 2009) llegan al colon, donde pueden ser
degradados por bacterias beneficiosas que promueven su crecimiento y metabolismo

(Borelli y Fogliano, 2005; Pérez-Burillo et al., 2020).

En consecuencia, el cacao es una fuente de diferentes compuestos que pueden ser
utilizados por los microbios intestinales y, por lo tanto, modulan potencialmente su
crecimiento y actividad metabolica. Como tal, el metabolismo fendlico por bacterias
intestinales se ha estudiado extensamente tanto in vitro como in vivo (Fogliano et al.,
2011; Hollands et al., 2020; Sorrenti et al., 2020). Si bien la mayoria de las
investigaciones que involucran el cacao y la microbiota intestinal se enfocan en un
compuesto bioactivo particular o en una férmula de cacao enriquecida con algun
fitoquimico, el efecto que el cacao en polvo en si mismo podria tener sobre el microbiota

intestinal apenas se ha estudiado. Massot-Cladera et al. (2012) estudiaron el efecto de una
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dieta rica en cacao en ratas, pero la microbiota intestinal se examiné mediante FISH vy,
por lo tanto, solo se contabilizaron las bacterias diana. Por otro lado, Alvarez-Cilleros et
al. (2020) investigaron como una dieta rica en cacao afectaba el microbiota intestinal de
ratas diabéticas. Gasaly et al., (2020) realizo una interesante revision sobre la accion de
bacterias de la microbiota intestinal en la transformacion de polifenoles en equol,

enterolactona/enterodiol y urolitinas, compuestos que exhiben actividades bioldgicas.

Por lo tanto, dado que el tostado del cacao da como resultado una pérdida de
compuestos bioactivos, el objetivo de esta investigacion es averiguar si el cacao en polvo
sin tostar tiene una bioactividad diferente (es decir, capacidad antioxidante y efecto sobre
las comunidades microbianas intestinales) que el cacao en polvo tostado. La temperatura
de tueste también se estudi6 para establecer, en su caso, la mejor temperatura para generar

una capacidad antioxidante més fuerte y un perfil de microbiota intestinal mas saludable.

Todos estos ensayos se realizaron después de la digestion in vitro y la fermentacion
microbiana intestinal para igualar las modificaciones que ocurren a lo largo del tracto

gastrointestinal humano.

1.3 PRODUCCION AGRONOMICA DEL CACAO

1.3.1 Importancia del suelo en la produccion del cacao

Los suelos deben considerarse como formaciones geoldgicas naturales
desarrolladas bajo condiciones muy diversas de clima y materiales de origen, lo cual
justifica su continua evolucion y, en consecuencia, su gran variedad, son los que soportan
una vegetacion, y en él se deben dar las condiciones necesarias para el desarrollo de las

plantas (Navarro-Garcia y Navarro-Blaya, 2003). A nivel agricola es importante
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identificar la condicion fisica de un suelo, ya que ella determina, la rigidez, fuerza de
sostenimiento, facilidad para la penetracion de las raices, aireacion, capacidad de drenaje
y de almacenamiento de agua, y la retencion de nutrientes, aspectos fundamentales para
entender como influyen en el crecimiento y productividad de las plantas y a la vez que el
productor comprenda como su actividad puede llegar a modificar sus atributos y realice

las labores necesaria para mantenerlos.

Todos los suelos estan compuestos por fracciones y particulas minerales de
diferentes tamarfios. Las mas gruesas se denominan arenas, las medianas son los limos y

las més pequefias son las arcillas (USDA, 2014).

La presencia de cada uno de los tamafios de las particulas define el tipo de textura
y por ende la capacidad de almacenamiento de agua y la capacidad de retencion del
contenido de materia organica. Existen dos escalas de clasificacion de texturas: la
internacional y la americana, de las cuales esta ultima es la méas utilizada y se le conoce

como triangulo de texturas.

En la Tabla 2 se observa la clasificacion americana, y se especifica el porcentaje

medio de los contenidos de las fracciones arena, limo y arcilla.

Las clases arcillosas y franco limosas son consideradas como Optimas para el
cultivo de cacao (Smyth, 1967; Hardy, 1969; Wood y Lass, 1985) y segln el Instituto
Interamericano de Cooperacion para la Agricultura (IICA, 2016) las mejores condiciones
para el cultivo del cacao en Colombia, las presentan los terrenos franco-arcilloso-
arenosos, de textura: mediana (franco, franco-arcilloso, franco-arenoso): 30 a 40% de
arcilla, 50% de arena y 10 a 20% de limo. No son recomendables suelos finos 0 muy
gruesos, requiere suelos bien estructurados con porosidad de 10 a 66%, con buena

retencion de humedad, (Gomez-Aliaga et al., 2014; Arvelo et al., 2017).
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El cultivo posee poca tolerancia a suelos arcillosos pesados debido a una baja
aireacion y filtracion del agua. La fraccion arcillosa de la mayoria de los suelos en los
tropicos himedos se compone de arcillas caoliniticas, de 6xidos de hierro y de aluminio,
las cuales proporcionan un medio fisico ideal para el desarrollo de las raices del cacao

(Smyth, 1967).

Tabla 2. Tipos de suelos y texturas segun la clasificacion americana (USDA, 2014)

Tipo de suelo Textura Relacion Simbolo
Arena-limo-arcilla (%0)

Livianos Arenoso 90-5-5 A
Arenoso franco 80-15-5 aF

Medios Franco arenoso 65-25-10 Fa
Franco 40-40-20 F
Franco limoso 20-65-15 FL
Franco arcilloso arenosos 35-35-30 FAa

Pesados Franco arcilloso 35-30-35 FA
Franco arcillo limoso 10-35-55 FAL
Limoso 10-85-5 L
Arcillo arenoso 55-5-40 Aa
Arcillo limoso 5-50-45 AL
Arcilloso 10-20-60 A

Una caracteristica importante en los suelos es el contenido total de materia
organica, normalmente en un suelo tipico se encuentra una fraccion pequefia, solo
alrededor del 3-5% en peso en su capa superficial. Su importancia radica en la funcion
que desempefia en la mejora de las propiedades fisicas y quimicas del suelo y en el
desarrollo de los cultivos. Ya que la materia organica influye en la retencion de agua, asi

como en la estructuracién y aireacion del suelo y con ella se pueden interpretar aspectos
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relacionados con la nutricion de las plantas y la actividad de los microorganismos del

suelo.

Otros aspectos importantes relacionados con la calidad de los cultivos son el
mecanismo de absorcion por la planta, la liberacion de micronutrientes, los antagonismos
que puedan presentarse con otros nutrientes y la toxicidad para la planta y los frutos

(Navarro y Navarro, 2003).

Para la cuantificacion de la materia organica se analiza la oxidacién del carbono
organico contenido en el suelo, cuyo método de analisis se puede hacer por via seca o por
via humeda. De acuerdo a la disponibilidad del laboratorio de Edafologia de la
Universidad de Granada se utilizard el de via humeda segin el método de Tyurin,
modificacion de Anné y éste del de Walkley-Black, que consiste en un método
volumeétrico de dxido-reduccion por retroceso, en el que se oxida la materia organica del
suelo con un oxidante en exceso (Cr.07K», dicromato potésico) y posteriormente se
valora la cantidad de dicromato reducido mediante sal de Mohr (Fe(NH4)2(S04)2.6H20),

(Mararies et al., 1998).

Adicionalmente, segin Arvelo et al. (2017), en el cultivo de cacao tienen

importancia propiedades quimicas como:

* Acidez: Los suelos deben tener un pH de 6 a 7 y un contenido de materia orgénica

mayor a 3%, con una relacion carbono/nitrégeno (C/N) de 9 como minimo.

* Capacidad de intercambio cationico: Debe ser superior a 12 meq por 100 g de

suelo en la superficie y mas de 5 meq en el subsuelo.

* Fertilidad: Requiere suelos con una fertilidad media a alta, con un contenido de
boro y calcio que supere a las 0.2 ppm, magnesio y potasio mayor a 2 'y 0.24 meq por 100
g de suelo, respectivamente. La saturacion de bases debe ser mayor a 35%.
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1.3.2 Degradacion de suelos productores de cacao

La calidad del suelo es dificil de definir conceptualmente ya que hay maultiples
factores que intervienen para que un suelo tenga las caracteristicas adecuadas segun el
tipo de cultivo y la productividad esperada, lo que para algunos cultivos es adecuado
puede que genere reacciones adversas en las caracteristicas fisicas, quimicas y biologicas
de otros cultivos. Cuando por condiciones naturales o antrdpicas se generan cambios en
indicadores como la disponibilidad de nutrientes, carbono organico total, carbono
organico labil, pH, conductividad eléctrica, capacidad de adsorcion de fosfatos, capacidad
de intercambio de cationes, cambios en la materia organica, nitrégeno total y nitrogeno

mineralizable esto afecta la relacién suelo — planta (Bautista et al., 2004).

El cambio climatico se considera como uno de los factores que afecta la
productividad del suelo y contribuye a su degradacién, otro factor son las acciones
antrépicas, como el uso de practicas agricolas no sustentables que provocan erosion,
sedimentacion de rios, pérdida de fuentes de agua y de cobertura vegetal y pérdida de
biodiversidad (IICA, 2016). Estas probleméticas no solo afectan los suelos sino también
la calidad de los frutos tanto por la deficiencia de nutrientes como por la contaminacion

con residuos de fungicidas y trazas de metales pesados.

La planta de cacao es un ser vivo que debe ser alimentado con macro y micro
nutrientes para que se cumplan las funciones fisico-quimicas y biol6gicas de la planta. La
deficiencia de algunos de los macro y micronutrientes influye directamente en el
crecimiento vegetativo, floracion, fructificacion, vida util de la planta y, principalmente,
susceptibilidad frente al ataque de plagas y enfermedades, (Enriquez, 1985; Gomez-

Aliaga et al., 2014).
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La creciente demanda de cacao se ha visto afectada por el cambio climatico y la
edad de las plantaciones requiriéndose que los entes gubernamentales emitan politicas
adecuadas de renovacidn de cultivos, apoyo tecnoldgico e incentivos a los productores de

cacao (Vera et al., 2000; Voora et al., 2019).

1.3.3 Contaminacion de los suelos y efectos sobre el cacao y el producto final

La demanda del cacao de parte de los paises importadores y la legislacion sanitaria,
especialmente de Europa, han promovido que en América Latina los productores y
entidades encargadas del fomento del cultivo del cacao enfoquen parte de sus recursos en
mejorar la calidad e inocuidad de los granos, sobre todo en el contenido de metales
pesados, cuyas trazas prevalecen en los productos derivados del cacao. Los metales
pesados son elementos que tienen su origen en causas naturales o por actividades
antropogénicas, derivadas estas ltimas de los desechos industriales, emision de gases de

los automotores y las practicas agronémicas (Aikpokpodion, 2012).

Barrientos et al. (2018), proponen realizar estudios que definan las caracteristicas
de algunos granos de cacao colombiano para clasificarlos como aromas especiales y
sabores de cacao, mediante la evaluacion de parametros fisicos, quimicos y sensoriales,
que servirian como base para certificaciones (designacion de origen) y para estimular la
comercializacion en mercados especiales. Dentro de dichos estudios es necesario incluir
en los suelos el contenido de metales pesados, entre los cuales la legislacion europea hace

énfasis en el contenido de cadmio (Cd) y plomo (Pb).

El Cd es un metal pesado que no posee funciones nutricionales ni fisiol6gicas en
animales o humanos, en las especies vegetales su capacidad de acumulacién de cantidades

traza es muy diversa, encontrandose plantas llamadas fitoacumuladoras que toleran
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grandes concentraciones de metales (Helvetas, 2018). Se encuentra en el medioambiente
de forma natural raramente en estado puro, ya que suele presentarse asociado a minerales
como cinc, cobre o plomo, por lo que es un subproducto inevitable en las actividades
mineras relacionadas con estos metales (AESAN, 2018). Este metal pesado de origen
natural, se acumula en el cuerpo y afecta principalmente a los rifiones (Meter et al., 2019).
La absorcion del Cadmio en humanos es relativamente baja (3-5 %), pero es retenido en
el rifidn y el higado; para el rifion, la toxicidad radica en la acumulacion, especialmente,
en las células tubulares proximales con posibles consecuencias de disfuncion renal, y
posterior desmineralizacion 6sea. Los datos sobre la exposicién humana al cadmio en la
poblacion general han sido estadisticamente asociados con un mayor riesgo de cancer en

el pulmon, endometrio, vejiga y mama (EFSA, 2011).

De acuerdo con Stasinos y Zabetakis (2013) los metales pesados tienen la capacidad
de migrar del suelo contaminado a los tejidos vegetales, por lo cual este mineral no solo
es biodisponible para las plantas del suelo y otros medios, sino que es toxico para ellas
mismas en concentraciones mucho mas bajas que otros metales, como Zn, Pb, Cu, etc. Se
ha observado que la fitotoxicidad depende de las especies de plantas, asi como de la

concentracion de Cd en el medio (Adriano, 2001).

Segun Arglello et al. (2019) las concentraciones de Cd en granos de cacao
producidos en Ecuador aumentaron al aumentar el Cd total del suelo y al disminuir el pH
del suelo. En Colombia los departamentos de Santander y Boyaca mostraron los valores
méas altos de Cd, Antioquia, Caquetd, Guaviare, Huila, Meta, Risaralda y Tolima
presentaron concentraciones de Cd<2 mg/kg. De forma general a nivel nacional se
observé que el contenido de Cd en el suelo es muy variable, la concentracion de este

metal en las muestras de suelo oscil6 entre 0,01 mg/kg y 27 mg/kg (Bravo et al., 2021).
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En un estudio realizado por Gil et al. (2022) determinaron como variables
predictoras de la concentracion de cadmio en granos de cacao la altitud de las fincas y la

acidez intercambiable del suelo.

El grado de adsorcion de cadmio en suelos venezolanos se relaciona con las
diferencias texturales entre los mismos, la Capacidad de Intercambio Catidnico Efectiva

(CICE), contenido de calcio, MO y pH acido (Suarez et al., 2011).

En suelos cacaoteros de Norte de Santander, Arguello-Navarro et al. (2016)
encontraron un porcentaje de materia organica que oscilé entre 0.81 y 2.59 %, valor que
segln Rojo y Urbano (1992) es deficiente para este tipo de cultivo y lo mismo determind

para elementos como potasio, fésforo y magnesio en las muestras evaluadas.

Los cacaotales de las fincas estudio, se encuentran en terrenos topograficamente
diferentes, las fincas productoras del Zulia en montafia y las de Tibu en terreno plano,
entre los 200 y 1000 msnm, temperatura media anual de 26°C y una precipitacién anual
de 2000 mm, datos que corresponden a bosque himedo tropical. Segin Rojas y Sacristan
(2009) el cultivo del cacao en Colombia se desarrolla mejor sobre los 400 a 800 msnm y
una temperatura promedio entre 24 y 28°C, y una precipitacion promedio anual entre los

1800 a 2600 mm, datos que también sugiere Zuidema et al. (2005).

Gardini et al. (2016) encuentran que el pH, % de arcilla y el Mg fueron las variables
que tuvieron mayor correlacion con la concentracion de metales pesados en suelos
productores de cacao. Alloway (2013) define como atributos de movilidad y
disponibilidad de metales pesados en el suelo el pH, la materia orgénica, los 6xidos de Fe
y Mn y el contenido de arcilla. Otros factores a tener en cuenta son las interacciones en
los diferentes elementos del suelo, entre ellos P y As, donde el As disminuye con un

mayor valor de P (Violante y Pigna, 2002).
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En un trabajo realizado por Bravo et al. (2021) en suelos colombianos productores
de cacao, encontraron que las asociaciones mas grandes (medidas por los coeficientes de
correlacion parciales) fueron entre Cd y Zn y en segundo lugar la correlacion entre Cd y

Ca.

Diversos estudios muestran que los suelos, hojas y granos del cultivo de cacao
podrian presentar niveles altos de metales pesados (Crozier et al., 2012; Huamani et al.,
2012; Gardini et al., 2016; Lanza et al., 2016; Lewis et al., 2018; Intriago et al., 2019)
impidiendo la exportacion de este producto a la Union Europea. Los metales pesados del
suelo una vez disponibles, pueden ser absorbidos por la planta de cacao; sin embargo, su

distribucion en la planta y su acumulacion es variable.

El cadmio, puede concentrarse en raices, brotes, hojas o partes comestibles debido
a la constitucion grasosa de los granos (Augstburger et al., 2000; Rascio y Navari-1zzo,
2011) y por ende encontrarse en los productos elaborados como chocolates y demés

productos derivados del cacao.

El reglamento de la UE (2014) establece diferentes niveles maximos permitidos de
metales pesados, en productos especificos de cacao y chocolate los niveles de cadmio

oscilan de 0,1 a 0,8 mg/kg de chocolate.

Los compradores utilizan limites en los granos de cacao para garantizar que los
productos finales estén por debajo de los niveles maximos permitidos establecidos, 0.5 a

1.1 ppm, (Meter et al., 2019).

En Per0 segun datos nacionales que estimaron la exposicion de cadmio a través del
chocolate mostraron valores entre 0.005 a 0.39 ug/kg por cada mes, valores que son
inferiores a ingesta mensual tolerable provisional (IMTP) de 25 pg/kg lo que equivale del

0.02% al 1.6% de la IMTP (Helvetas, 2018).
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1.3.4 Uso de carbones bioactivos en la mejora de los suelos

Para la recuperacion de suelos de produccion agricola se han planteado diversas
soluciones tecnoldgicas las cuales dependen en gran medida de la concientizacion y
capacitacion de los agricultores. Uno de los métodos son los abonos o enmiendas
organicas obtenidos del proceso de descomposicién y mineralizacion de residuos
vegetales, animales e industriales, los cuales siguiendo protocolos adecuados ayudan a
mejorar las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo, aumentando la
produccion de las plantas y a la vez controlando el pH, lo cual limita la absorcion de
metales pesados (Cervera-Mata et al., 2018; Arguello et al., 2019; Ramtahal et al., 2019;

Islam et al., 2020).

Para la obtencion de carbon activado se puede utilizar cualquier material organico
(residuos agricolas lignoceluldsicos) que posea las siguientes caracteristicas: alto
contenido de carbono, facil adquisicion, ser econémico, bajo contenido de cenizas y

elevada capacidad de adsorcion del producto final (Tsai et al., 1997).

También se han usado residuos industriales, como los resultantes de la elaboracion
de café a partir del grano molido y denominados spent coffee grounds (SCG), que tienen
diferentes efectos sobre el sistema suelo-planta relacionados con la productividad de las

plantas y con el contenido nutricional de los frutos.

Segun la forma (compostaje o fresco) y la dosis que se suministre pueden mejorar
o limitar los nutrientes de las plantas (Cruz et al., 2014; Cervera-Mata et al., 2017). Sin

embargo, su uso esta limitado por su naturaleza fitotoxica (Cervera-Mata et al., 2021).

Experimentalmente, los residuos de cascara de coco y huesos de aceituna también
han dado buenos resultados para la obtencion de biocarbon (loannidou y Zabaniotou,

2007).
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1.3.5 Remediacion de suelos contaminados con cadmio

Para Al-Wabel et al. (2015) el uso de biocarbdn de la madera del arbol Concarpus
como enmienda del suelo para reducir la accesibilidad y absorcion de metales pesados
tuvo impactos sobre la inmovilizacion y disponibilidad de Fe, Mn, Zn, Cd, Cuy Pb en
plantas de maiz, adicionalmente disminuyé significativamente la densidad aparente y
aumento el contenido de humedad del suelo. Su aplicacion redujo significativamente las
concentraciones de metales pesados extraibles con NHsOAc 6 AB-DTPA en los suelos,

lo que indica la inmovilizacién del metal.

Caso contrario sucedié en un ensayo realizado por Brunetti et al. (2019) en un
cultivo de tomate donde encontrd que el Cd disponible aumenté significativamente con
respecto al suelo control con la aplicacion de la dosis mas alta de dos composts obtenidos
mezclando lodos de depuradora o la fraccion orgénica de residuos sélidos municipales y

residuos de poda de orujo de uva y aceitunas.

Ramtahal et al. (2019) realizaron enmiendas usando biochar y cal en suelos
productores de cacao, encontrando que estos dos productos son complementarios en su
accion y pueden usarse para reducir la bioacumulacion de Cd. Sin embargo, los autores

sugieren mas estudios para mejorar su eficacia en condiciones de campo.

Durante la produccidn cacaotera solo se aprovecha industrialmente la semilla, la
cual representa aproximadamente un 10% del peso del fruto fresco, el restante
corresponde a la cascara, generandose un alto porcentaje de desechos, que por su
composicion se consideran un foco para la propagacién de enfermedades por hongos con
la consecuente pérdida econdémica para el agricultor (Lopez et al., 1984; Castillo et al.,
2018). En este estudio, para darle un uso diferente a este subproducto, se opt6 por usar
la corteza de la mazorca de cacao para elaborar biocarbon y utilizarlo como enmienda

para determinar su capacidad para reducir la contaminacion de los suelos con cadmio.
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En un estudio sobre el contexto de la produccién, comercializacidn y un diagndstico
de la problematica del cacao en Colombia, Cely (2017) concluy6 que el cultivo de cacao
se ha convertido en una alternativa de sustitucion y politica del postconflicto para la

erradicacion de los cultivos ilicitos.

Lo anterior unido a ventajas comparativas como la ubicacion geografica, la
multifuncionalidad, la innovacion del producto y las grandes posibilidades de su insercién
en los mercados internacionales permite la mejora en la estabilidad econdémica de la
regién del Catatumbo en Norte de Santander, Colombia, zona que durante afios ha sido

azotada por la violencia y el narcotrafico.
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2. OBJETIVOS
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2.1 GENERAL

El objetivo general de esta tesis doctoral consistio en la evaluacion de la calidad
funcional, bromatoldgica y sensorial de los granos de cacao (Theobroma cacao L.)
producido en dos regiones de Norte de Santander (N de S), Colombia, tras los procesos
de fermentacion, secado y tostado. Asi como determinar las caracteristicas del suelo y el
cumplimiento de los niveles de metales toxicos como cadmio, de tal forma que
productores, procesadores y entes gubernamentales puedan realizar acciones de mejora

en las operaciones del proceso y en las politicas de asistencia técnica.

2.2 ESPECIFICOS

Los objetivos especificos de esta tesis doctoral son los siguientes:

1. Determinar las caracteristicas bromatoldgicas de los granos de cacao cultivados en las

regiones de El Zulia 'y Tibd.

2. ldentificar las caracteristicas funcionales de los granos de cacao seco estudiados.

3. Determinar la calidad sensorial de los licores de cacao obtenidos de los granos de cacao

tostados seleccionados.

4. Evaluar las caracteristicas de los suelos de las regiones donde se produce el cacao

objeto de estudio en N de S.

5. Evaluar el cumplimiento de los niveles maximos de cadmio en los suelos de las dos

regiones de N de Sy en los granos de cacao de los clones analizados.
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3. MATERIALES Y METODOS
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3.1. MATERIALES

3.1.1 Muestras

Para alcanzar los objetivos planteados en esta Tesis Doctoral se tomaron como
muestras de los granos de cacao fermentados y secos y el chocolate ya elaborado y los
suelos donde se cultiva el cacao. Adicionalmente se evalu6 el contenido de cadmio en las

hojas de los arboles productores y en la cascarilla de los granos de cacao.

Cacao y chocolate

Las muestras de cacao fermentado y seco utilizadas se recolectaron de las dos
cosechas del afio 2019 de dos zonas rurales, una ubicada en el municipio de El Zulia
(Figura 9) y la otraen el municipio de Tibu (Colombia). Las muestras de las dos cosechas
se unieron para que fueran mas representativas y porque es lo usual que hace el productor
de cacao para su comercializacion. Las barras de chocolate fueron elaboradas por la

empresa Somos Cacao SAS ubicada en el municipio de Cdcuta (Colombia).

Las muestras de los granos de cacao, las hojas de los arboles y el chocolate en barra
fueron transportados desde Colombia hacia los laboratorios del Centro de Investigacion
Biomédica (CIBM) y el departamento de Edafologia y Quimica Agricola de la Facultad

de Farmacia de la Universidad de Granada (Espafa).

Las muestras de granos de cacao pertenecian a la variedad “forastero” (Theobroma
cacao spp. Spherocarpum). Para cada muestra se tomé al azar, en cada zona, 1 kg de
cacao fermentado y secado al sol. Posteriormente, los granos de cacao se clasificaron para
eliminar los granos dafiados o con fallos o defectos.
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Figura 9. Muestra de cacao procedente de la Finca Porvenir (Somos Cacao), ubicada en El Zulia,
Norte de Santander, Colombia

Para la evaluaciéon sensorial en el laboratorio de Fedecacao en Colombia, se

tomaron 8 muestras de granos de cacao, dos de Tibu y 6 de Zulia, cada una de 1 kg.

Para los demas ensayos se procesaron los granos de cacao para obtener cacao en
polvo, que luego se congelo para su procesamiento en los laboratorios del Centro de
Investigacion Biomedica (CIBM) de la Universidad de Granada (Espafia). La adecuacion
del cacao en grano incluyo una etapa de tostado, que se llevé a cabo a diferentes
temperaturas durante 30 minutos: 50, 70, 90 y 120°C. En consecuencia, las muestras de
cacao incluyeron 4 muestras de cacao crudo o sin tostar (2 para cada ubicacion) y 4
muestras tostadas para cada temperatura de tostado (todas las muestras se analizaron por

duplicado).

Las nueve muestras de chocolates diferentes (8 negros y 1 mezclado con leche)
fueron fabricadas por la empresa Somos Cacao SAS con un contenido de sélidos de cacao

0 contenido de cacao, segln la etiqueta, estaban en el rango de 40 a 80%.
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Suelos

Las muestras de suelo agricola usadas para este estudio fueron recolectadas a
profundidad de 10-20 cm (capa arable), en las dos cosechas del afio 2019. La toma de
estas muestras se realiz6 al azar en forma de zigzag dentro de cada plantacion y cada

muestra estuvo constituida por un kg de mezcla de suelos en la mencionada profundidad.

Pan.de Azucar

Figura 10. A) Fincas El Porvenir, Rosa Blanca, Los Mangos, Palmira, Esperanza, localizada en
la vereda de Pan de Azlcar y Brisas de Rio Nuevo, Municipio de El Zulia (Latitud N:
8°1°34.83038"" y Longitud O: 72°4279.11078"). B) Finca La Esperanza, localizada en la vereda
de Campo Tres, Municipio de Tibl (Latitud N: 8°29°55"" y Longitud O: 72°42°11"); (Google
Maps)

El suelo agricola de Tibu es un suelo llano, a la orilla del rio Tiba y los suelos del

El Zulia son de fincas ubicadas en la ladera de montafa (Figura 10).

Las muestras de suelos fueron llevadas al laboratorio, alli fueron extendidas y
secadas al aire (Figura 11). Transcurridas dos semanas, los suelos fueron disgregados
con un rodillo de madera y pasados por tamiz de 2 mm para seleccionar la fraccion “tierra

fina”.
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Figura 11. Acondicionamiento de los suelos

El andlisis de las propiedades fisicas y quimicas del suelo fue realizado en el
laboratorio de Edafologia y Quimica Agricola de la facultad de Farmacia de la
Universidad de Granada, Espafia, siguiendo los métodos de anélisis de suelos de la
Sociedad Americana de Agronomiay la Sociedad de Ciencias del Suelo de América (Soil

Survey Staff, 2014).

Biochar

En la presente tesis doctoral, para el ensayo de remediacion de los suelos y observar
la influencia de los SCG (posos de café) sobre las propiedades del suelo y la remediacion
del cadmio, se utilizaron dos tipologias distintas de residuo, SCG recogidos de la cafeteria

de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Granada, los cuales posteriormente se
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extendieron y se secaron al aire. Un segundo tipo de residuo, Biochar de SCG (SCGchar),
fue obtenido por pirolisis en un horno pirolitico (Navertherm GmbH, Alemania) a 400°C
durante 30 min (Kim et al., 2014). Los SCG y SCGchar se obtuvieron de la investigacion
realizada por Cervera Mata et al. (2017). El tercer residuo (Cacaochar) fue obtenido a
partir de la corteza de la mazorca de cacao, la cual se cort6 en trozos de 4x4 cm, se seco
a 50°C durante 24 horas y se transport6 al laboratorio de Edafologia y Quimica Agricola
de la facultad de Farmacia de la Universidad de Granada, Espafia, donde se someti6 a
pirolisis en un horno pirolitico (Navertherm GmbH, Alemania) a 400°C durante 30 min
(Kim et al., 2014). En la Figura 12 se muestra de forma esquemaética la elaboracion del

bio carbén a partir de la corteza de la mazorca del cacao (Cacaochar).

Figura 12. Procedimiento para la obtencién de CacaOchar

Las muestras de granos de cacao pertenecian a la variedad “forastero” (Theobroma
cacao spp. Spherocarpum), para cada muestra, se tomd al azar, en cada zona, 1 kg de
cacao fermentado y secado al sol. Posteriormente, los granos de cacao se clasificaron para

eliminar los granos defectuosos, mohosos, pizarrosos, germinados o dafiados por insectos
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(NTC 1252, 2021). A los granos secos se les quito la cascarilla y posteriormente se

molieron. La cascarilla obtenida fue molida y se guardo para posteriores analisis.

Para realizar el anlisis foliar se seleccionaron 4 plantas productoras de cacao, en
tres sitios estratégicos de cada zona de estudio (Zulia'y Tib0), de esas plantas se tomaron
al azar dos hojas, para un total de 24 hojas por zona. Las hojas seleccionadas fueron
colocadas en bolsas, rotuladas y trasladas desde Colombia hasta el laboratorio de
Edafologia en la Universidad de Granada (Espafia). En el laboratorio las hojas se secaron

y molieron.

3.1.2. Reactivos

Reactivos relacionados con el analisis del cacao

Los reactivos trolox (acido ((z)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-
carboxilico), 2,4,6-Tri (2-piridil)-s-triazina (TPTZ), acido galico, acético acido, acido
propidnico, &cido butirico, reactivo de Folin-Ciocalteu, hidroxido de sodio, acido
clorhidrico, cloruro férrico hexahidrato, ferrocianuro de potasio, acetato de zinc, acetato
de sodio, cloruro de potasio, dihidrégeno fosfato de potasio, monohidrogeno carbonato
de sodio, cloruro de sodio, cloruro de magnesio hexahidratado, carbonato de amonio,
cloruro de calcio dihidrato, dihidrdgeno fosfato de sodio, triptona, cisteina, sulfuro de
sodio, resazurina, a-amilasa salival, pepsina porcina, acidos biliares (extracto de bilis
porcina), pancreatina, acido formico, acido acético, acido propionico, &cido butirico y

etanol se obtubieron de Sigma-Aldrich (Darmstadt, Alemania).
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Reactivos relacionados con el andlisis de los suelos productores de cacao

Eter de Petroleo, agua desionizada, hexano, agua MilliQ, 4cido acético, &cido
sulfarico al 96%, solucion catalizadora (H2 SO4-Se), K2S04, selenio en polvo, solucion
de hidroxido de sodio, Solucion de H2SO4 0,005N, &cido clorhidrico, DTPA, &cido
nitrico, acido percldrico al 65%, acido sulfurico y agua oxigenada se obtubieron de

Sigma-Aldrich (Darmstadt, Alemania).

3.2 METODOS

3.2.1 Métodos relacionados con el valor nutricional y bioactividad del cacao

En la Figura 13 se hace un resumen de los métodos relacionados con el valor

nutricional y con la bioactividad del cacao, posteriormente se describe cada uno de ellos.

©.&.@

Cacao (|< 2 mm)

alisis quimi slicic flci Andlisis i
Angll[smqqnmlcosy Andlisis fisicos i Capacidad A_nal}sps Elementos
fisicoquimicos nVitro antioxidante bioldgico minerales
— Humedad — Evaluacion sensorial |— Digestién — FRAP — Secuenciacion de — Minerales
— Ceniza Perfil de sabor — Fermentacion — DPPH amplicones de — Minerales Téxicos: Cd
— Grasa — Folin Ciocalteau ARNr 16S
— CE2s

— pH
— Proteina

Figura 13. Esquema metodoldgico de andlisis de los granos de cacao producidos en Zulia 'y Tiba
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Propiedades fisicas y quimicas del cacao

El analisis de las propiedades fisicas y quimicas de los granos de cacao se llevo a
cabo usando métodos internacionales oficiales y consistio en la determinacion de
humedad A.O.A.C 970.15 (2007), cenizas (AOAC 972.15, 2002), y contenido de grasa

(manteca de cacao) (AOAC 963.15, 2002).

En el caso de la evaluacion sensorial se aplicé la norma técnica colombiana NTC

3929 de 20009.

e Humedad

El contenido de humedad se cuantifico utilizando el método A.O.A.C 970.15 (2007)

con algunas modificaciones adaptadas a condiciones del laboratorio.

opH

El pH se determind a partir del extracto obtenido de los granos molidos utilizando

el método propuesto por Espin y Samaniego, 2016.

e Conductividad

La conductividad eléctrica fue medida a 25°C en un extracto soluble en agua 1:5

(p/v), mediante un conductimetro marca Crison.
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e Ceniza

El contenido de ceniza se cuantifico utilizando el método AOAC 972.15 (2002) con

algunas modificaciones adaptadas a condiciones del laboratorio.
El porcentaje de cenizas (%p/P) se calculé mediante la ecuacién 1:

% cenizas= C2-Cox 100
C1
Co: Peso del crisol previamente tarado y marcado
C1: Peso del crisol previamente tarado y marcado con la muestra

C>: Peso del crisol con la muestra calcinada

e Grasa
La materia grasa (manteca) del polvo de cacao fue extraida con Eter de Petréleo
mediante extraccion continua con Soxhlet utilizando el método A.0.A.C. 920.157

adaptado por Spin y Samaniego, (2016).

e Proteina

El contenido de proteina se realizé utilizando el método A.O.A.C 970.22 (2012)

con algunas modificaciones adaptadas a condiciones del laboratorio.

El nitrégeno se determind por el método de Kjeldahl y el porcentaje de nitrogeno

se convirtio en proteina cruda multiplicandolo por el factor de 6,25.
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e Elementos minerales

Se mineraliz6 1,0 g de polvo fino de cacao mediante ataque con 15 ml de una mezcla
de HNO3z, HCLO4 y H2SO4 en proporcién de 5:1:1, dejando macerar toda una noche. Al
dia siguiente se caliente la mezcla a 80°C durante 3 horas, adicionando posteriormente 20
ml de agua oxigenada y calentando a 80°C durante otras 3 horas. Al finalizar, la solucién

obtenida era transparente.

Tras enfriar la muestra se filtr6 en embudos con fibra de vidrio o papel filtro de
fibra de vidrio yse diluyé hasta 50 ml con agua destilada en tubos falcén. Este tratamiento
se realizo tanto para los granos de cacao como para las hojas de las plantas productoras

de cacao y la cascarilla del grano.

La determinacién de las concentraciones totales de elementos esenciales (Ca, Cr,
Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, Na, P, Sy Zn) y toxicos (Al, As, Ni y Pb) se realizaron con un
instrumento espectrometro de masas ICP-MS (Agilent 7500, Agilent Technologies,
Tokio, Japon) equipado con un nebulizador tipo Meinhard (Glass Expansion,
Romainmotier, Suiza) y equipado con una celda de colision de He. El Cd en el cacao en
polvo, hojas y cascarilla se determind en los filtrados obtenidos, mediante
espectrofotometria de absorcion atomica (Varian SpectraA, 140, Mulgrave, Victoria,

Australia).

e Evaluacion sensorial

El andlisis sensorial del cacao se realizo utilizando un panel de catadores
seleccionados y entrenados para dicha evaluacion en el laboratorio de San Vicente de

Chucuri de Fedecacao (Colombia).

A los granos se les aplico prueba de corte y defectos en 100 granos, segin la

NTC 1252 (Icontec, 2012).
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Posteriormente se preparo el licor de cacao, para lo cual los granos se tostaron a

120°C durante 20 minutos, se descascarillaron y molieron hasta obtener el licor.

La evaluacién se realiz6 aplicando la metodologia perfil del sabor seguin la NTC
3929 de 2009 (Icontec, 2009), donde se calificaron los sabores basicos (cacao, acidez,
astringencia y amargor), los sabores especificos (fruta fresca, fruta seca, floral, nuez y
dulce) y los sabores adquiridos (verde, humedad y otros) para obtener una calificacion
global. En la Tabla 3 se establecié la codificacion para la identificacion de las

muestras que fueron utilizadas para la realizacion del analisis sensorial.

Tabla 3. Identificacién de las fincas de origen de los granos de cacao estudiados

Cadigo Finca de obtencion de la muestra de cacao Municipio
882 La Esperanza Tibd
662 La Esperanza Tibu
911 La Esperanza Zulia
752 Los Mangos Zulia
231 Porvenir, Palmira, La Esperanza, Rosa Blanca- Zulia
Municipio del Zulia (mezcla de granos)
754 Palmira Zulia
737 Porvenir Zulia
122 Rosa Blanca Zulia

Bioactividad del cacao

e Digestidn gastrointestinal in vitro

La digestion gastrointestinal in vitro se realiz6 segun el protocolo descrito por
Brodkorb et al. (2019). Se mezclaron cinco gramos de cacao en polvo (1:1 p/v) con 5 mL
de solucion salival simulada que contenia 150 U/mL de a- amilasa y se mantuvo a 37°C

en oscilacién durante 2 minutos.
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Luego, se agregaron 10 mL de solucién gastrica simulada con 4000 U/mL y se
ajusté el pH a 3. La mezcla se mantuvo a 37°C en oscilacién durante 2 horas. Finalmente,
se agregaron 20 mL de solucion intestinal simulada con 200 U/mL de pancreatina y una
concentracion de sales biliares de 20 mM y se ajusté el pH a 7. La mezcla se mantuvo a
37°C en oscilacion durante 2 horas. La digestion se detuvo sumergiendo los tubos en hielo

durante 15 minutos.

Posteriormente se centrifugaron los tubos a 3500 g durante 10 minutos y se tomaron

alicuotas del sobrenadante y se almacenaron a -80°C hasta su posterior analisis.

El residuo sélido, que representa la fraccion que llega al intestino grueso, se utilizé

para la fermentacién microbiana intestinal in vitro.

e Fermentacion microbiana intestinal in vitro.

La fermentacion microbiana intestinal in vitro se realiz6 de acuerdo con el protocolo
descrito por Pérez-Burillo et al. (2018). Brevemente, las heces se recolectaron la mafiana
del experimento de 4 voluntarios sanos, los cuales tenian un IMC promedio de 22,6, sin
antecedentes de enfermedad intestinal, no habian tomado antibi6ticos durante al menos

los 6 meses anteriores y no tomaban probidticos ni prebioticos.

Las heces de los 4 voluntarios se combinaron para minimizar la variabilidad

interindividual.

El in6culo fecal se obtuvo agregando tampon fosfato 0.1 M a pH 7 a la materia fecal
para obtener un indculo al 32% (p/v). El medio de fermentacion estaba compuesto por

peptona (14 g/L) a pH 7, 0.312 g de cisteina y 0.312 de sulfuro de hidrégeno.
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Se pesaron 0.5 g de residuo no digerido en tubos y se agregaron 7.5 mL de medio

de fermentacién. Finalmente, se agregaron 2 mL de in6culo fecal a cada tubo.

Todo el proceso se llevé a cabo dentro de una cdmara anaerébica manteniendo la
concentracion de gas en 80% N2, 16% CO2 y 4% H.. Los tubos se incubaron a 37°C
durante 20 horas en oscilacion. La fermentacion se detuvo por inmersion en hielo, se

tomaron alicuotas y se almacenaron a -80°C hasta su posterior analisis.

Ensayos de capacidad antioxidante

e Ensayo FRAP

La capacidad reductora de las muestras digeridas y fermentadas se midi6 segun el
procedimiento descrito por Benzie & Strain (1996) y se adaptd a un lector de microplacas
(FLUOStar Omega, BMG Labtech, Alemania). En resumen, cada pocillo de una placa de
plastico de 96 pocillos contenia 280 uL de reactivo FRAP y 20 uL de muestra. El reactivo
FRAP estaba compuesto por 25 mL de tampdn de acetato de sodio 0.3 mM pH 3.6, 2.5
mL de una solucién 10 mM de 2,4,6-tri (2-piridil)-s-triazina (TPTZ) disuelta en HCI 40
mM y 2.5 mL de solucidn de cloruro férrico 20 mM. Se tomaron lecturas de absorbancia
cada 60 segundos durante 30 minutos a 595 nm. Se prepard una curva de calibracién con
Trolox en el rango de 0.01-0.4 mg/mL. Los resultados se expresaron como equivalentes

en mmol de Trolox/kg de muestra.

e Ensayo DPPH

La actividad antirradicalaria de las muestras digeridas y fermentadas se midié de
acuerdo con el procedimiento descrito en Navajas-Porras et al. (2020). Brevemente, se
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mezclaron 280 pL de solucion de DPPH (7,4 mg/100 mL de metanol) con 20 uL de
muestra en un Placa de plastico de 96 pocillos. Se tomaron lecturas de absorbancia cada
60 segundos durante 60 minutos a 515 nm. Se utilizé un lector de microplacas FLUOStar
Omega (BMG Labtech, Alemania). Se prepar6 una curva de calibracion con Trolox en el
rango de 0.01-0.4 mg/mL. Los resultados se expresaron como equivalentes en mmol de

Trolox/kg de muestra.

e Ensayo de Folin-Ciocalteu

El ensayo de Folin-Ciocalteu se llevo a cabo como se describe en Singleton & Rossi
(1965) adaptado a un lector de microplacas (FLUOStar Omega, BMG Labtech,
Alemania). En resumen, en una placa de plastico de 96 pocillos, se mezclaron 15 pL de
reactivo de Folin-Ciocalteu con 60 uL de carbonato de sodio (10%), 195 pL de agua milli-
Q y 30 uL de muestra. Se tomaron lecturas de absorbancia cada 60 segundos durante 60
minutos a 765 nm. Se prepard una curva de calibracion con acido galico en el rango de
10-100 mg/L. Los resultados se expresaron en mg equivalentes de acido galico/kg de

muestra.

Analisis de 5-hidroximetilfurfural (HMF) y furfural

El analisis de HMF se realizO como en Rufian-Henares et al. (2017). Se
suspendieron muestras de cacao en polvo y chocolate en agua milli-Q y se clarificaron
con Carrez | (ferrocianuro de potasio, 15% p/v) y Carrez Il (acetato de zinc 30% p/v)

soluciones.
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El sobrenadante resultante se filtrd a través de un filtro de nailon de 0,22 um. El

filtrado se inyectd en el sistema de HPLC (Accela 600, Thermo Sientific, USA).

El sistema de HPLC estaba compuesto por un detector PDA, un multisampler y una

bomba cuaternaria. Se utiliz6 una columna RP C18.

Como fase mavil se utilizo acetonitrilo al 5% en agua. El caudal fue de 1 mL/min
y la longitud de onda fue de 284 nm. Los resultados se expresaron como mg/kg de

muestra.

Analisis de acidos grasos de cadena corta

Los acidos grasos de cadena corta se analizaron como en Pérez-Burillo et al. (2020).
El sobrenadante de la fermentacion in vitro se filtré a través de un filtro de nailon de 0,22

um y se inyecto en el sistema HPLC (Accela 600, Thermo Sientific, USA).

El sistema de HPLC estaba compuesto por un detector PDA, un multisampler y una
bomba cuaternaria. El detector se fijo a 210 nm; la fase movil utilizada fue agua mili-Q
con 1% de &cido formico acetonitrilo con 1% de acido férmico a una velocidad de 99: 1

v/v administrada a una velocidad de flujo de 1,25 mL/min.

La columna utilizada fue una fase reversa Aquasil Cis (Thermo Scientific, USA)

(150 x 4,6 mm, 5 um), con un tiempo de ejecucion total de 30 min.

Se realizaron curvas de calibracidn con acetato, propionato y butirato estandar en

un intervalo de concentracion de 10-0,01 mM. Los resultados se expresaron en mM.
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Secuenciacion de amplicones de ARNr 16S y analisis bioinformatico

La extraccion de ADN de los residuos sélidos derivados del proceso de
fermentacion se realiz6 mediante una plataforma MagNA Pure LC JE379 (Roche) y el
DNA Isolation Kit I11, con una lisis inicial con lisozima a 0,1 mg/mL. Se utilizaron 12 ng
de ADN genomico microbiano como molde para la amplificacion de la region
hipervariable V3-V4 del gen de ARNr 16S, siguiendo el protocolo de Illumina para la
preparacién de la biblioteca de secuenciacion metagenémica 16S (Cod. 15044223 Rev.
A). Los cebadores de PCR fueron los descritos por Klindworth et al. (2013) con el cebador
directo (5-TCGT CGGC AGCG TCAG ATGT GTAT AAGA GACA GCCT ACGG
GNGG CWGCA-G3) y el cebador inverso (5-GTCT CGTG GGCT CGGA GATG

TGTA TAAG AGAC AGGA CTAC HVGG GTAT CTAA TCC3).

Los cebadores contenian secuencias de adaptadores para hacerlos compatibles con
el kit Hlumina Nextera XT Index. Las bibliotecas de amplicones se agruparon y
secuenciaron en un secuenciador Illumina MiSeq en una serie de 2 x 300 ciclos de pares

de extremos (Kit de reactivos MiSeq v3).

Se empled el paquete DADAZ2 (v1.8.0) 30 de R (v3.6.0) para el procesamiento de
secuencias y la unién de lectura, asi como para la generacion y anotacion de variantes de
secuencia de amplicones (ASV). Los pardmetros de filtrado y recorte fueron los
siguientes: maxN = 0, maxEE = ¢ (2,5), truncQ = 0, trimLeft = ¢ (17,21), truncLen = ¢
(270,220) y rm.phix = TRUE. Se requiri6 un solapamiento minimo de 15 nucle6tidos y
un desajuste maximo de 1 para la fusion de las lecturas de secuenciacion directa e inversa.
Se empled Bowtie (Langmead y Salzberg, 2012) para alinear las lecturas con el genoma
humano (GRCh38.p11) y se descartaron las coincidencias. Las secuencias con un 100%
de similitud se agruparon en ASV que se anotaron taxondmicamente mediante la

comparacion con la base de datos de referencia SILVA (Quast et al., 2013) (v1.12).
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3.2.2 Métodos relacionados con la produccion del cacao

Las muestras de suelo eran de la capa cultivable (0-20 cm) de un suelo agricola de
El Zulia y Tibu (Norte de Santander, Colombia), tipico de clima célido himedo y super
himedo (IGAC, 2017). Los métodos de anélisis de suelos fueron extraidos de los métodos
de analisis de suelos de la Sociedad Estadounidense de Agronomia y Ciencia del Suelo
(Soil Survey Staff, 2014) y de los métodos oficiales de analisis del Ministerio de

Agricultura, Pesca y Alimentacion (Spanish MAPA, 1994).

Analisis fisicos
Las muestras de suelo llevadas al laboratorio fueron y extendidas para su secado al

aire. Transcurridas dos semanas, los suelos fueron disgregados con un rodillo de madera

y tamizados a 2 mm para seleccionar la fraccion “tierra fina”.

Esta fraccion tierra fina (<2 mm), se emplea para la elaboracién de los microcosmos
edaficos. Esto se realiza para hacer comparativos los analisis obtenidos con los de la

bibliografia sobre suelos.

La fraccion de grava real se calcul6 limpiando la fraccion del rechazo del tamiz de
2 mm bajo un chorro de agua, eliminado de esa manera los agregados de suelo muy

compactos.

Para el analisis de la materia organica y la mineralogia con difraccién de rayos X,

una fraccion de las muestras de suelo fue molida con mortero de agata.

e Granulometria

Tras la preparacion de las muestras se procedio a calcular la composicion elemental

de las muestras de suelos de las parcelas de produccion ubicadas en El Zulia 'y en Tibd.
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Para ello se realizo la determinacion de la textura y granulometria del suelo con el
densimetro de Bouyoucos (determinacion de la densidad de la solucidn tras distintos

tiempos de sedimentacidon), usando polifosfato sddico como agente dispersante.

La separacion de fracciones se llevé a cabo por Método de la pipeta de Robinson
(Loveland and Whalley, 1991), posteriormente, mediante el método del triangulo textural
segun el tamafio de las particulas, se determind la clase textural especifica de cada muestra

(USDA, 1971).

e Clasificacion de agregados por tamafio

La clasificacion de los agregados por tamafio se realizo con tamices de 250 y 1000
pum, diferenciando entre macroagregados (> 1000 um), mesoagregados (1000-250 um) y

microagregados (<250 pm).

e Retencion de agua

La retencion de agua a -33 kPa (capacidad de campo) y -1500 kPa (punto de
marchitamiento permanente) se calcularon mediante el método de la membrana de

Richards.
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Analisis quimicos y fisicoquimicos de los suelos
e Determinacion de Carbono organico (Método de Tyurin)

Se determind mediante el método de Tyurin (oxidacion caliente en presencia de
K2Cr207 por via himeda) y mediante combustion con un analizador Truspec CN (LECO

Corporation, Saint Joseph, MI, USA).

e Nitrégeno total

El nitrégeno total se determind por el método de Kjeldahl, realizado en dos partes.
Una primera parte que consistié en el ataque o la destruccion de la materia orgéanica y la
segunda fase en la valoracion del NHs con &cido sulfarico diluido, en presencia de

fenolftaleina como indicador (método volumétrico de neutralizacion acido-base).

e Fésforo asimilable

Fue determinado mediante el método de OlsenWatanable: extraccién del P con
bicarbonato sddico y determinacion mediante colorimetria mediante desarrollo de color

azul (complejo fosfomolibdico).

El color se midio a una longitud de onda de 825 nm con un espectrofotometro
Helios Alpha (Thermo Fisher Scientific, USA). Método extractado de Porta et al. (1986),

con ligeras modificaciones.
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e Potasio asimilable

El potasio disponible se extrajo con acetato de amonio 1 N (pH = 7) (Sadzawka,
1990) y se determind con un fotometro de llama PFP7 (Jenway, Staffordshire, Reino

Unido).

e Elementos minerales

Se analizaron los contenidos de microelementos en el suelo, extraibles con DTPA,
se determinaron mediante el método de Lindsay y Norvell (1978) con un espectroscopio

de emision por plasma de acoplamiento inductivo (ICP-OES) Perkin-Elmer Optima 8300.

e Determinacion del pH

Se realizé en un pH-metro marca Crison, con electrodo de vidrio. El pH del suelo
se midié en 1:2.5 (p/p) de suspension suelo-agua, previa calibracion del aparato con

patrones de pH conocido.

e Conductividad eléctrica

Se midié a 25°C en el extracto 1:5 (p/p) de la suspension en agua (Porta et al.,

1986). La conductividad eléctrica se determin6 con un conductimetro marca Crison.
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Bases de cambio

Capacidad de intercambio catidnico (CIC)

En torres de percolacion, se obtuvo mediante el método del acetato de amonio (pH
7) y el método del cloruro de sodio, y luego las concentraciones se determinaron

utilizando un fotometro de llama PFP7 (Jenway, Staffordshire, Reino Unido).

Las CIC se determinaron sobre la misma muestra y de forma sucesiva, segun la
metodologia recomendada por el Servicio de Conservacién de Suelos del Departamento

de Agricultura de los Estados Unidos (SCS-USDA, 1972).

Analisis mineraldgico

e Difraccion de rayos X (DRX)

El andlisis mineraldgico de la tierra fina (<2 mm) y de la fraccion arcilla (< 2 um),
se realiz6 por difraccion de rayos X (DRX), empleando el método de polvo cristalino. En
el caso de la tierra fina se emplearon portamuestras de carga frontal, pero empleando una
técnica de carga lateral para asegurar la desorientacién de las particulas de polvo
cristalino. La determinacion de la arcilla se realiz6 en muestras de agregado orientado.
Para diferenciar la caolinita y las fases de arcillas expandibles, las muestras se calentaron
a 500°C en estufa y se solvataron con etilenglicol a 50°C. El porcentaje de los contenidos
minerales fue estimado empleando los factores reflectantes recogidos por Delgado et al.

(1982).

Las muestras pulverizadas se montaron en un portamuestra de aluminio mediante
la técnica de llenado frontal. La toma de datos se realiz6 en un difractometro compacto
de Rayos X (Rigaku Miniflex), obteniéndose los diagramas de difraccion de rayos X de
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tres muestras de cada suelo estudiado y en las fracciones de grava fina, tierra fina y arcilla

orientada.

Posteriormente se utilizd6 un método mineraldgico semicuantitativo para la
caracterizacion de las muestras, por medio de la comparacion de los patrones de
difraccién obtenidos con las fichas ASTM, las cuales son una coleccién de diagramas de
rayos X de muestras monofasicas en forma de tablas que contienen informacion del
compuesto (Vindel., 2021). Para lo anterior se realizé una comparacion de la posicion de
los picos con la de la ficha ASTM para la identificacion de los minerales que componen
cada fraccion de suelo. A cada mineral se le asigné una o varias cruces segun sus

contenidos en la muestra.

Elementos minerales

Los iones minerales fueron determinados por espectroscopia de emision por plasma
de acoplamiento inductivo (ICP-OES) en un equipo Perkin-Elmer Optima 8300 en el

Centro de Instrumentacion Cientifica de la Universidad de Granada.

e Cadmio

La cuantificacién de Cd se realizo por espectroscopia y se realiz6 en el laboratorio
de Absorcién Atomica y Liofilizacion (AASLIO) de la Facultad de Farmacia de la
Universidad de Granada (Espafia). La Figura 14 muestra el esquema grafico de los

diferentes analisis realizados a los suelos de las regiones cacaoteras estudiadas.
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Figura 14. Esquema metodoldgico de analisis de los suelos

Ensayo de remediacion del cadmio de los suelos estudiados

Se realiz0 el disefio experimental donde se especifica el nimero de repeticiones, los
suelos empleados, las dosis, los tiempos de muestreo, etc., (Anexo 1). Se parti6 de la
cantidad de suelo productor de cacao seco y tamizado (Zulia y Tibu) que se tenia en el
laboratorio y segun los biocarbones (SCG, SCGchar y Cacaocnar) con los cuales se iba a

realizar el proceso de remediacion.

Se calcularon las dosis de bio carbdn a afiadir a cada bote plastico (capacidad de
200 g), para obtener muestras de cada suelo con el residuo en concentraciones de 0, 5 (0,2
g compuesto/40 g de suelo), 10 (0,4 g compuesto/40 g de suelo) y 15 (0,6 g compuesto/40
g de suelo) %, con 5 repeticiones, tres tiempos de analisis de muestras 0, 45 y 90 dias y

muestras control (0 dias y 0% residuo). Los analisis realizados sobre las muestras finales
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del ensayo se recogen en la Figura 15, correspondiente al esquema metodolégico. Se
analizaron propiedades quimicas y fisicoquimicas del suelo, asi como determinacion de

cadmio por extraccion con DTPA.

Suelo Tibii

Concentracion

510y 15

Figura 15. Disefio experimental para la remediacién del cadmio en cdmara climética, simulando
condiciones de la zona de produccion (dia/noche)

Para cada concentracion se prepard primero toda la mezcla (suelo+residuo), se
mezclaron completamente con el suelo y luego se repartieron en submuestras en cada bote
plastico con tapa horadada para la inyeccion de agua y fueron numerados. Posteriormente
las muestras se incubaron en una camara con condiciones controladas, simulando las
condiciones tropicales originarias de los suelos, con una humedad relativa de 80%,

temperatura de 28/22°C (dia / noche) durante 90 dias.

La humedad de los suelos se mantuvo regando cada bote con agua destilada, para
ello se pesaron al azar varias muestras y se determino su necesidad de riego (Figura 16).
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El ensayo se realiz6 a dos tiempos de incubacion (45 y 90 dias) y se obtuvieron un total

de 228 muestras. Se usaron muestras control para cada periodo de tiempo de incubacion.

Para los andlisis de pH, conductividad, y cadmio se tomaron 5 réplicas de cada

grupo (suelo sin o con residuo) y para el analisis de carbono orgénico 3.

Figura 16. Adicion de agua destilada para mantener la humedad de los suelos

A cada tipo de suelo sin y con residuo segun las dosis ya mencionadas se les
realizaron los siguientes analisis fisicoquimico pH, CE, %CO y por absorcion atdmica se

determind la concentracion de cadmio a los 0, 45 y 90 dias.
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e Determinacién de Cd por absorcion atdbmica

Se utiliz6 un material de referencia de cadmio puro (Merck, Solucién estandar
rastreable SRM de NIST Cd (NOs). en HNOs 0.5 mol/L; 1000 mg Cd/kg, referencia
1.19777.0500) para establecer las rectas de calibracion estandar. Se prepararon rectas de
calibracion de rango bajo, medio y alto, con 10 puntos cada una, donde el limite de
deteccion de cuantificacion fue 0,040 mg/kg de Cd?*. EI Cd recuperado en muestras de
suelo fue 99,3%. La cuantificacion se realizoO mediante un equipo de espectrometria de

absorcién atomica Agilent 280FS (Santa Clara, CA, EE. UU.).

3.2.3 Andlisis estadistico

En el caso de los ensayos realizados a las muestras de cacao y chocolates se realizo
un Analisis de Coordenadas Principales (PCoA) con el indice de disimilitud de Bray-

Curtis para el analisis exploratorio de los datos de secuenciacion del ARNr 16S.

Se aplicaron como métodos interpretativos el Andlisis de Correspondencia
Canonica (CCA) y el Analisis de Coinercia. Ambas metodologias intentan encontrar
asociaciones entre dos conjuntos de variables; en el caso de CCA, intenta explicar la
variabilidad encontrada en la comunidad microbiana a través de varias variables

explicativas ambientales.

En el caso del andlisis de coinercia, se intenta encontrar asociaciones entre la
comunidad microbiana y los acidos grasos de cadena corta (AGCC), en este caso,
encontrando la correlacion entre los metabolitos PCA y el PCoA microbiano. La fuerza
de la asociacion encontrada con el analisis de coinertia se mide mediante el coeficiente
RV. Es un nimero entre 0 y 1, y cuanto mayor es la asociacion mas fuerte (Paliy y

Shankar, 2016).
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Se utilizd el random forest como analisis discriminante. La importancia que el
algoritmo de random forest le da a cada caracteristica (es decir, a cada género) para
clasificar las muestras, en este caso, como tostadas o sin tostar, viene dada por dos
parametros: precision de disminucion media y disminucion media de Gini. La precision
de la disminucién media proporciona una estimacion aproximada de la pérdida en el
rendimiento de la prediccion cuando esa variable en particular se omite del conjunto de
entrenamiento. La disminucién media de Gini es una medida de la impureza del nodo; un
nodo con la mayor pureza es el que solo tiene caracteristicas de la misma clase (tostado
o0 sin tostar). Al calcular la disminucion de Gini cuando se omite una caracteristica,
aprendemos la importancia de dicha caracteristica para la clasificacion de los datos como
tostados o sin tostar (Liaw y Wiener, 2002). La significancia estadistica se establecié en
p < 0.05. Lasignificancia entre pares de categorias en capacidad antioxidante, metabolitos
y abundancia de género se evalu6 mediante la prueba de Wilcoxon. Todos los anélisis se

llevaron a cabo en R version 3.6.3.

Para el andlisis de los suelos y hojas se realizaron analisis de correlacion de Pearson
entre el contenido de cadmio disponibles en el suelo y variables foliares (P, K, Mg, Ca,
Zn, Cd, Pb), teniendo en cuenta lo realizado por Huamani (2012) y Arévalo-Gardini
(2016). Se realizé un analisis de componentes principales (PCA) para reducir y explicar

la variabilidad del sistema.

El analisis de los suelos comprende diferentes técnicas estadisticas utilizadas:
analisis de la varianza, analisis de correlaciones y analisis de componentes principales.
La homogeneidad de las varianzas se evalu6 mediante la prueba de Levene y la
distribucion normal de las muestras con la prueba de Shapiro-Wilk. En el caso de
variables paramétricas (que cumplen criterios de normalidad) se utiliz6 el andlisis de la

varianza (ANOVA) combinado la prueba de Tukey.
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Para la comparacion de las medias en variables paramétricas, se utilizé la prueba t
de Student. Para analizar datos no paramétricos se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis
combinada con la prueba U de Mann-Whitney. Las correlaciones lineales entre las
distintas variables analizadas en la tesis doctoral se evaluaron calculando el coeficiente
de correlacion de Pearson (para datos distribuidos normalmente) o la correlacion lineal
de Spearman (para datos no distribuidos normalmente). El nivel de significancia se
establecio en 5% (p < 0.05) en todas las pruebas anteriormente descritas. En los analisis
de varianza y comparacion de medias de los perfiles obtenidos en este trabajo, se utiliz6
el modelo lineal generalizado (GLM). Estos analisis estadisticos se realizaron con dos
programas: SPSS 22.0 para Windows (IBM SPSS, Inc., Nueva York, EEUU) y

Statgraphics Centurion XVI (Stat Poin Technologies, Inc. Rockville, MD, EEUU).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1 RESULTADOS RELACIONADOS CON EL VALOR

NUTRICIONAL Y BIOACTIVIDAD DEL CACAO

4.1.1. Propiedades quimicas y fisicas del cacao

Humedad

El contenido de humedad promedio obtenido en los granos procedentes del Zulia
fue de 7,84+0,13 % y el de los granos de Tiba 7,60+0,42 %, valor que esta dentro de los
limites considerados como adecuados. Valores mayores pueden facilitar el desarrollo de
bacterias y hongos, acidez y deficiencia en sabor y aroma en los granos; valores inferiores
provocan fracturacion del grano durante el almacenamiento, transporte y
comercializacién influyendo en la calidad del chocolate como producto final (Nogales et
al., 2006; Cubillos et al., 2008; Amores et al., 2010; Tinoco y Ospina, 2010;

CAOBISCO/ECA/FCC, 2015., 2015; Arvelo et al., 2017).

pH

Los valores promedio encontrados de 5,20 y 5,27 para granos de cacao de Zuliay
Tibu, respectivamente, estan de acuerdo con lo reportado por Jinap y Dimick. (1990) de
4,70 a 5,74; Hii et al. (2006) de 4,91 a 5,39 y Quevedo-Guerrero et al. (2022) de
aproximadamente 5,40. Estos autores ademas consideran este parametro como
determinante de la calidad sensorial del chocolate, como producto final del procesado de

los granos.
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Cenizas

Los valores de las cenizas, (Figura 17), presentan variabilidad segun el tipo de
cacao (criollo o hibrido), region de origen del cacao, calidad del cacao, nivel de
adulteracion y minerales presentes.

En este estudio se obtuvieron valores de 2,68+0,014% para granos procedentes de
Zuliay 2,42+0,038% para Tibu, encontrdndose coincidencia con los resultados obtenidos

de 2,63 % por Braudeau (1970) y con Perea et al. (2011) quien obtuvo 2,8 y 2,7 % de

cenizas en los clones de cacao FSV41 y CCN51 respectivamente.

Nuestros resultados también son similares a los obtenidos por Thi et al. (2016) en
Vietnam y Calvo et al. (2021) en Colombia. Los resultados obtenidos difieren de otros
clones estudiados por Perea et al. (2011), asi como de los resultados de Guerrén (2009),
que encontrd promedios de cenizas de 3,62%, Chire et al. (2019) con valores de 3,02 a
3.27 %y Chang et al. (2014) promedio de 3,49% y 2.23 + 0.4% segun Tinajero-Carrizales
et al. (2021). Resalta un estudio realizado por Bedoya (2016) en Antioquia (Colombia)
donde reporta contenidos altos de ceniza en los clones Maceo 14 (7%) y clon San Vicente

155 (3 a 4%).

Figura 17. Determinacion de ceniza en granos de cacao por el método AOAC 972.15
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Este parametro que forma parte del anélisis proximal del cacao y aunque se utiliza
para hacer referencia al contenido de materia inorganica (minerales), también puede
indicar la calidad en las buenas practicas durante el cultivo (fertilizacion, agroquimicos y

trazas de contaminantes).

4.1.2. Analisis bromatologico de los granos de cacao

Proteina

No se encontré diferencia entre el contenido de proteina en los granos de la dos
zonas estudiadas, 12,67+1,32% para granos de Zulia'y 12,29+1,18% para Tibu, valores
similares a los registrados por Perea et al. (2011) en el clon Maceo (producido en
Antioquia, Colombia) y lo reportado por Calvo et al. (2021) en tres regiones de Colombia
(12,5+0,3%). Los datos anteriores son inferiores al promedio global de 21,08% reportado

por Vera et al. (2021) en cacaos producidos en Ecuador.

El nivel de proteina en el grano de cacao fermentado y seco fue similar a los
resultados obtenidos por otros autores (Tabla 4) y a lo especificado en lanorma NTC 793

(Icontec, 2008).

Tabla 4. Contenido de proteina en granos de cacao fermentado y seco

Muestra Proteina cacao seco (%o)
Cacao Zulia 12,67+1,32
Cacao Tibu 12,29+1,18
Fedecacao, 2004 (Clones 1CS95, 12.74
ICS60 y CCN51) ’
Fedecacao (2005) promedio en
Santander 13,87
Perea et al. (2011) 12,30
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Segun De Witt (1957) el contenido de proteina en el grano de cacao tiene una
relacion inversa con el perfil sensorial debido a que, a mayor cantidad de proteinas en el
grano, mayor intensidad en la sensacion astringente y menor sera la formacion de aroma
en el cacao. De acuerdo a los datos obtenidos, al realizar el analisis comparativo en cacao
tostado a 120°C y cacao seco se encontré un p>0,05, lo que indica que no existen
diferencias estadisticamente significativas entre el contenido de proteina del cacao

tostado y sin tostar.

Grasa (Manteca de cacao)

La grasa 0 manteca de cacao se considera como la parte mas valiosa del grano, y es

fundamental para el precio del grano y para la elaboracién de chocolates.

Calvo et al. (2021) encontraron valores de 53% de grasa para granos cultivados en
Santander y Antioquia, y de 49% para granos procedentes del Huila en Colombia. De
acuerdo a la clasificacion que hace Fedecacao de los granos segun el porcentaje de grasa
los resultados obtenidos en este estudio (granos de Zulia y Tibu), destacan por presentar
altos contenidos de grasa, en la Tabla 5 se presenta una comparacion de estos resultados

con los de otros autores.

Tabla 5. Comparacion de diferentes porcentajes de grasa

Muestra Grasa (manteca) (%)
Cacao de El Zulia 56,48+0,43
Cacao de Tiba 50,84+3,08
Fedecacao (2004) >55 alto
Riafio (2016) (Colombia) 55,92+1,56
Perea et al. (2011) (Colombia) 51,4a57,7
Vera et al. (2021) (Ecuador) 43,60 (promedio)
Quevedo-Guerrero et al. (2022) 30,19 a 60,71
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En el mercado del cacao e industria del chocolate el contenido de grasa en el grano

es un factor de calidad y aceptacion.

Elementos minerales

Afoakwa et al. (2013), en un estudio realizado en granos de cacao procedentes de
Ghana, reportaron concentraciones mas altas de Ca, Mg, Na, K 'y P en comparacién con
nuestro estudio. Respecto al K, los datos encontrados coinciden con lo informado por

Perea et al. (2011) en granos cultivados en regiones productoras de cacao colombiano.

Tabla 6. Macroelementos en los granos de cacao estudiados

MACROELEMENTOS
Muestra Ca Mg Na K P
mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
Cacao Zulia 44,00+13,04 278,95+51,03 14,56+14,28 734,35+207,6 367,78+101,86
Cacao Tibu 54,72424,09 264,50+67,10 12,99+8,67 604,99+305,15 296,04+144,39
Araujo et al. (2014) 2650 200 No reporta 1890 260

limites éptimos

Comparando los resultados obtenidos con lo propuesto por Araujo et al. (2015)
como limites criticos de las variables que definen la calidad del cacao, encontramos que
los valores de Ca estdn muy por debajo del limite 6ptimo, los deméas datos estan dentro

del rango propuesto (Tabla 6).
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Del analisis de microelementos (Tabla 7) en los granos de cacao se encontré que
las concentraciones promedio de Cd oscilaron entre 0,52 + 0,82 mg/kg en granos

provenientes de Zulia a 2,42 + 1,89 mg/kg en granos de Tibd.

Estos resultados son similares a lo reportado por Arévalo-Gardini et al. (2017) en
algunas regiones de Peruy por Lee y Low (1985) y mayor a lo encontrado por Gramlich
et al. (2017) en Bolivia. Las muestras de granos obtenidas en suelos de Tibl excedieron
el limite critico de 0,8 a 1,0 ppm recomendado por la UE (Unién Europea, 2014) para
productos elaborados a partir de cacao, lo que indica la necesidad de establecer medidas

gubernamentales para prevenir la contaminacion por Cd durante la produccidon de cacao.

Tabla 7. Microelementos en los granos de cacao estudiados

MICROELEMENTOS

Muestra Cd Al Cr Cu Fe Mn Ni

mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
Cacao Zulia 0,37+0,02 0,40+0,07 0,06+0,01 11,59+3,02 1,75+0,47 0,30+0,04 0,10+0,03
Cacao Tiba 1,97+0,07 0,46+0,08 0,06+0,01 9,66+2,71 2,42+0,08 0,42+0,09 0,06+0,02
Araujo et al. <0,20 No reporta No reporta <0,68 2,80 2,04 No reporta
(2014)

Zn

mg/kg
7,28+4,29
7,0645,39

2,94

En la Tabla 7 observamos que las concentraciones halladas de Cd, Cuy Zn superan
los limites propuestos por Araujo et al. (2014). EI Cu, que generalmente se asocia a la
adicion de fertilizantes, se encontrd en concentraciones mas bajas a lo descrito por
Arvelo-Gardini et al. (2017), Aikpokpodion (2010) y Lee y Low (1985). Las
concentraciones de Mn, Ni, Cr, Na y K en comparacion con lo hallado por Arévalo-
Gardini et al. (2017) y Aikpokpodion (2010) fueron mas bajas. Las concentraciones de

Fe y de Zn fueron semejantes a lo encontrado por Perea et al (2011) en Colombia, pero
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mas bajas respecto a lo observado por Arévalo-Gardini et al. (2017), Gramlich et al.

(2017), Afoakwa et al. (2013) y Aikpokpodion (2010).

En Per(, segln datos nacionales que estimaron la exposicion de cadmio a través del
chocolate, muestran valores entre 0,005 a 0,3 ug/kg por cada mes, valores que son
inferiores a ingesta mensual tolerable provisional de 25 pg/kg (Helvetas Swiss

Intercooperation, 2018).

Tomando como referencia este dato (dado que en Colombia no hay un dato oficial)
y segun la cantidad de Cd determinado en este estudio (0,37 ppm en cacao procedente del
Zulia) tendriamos que si se consume 20 g de cacao en polvo se tendria una ingesta de
0,074 ug/kg por racion, valor que debe ser sumado al Cd proveniente de los demas
alimentos que se consumen Yy asi poder determinar el nivel de riesgo de contaminacion
con este metal pesado. Segun la Agencia Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA), el
cacao en polvo vendido como producto final al consumidor no debe sobrepasar los niveles
méaximos de 0,6 mg/kg (Union Europea, 2014). En el Anexo 2 se pueden observar los
datos generados durante el analisis de elementos minerales tanto en los granos como en

los suelos.

De acuerdo al PCA, obtenido del andlisis quimico, y bromatolégico; se observa,
por un lado, una variabilidad total del 83.61%, en ambos componentes para las variables:
%de proteina en cacao tostado a 120°C, % Proteina cacao seco, % grasa, % ceniza. Se
evidencio que no hubo un comportamiento ligado a la procedencia de la muestra, sino

mas bien méas dependiente a las variables tratadas.

En la Figura 18, se observa que, en el cuadrante 1, las variables % proteina cacao

seco, % grasa y % ceniza son importantes en las muestras 6 y 7 de Tiba y 1 de Zulia, por
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otro lado, el % de proteina en cacao tostado a 120°C tuvo un peso en la muestra 10 de

Zuliay 4 de Tibu.

Las muestras 1 de Zuliay 6 y 7 de Tibl respecto a su composicidn energética son

muy similares, asi como la 10 de Tiba y la 4 de Zulia (Cuadrante I1).

% Ceniza

% Proteina cacao tostado a 120°C 14—

@ Zulia

<o

PC 2 (34,275%)

7 % Grasa
i A % Proteina cacao seco
L
| | | | | | |

| | [ [ |

8
03 v 03 0.6‘ 08 11 14
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<o

PC 1(49,333%)

Figura 18. Anélisis de Componentes principales representado por un biplot de las variables % de
proteina en cacao tostado a 120°C, % Proteina cacao seco, % grasa, % ceniza en 5 muestras de la

region de Zulia'y Tibd.

El comportamiento anterior puede deberse a que el productor no tiene clasificados
los arboles de cacao por tipo o variedad y ademas mezcla los granos de dias diferentes de
cosecha, dando como resultado granos con diferentes indices de fermentacion que alteran
la calidad y las propiedades organolépticas deseadas y eso posibilita las diferencias entre

granos de cacao de una misma finca (Quintana y Garcia, 2021).
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Figura 19. Andlisis de Componentes principales representado por un biplot de las
concentraciones de macroelementos Mg, P, K, Na, Ca en 6 muestras de la region de Zuliay Tiba

El PCA realizado sobre las concentraciones de macroelementos Mg, P, K, Na, Ca
en 6 muestras de la region de Zulia'y Tibu, evidencio que el 96.76% de la variacion entre
las diferentes muestras es debida a la concentracion de los macroelementos P, Mg y K;
los elementos Ca y Na tuvieron poca contribucion a la separacion de las muestras (Figura
19). La muestra 11 de Tibu se agrup6 distante a las otras muestras de la misma region
dada la concentracion de estos macroelementos. En la interseccion del cuadrante 11y 111
vemos dos clusters, uno asociado a las muestras 7, 8 y 9 de Tibl y el otro aglomerado

asociado a 1, 3y 6 de Zulia.

Respecto a la concentracion de microelementos se evidenciaron clusters formados
dependiendo no so6lo de la concentracion de los mismos, sino de la procedencia de las

muestras (Figura 20).
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Figura 20. Andlisis de Componentes principales representado por un biplot de las
concentraciones de microelementos Ni, Cr, Cu, Zn, Fe, Al, Cd, Mn en 6 muestras de la region de
Zuliay Tibu

En el cuadrante | observamos el primer clister representado por los microelementos
Cu, Zn, Fe que tuvieron un peso al separar las muestras 2, 4 y 5 de Zulia del cuadrante 1V
y Il. En el cuadrante Il y 111, evidenciamos otro cluster explicado por el microelemento

Ni que separa las muestras de Zulia (1, 3 y 6) de las otras de la misma localidad,

agrupandolas con la 8 y 12 de Tibu.

La muestra 7 de Tibu en el cuadrante 11l se encuentra alejada de las otras. Por
altimo, en el cuadrante 1V, tenemos otro claster (9 y 10 de Tibu) explicado por la

concentracion de Mn, Cd y Al que explica la variabilidad de las muestras en un 45.41%.

88



4.1.3. Andlisis sensorial del cacao

De la evaluacién sensorial con el panel entrenado por Fedecacao se determinaron
los atributos y defectos del cacao a través de sus licores, cuyos resultados fueron
consignados en las fichas (Figura 21) ya establecidas por los expertos de esta entidad.
Los datos obtenidos fueron la base para estudiar las variables sensoriales respecto a los

sabores basicos, especificos, adquiridos y defectos.
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Figura 21. Resultado del analisis de perfil sensorial
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En el Anexo 3 se pueden observar los resultados de cada muestra evaluada por los
catadores. De los resultados obtenidos se extrae que ninguna muestra presentd granos
dafiados por insectos, germinados o mohosos. Para contrastar los datos obtenidos en la
evaluacion sensorial de todas las muestras de cacao y determinar el comportamiento de
las variables se realizaron varias correlaciones de los datos obtenidos durante el panel

sensorial.

Como se puede observar en la Figura 22, los atributos predominantes en la mayoria
de las muestras fueron acidez, astringencia y amargo, excepto en las muestras 754 y 737,
donde estos atributos fueron muy bajos en relacion a las otras muestras. En estas mismas
muestras resalta el sabor a cacao, sin embargo, también sobresale el sabor a verde, propio
de cacaos no fermentados adecuadamente o sometidos a secado rapido (Ramos et al.,

2013; Guzméan y Gomez, 2014; Machado et al., 2018).

Mohosos =~ |
Germinados —882
—— 662
Dafiados por..._ 911
[ . 752
0tro§--%.___";-";" —231
\ —754
Humedad" 'Fruta seca 737
| \ 122
Verde' 1 “Floral
Dulce” ‘Nuez

Figura 22. Perfil sensorial del cacao producido en El Zuliay Tib( (Colombia)
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Adicionalmente, se aplic6 un PCA en forma gréafica de dispersion (biplot), a las
variables cuantitativas agrupadas de acuerdo a sus descriptores sensoriales (acidez,
astringencia, amargor, etc). También se les aplico un modelo lineal general para contrastar

las diferentes variables estudiadas, obteniéndose los siguientes resultados.

Analisis de Componentes Principales para todas las variables conjuntas

Tal y como se puede observar en la Figura 23, la variable floral, caracteristica de
los cacaos forasteros (Ramos et al., 2013), tuvo poco impacto en la diferenciacion de las
muestras respecto a sus demas variables sensoriales; esto puede deberse a deficiencia en
los procesos de fermentacion y secado, asi como en una posible mezcla de granos
obtenidos de diferentes cosecha y clones (Quintana y Gomez, 2011; Guzman y Gomez,
2014; Machado et al., 2018). Por otro lado, en los cuadrantes Il y 11l se evidencié que la
variable humedad ayud6 a diferenciar la muestra 662 pero no a agruparla. Ahora bien, las
variables astringencia, acidez, amargor perteneciente a los sabores basicos crearon un

claster diferenciado (Cuadrante I11: Muestras 911, 882, 231, 752 y 122).

La muestra 882, mostrd un porcentaje de fermentacion de 90, y una alta acidez,
astringencia y amargor, lo cual puede deberse a la sobrefermentacién e inadecuado
proceso de secado que logre disminuir los sabores amargos y acidos (Guzman y Gomez,
2014; Amores, 2009; Zambrano et al., 2010). En el caso de la muestra de cacao 752, con
un 60% de fermentacidn, ocurre lo contrario, no hay sabor a cacao por falta de completar
adecuadamente este proceso (Portillo et al., 2011). De forma general los resultados
pueden deberse a deficiencias en el manejo cosecha y poscosecha de los granos. Autores

como De Witt (1957), atribuyen la intensidad en la sensacién astringente y menor
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formacion de aroma a la cantidad de proteinas en el grano de cacao, en esta investigacion

el contenido de proteina esta dentro de los pardmetros normales.

Las variables sensoriales de sabores especificos a fruta fresca, fruta seca, dulce,
nuez y sabores basicos (Figura 23) tuvieron un rol importante en la separacion de las
muestras 737 y 754 del municipio de Zulia. Estas variables son de gran importancia
porque son referentes de un chocolate de calidad (Ramos et al., 2013; Quevedo., 2018).
Por todo lo anterior, estas dos muestras fueron las que obtuvieron el mas alto porcentaje

global de parte de los panelistas.

PCA case scores

26—

Humedad

Figura 23. Variables sensoriales de los sabores basicos, especificos y adquiridos en las muestras
de granos de cacao provenientes de Zuliay Tibu
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Analisis de Componentes Principales para los sabores basicos

Como se observd en el PCA conjunto para los sabores basicos (Figura 24) la
variable cacao, fundamental en la calidad del cacao, tuvo un peso importante en las

muestras 754, 737 y 662 (menor peso de las tres).

Las variables sensoriales acidez, astringencia y amargor agruparon las muestras
752,122, 231, 882 y 911 dentro de un mismo cluster (Cuadrantes 11y I11). Estas variables
de astringente y amargo fueron inversamente correlacionadas con el aroma a nuez y

fueron las muestras que obtuvieron menor calificacion global.

PCA

Cacao

Acidez

™~

Amar
o 0d4——
5 ¢

Astringencia

PC 2 (5.130%)

862
(]

PC 1 (93.885%)

Figura 24. PCA de las variables sensoriales de los sabores basicos
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Guzman y Gomez (2014) proponen que la excesiva presencia de acidez afecta el

desarrollo completo de aroma de chocolates, lo cual puede dar respuesta a los resultados

emitidos por los panelistas.

Analisis de Componentes Principales para los sabores especificos

Para los sabores especificos (Figura 25) nuevamente las muestras 737 y 754 se
agrupan en un cluster diferenciado de las deméas muestras. En este caso los sabores fruta

seca, dulce, nuez y fruta fresca son los que mas aportan a la diferenciacién de las muestras
y son los atributos mas agradables a los consumidores.

PCA

Frdaseca
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Figura 25. PCA de las variables sensoriales de los sabores especificos
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Analisis de Componentes Principales para los sabores adquiridos

Las variables humedad, verde y otro (Figura 26) permitieron la distincion de las
muestras en dos grupos en el cuadrante | y IV (122, 911, 752 y 882). De nuevo las
muestras 737 y 754 se separan del resto de las muestras y en este caso no tiene relacién

con las variables de sabores adquiridos.

Los anteriores analisis permiten determinar que la muestra de grano que posee
mayor aceptacion entre los panelistas entrenados de Fedecacao es la muestra 754 seguida
de la 737, lo cual fue un pardmetro utilizado para escoger los granos producidos en la
finca el Porvenir de la region del Zulia, para continuar con los estudios de compuestos
bioactivos. Los granos provenientes de Tibd obtuvieron la misma calificacion global y

por ello se realizaron los ensayos de bioactividad con una mezcla de los granos.

PC 2 (27.3688%)

PC1(88.717%)

Figura 26. PCA de las variables sensoriales de los sabores adquiridos
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Del analisis sensorial también se pudo deducir que hay deficiencias en los criterios

de seleccidn del grano (grano violeta), y durante el proceso de cosecha y poscosecha.

Tal y como se puede observar en la Tabla 8, no siempre el tener un 100% de
fermentacion del cacao es criterio para que sensorialmente sea aceptado por el

consumidor.

Tabla 8. Calificacion obtenida durante la evaluacion sensorial del % de fermentacion y la
calificacion global.

Cadigo Muestra de cacao % fermentacion Calificacion global

882 Tiba 90 3,6
662 Tibd 100 3,6
911 Zulia 48 4,3
752 Zulia 60 15
231 Zulia 52 2,3
754 Zulia 51 6,9
737 Zulia 44 6,5
122 Zulia 80 3,6

En la mayoria de las muestras la fermentacion no se desarroll6 adecuadamente, lo
que explicaria la astringencia observada por los panelistas en las muestras (Amores, 2009;

Ramos et al., 2013).

4.2. EFECTO DEL PROCESADO TERMICO SOBRE LA
BIOACTIVIDAD DEL CACAO

4.2.1. Capacidad antioxidante del cacao crudo y tostado

Las muestras de cacao de dos zonas geogréaficas diferentes, tanto crudas como
tostadas a diferentes temperaturas, se sometieron a una digestion gastrointestinal in vitro
seguida de una fermentacion in vitro para simular los procesos que ocurren durante la
digestion humana, ya que pueden modificar los compuestos bioactivos que dan lugar a la
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capacidad antioxidante del cacao y modificar dicha actividad. Obtuvimos dos
sobrenadantes: uno liquido correspondiente a la fraccion potencialmente absorbible en el
intestino delgado y otro correspondiente a la fraccidon que puede absorberse en el intestino
grueso. La capacidad antioxidante se evalu6 en ambas fracciones mediante los métodos

DPPH, FRAP y Folin-Ciocalteu.

La capacidad antioxidante liberada tras la fermentacion microbiana intestinal in
vitro (Figura 27) fue siempre mayor que la liberada tras la digestion, aunque la diferencia
fue significativa (p < 0,05) solo en el caso de los métodos FRAP y Folin-Ciocalteu. Esto
se ha descrito anteriormente, especialmente en el caso de los alimentos derivados de
plantas, donde los componentes bioactivos son menos accesibles para las enzimas
digestivas humanas (Navajas-Porras et al., 2020, Pérez-Burillo et al., 2019). Ademas, el
cacao tiene una gran concentracion de compuestos fendlicos, principalmente flavan-3-
oles y procianidinas, que llegan al colon y son ampliamente metabolizados por la
microbiota intestinal en moléculas mas pequefias (Rowland et al., 2018). Por lo tanto,

podrian aumentar la capacidad antioxidante de esta fraccion.

La capacidad antioxidante, por otro lado, no fue diferente segun la ubicacion del
cultivo de cacao (datos no mostrados). Sin embargo, el tostado tuvo una gran influencia
en la capacidad antioxidante, independientemente del ensayo. Las muestras de cacao
crudo fueron significativamente mas antioxidantes que las muestras de cacao tostado. De
hecho, como se muestra en la Figura 27, la capacidad antioxidante disminuy6 a medida
gue aumentaba la temperatura de tostado. Esto se ha descrito previamente en muestras de
cacao sin digerir y sin fermentar (Urbanska y Kowalska, 2019, Fernandez et al., 2020) y
se ha relacionado con la pérdida de compuestos fendlicos que se produce durante el

tostado (Febrianto y Zhu., 2020).
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Figura 27. Capacidad antioxidante del cacao en polvo crudo (sin tostar) y tostado a diferentes
temperaturas. Los tres paneles superiores muestran la capacidad antioxidante obtenida del
sobrenadante de la digestion in vitro. Los tres paneles inferiores muestran la capacidad
antioxidante obtenida del sobrenadante de fermentacidn bacteriana in vitro. ns: no significativo;
*p<0,05;**:p<0,01

En nuestro estudio esta pérdida de capacidad antioxidante fue méas evidente en el
sobrenadante de fermentacion. Una posible explicacion podria ser que la capacidad
antioxidante liberada durante la fermentacion intestinal dependeria en gran medida de los
metabolitos derivados de flavan-3-oles y prociadinas, que podrian llegar al colon en

concentraciones mucho mas bajas debido al tostado.

4.2.2 HMF y furfural como marcadores de dafio térmico del cacao tostado

El HMF y el furfural son compuestos quimicos producidos durante el pardeamiento
no enzimatico (reaccion de Maillard) (Rufian et al., 2002; Rufian et al., 2004) y la

caramelizacion (Pérez-Burillo et al., 2018). Por lo tanto, a menudo se utilizan como
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parametros de calidad para controlar los procesos de tostado o calentamiento en los
alimentos (Pérez-Burillo etal., 2018, Delgado et al., 2007) y también en el cacao (Oliviero
et al., 2009; Sacchetti et al., 2016). Nuestros resultados mostraron que la ubicacion del
cultivo no influy6 en la formacion de HMF o furfural durante el tostado (datos no
mostrados). Esto no es de extrafiar ya que su formacion dependera de ingredientes
comunes (azucares reductores, aminoacidos o vitaminas) cuyas concentraciones apenas

deberian verse afectadas por la ubicacion del cultivo.

Por otro lado, las concentraciones de HMF y furfural aumentaron durante el tostado
(Figura 28) lo que concuerda con otros estudios (Sacchetti et al., 2016). EI HMF ha
demostrado, en animales, ser hepato- y nefrotdxico a través de la formacion previa de 5-
sulfoximetilfurfural (SMF) (Pastoriza et al., 2017). Por lo tanto, estos compuestos
quimicos podrian ser Utiles para controlar el proceso de tostado, no solo del cacao sino
también de otros alimentos, con el objetivo de reducir el contenido de HMF y sus posibles

efectos nocivos para la salud.
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Figura 28. Concentraciones de HMF y furfural en polvo de cacao crudo y tostado. ns: no
significativo; *: p < 0,05; **: p < 0,01
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4.2.3 Estructura y funcionalidad de la comunidad de microbiota intestinal

También se estudiaron las comunidades bacterianas intestinales resultantes de la
fermentacion in vitro de cacao en polvo crudo y tostado. La estructura o composicion de
la comunidad de la microbiota intestinal (es decir, la abundancia de cada género
bacteriano) se investigé mediante la secuenciacion del gen del ARNr 16S, mientras que
su funcionalidad se evalu6 analizando la produccion de &cidos grasos de cadena corta
(AGCC), ya que son los principales metabolitos trasfermentacion intestinal (Flint et al
2015). Como mostré el PCoA con disimilitud de Bray-Curtis (Figura 29A),
comunidades microbianas intestinales parecian verse especialmente afectadas por el
tostado, con una gran diferencia entre las muestras de cacao crudo y tostado
(independientemente de la temperatura). La ubicacion del cultivo, sin embargo, no
parecio jugar un papel diferencial en la estructura de la comunidad microbiana, aunque

se puede observar alguna diferencia entre las ubicaciones (Figura 29A).
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Figura 29. A) Analisis de coordenadas principales (PCoA) con disimilitud de Bray-Curtis. B)
Anélisis de correspondencia candnica (CCA) utilizando como variables explicativas
crudo/tostado, ubicacion del cultivo, HMF y concentraciones de furfural. C) Andlisis de coinercia
entre PCA basado en AGCC y PCoA basado en abundancia de género
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Posteriormente se realiz6 un andlisis de correspondencia canonica (CCA) utilizando
como variables explicativas de la estructura de la comunidad microbiana intestinal: i.
ubicacion del cultivo; ii. si el cacao estaba tostado o crudo; iii. Concentraciones de HMF
y furfural (Figura 29B). Este analisis interpretativo se suele aplicar para encontrar
asociaciones entre las variables explicativas y las variables de respuesta (en este caso, la
composicion de la comunidad microbiana intestinal). Segun el CCA, el hecho de que las
muestras de cacao fueran tostadas o no influy6 significativamente (p = 0,001) sobre la
composicion de la comunidad microbiana, mientras que la ubicacién (p = 0,330) y las
concentraciones de HMF (p = 0,407) y furfural (p = 0,063) no lo hicieron. Tiene sentido
que el tostado pueda tener una influencia significativa en la configuracion de las
comunidades bacterianas intestinales. Durante este proceso, la composicion quimica del
cacao cambia drasticamente y también podrian cambiar los sustratos que llegan al colon.
Por un lado, durante el tostado, el perfil fendlico cambia como se describid anteriormente
(Febrianto y Zhu, 2020). Ademas, y probablemente mas importante, durante el tostado
habra una formacion de melanoidinas como productos finales del pardeamiento quimico,
que no estan presentes en el cacao crudo. Estos polimeros han demostrado comportarse
como fibra (incluidas las melanoidinas del cacao), llegando al colon donde pueden ser
degradados por las bacterias intestinales (Borrelli et al., 2005, Pérez-Burillo et al., 2020).
Ademas, se ha descrito como el proceso de tostado de los granos de café se traduce en
una pérdida de poli y oligosacaridos (Gniechwitz et al., 2007). Los poli- y oligosacéridos
de los granos de cacao probablemente podrian sufrir la misma suerte durante el tostado.
Por lo tanto, dado que la fibra y otros polisacaridos son el principal sustrato bacteriano
intestinal (Kolodziejczyk et al., 2019) no es sorprendente que se haya encontrado que el
tostado impacta profundamente en la utilizacion del cacao en polvo por los microbios

intestinales.
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Figura 30. Concentracion de &cidos grasos de cadena corta tras la fermentacion in vitro. ns: no
significativo; *: p < 0,05; **: p < 0,01

Por otro lado, cuando se estudio la produccion de AGCC se observé una tendencia
similar: mientras que la ubicacion del cultivo no influyd, el proceso de tostado cambid el
perfil de AGCC (Figura 30). El cacao crudo produjo concentraciones significativamente
mas altas de acetato y propionato, mientras que la fermentacion del cacao tostado resulto
en una produccion significativamente mayor de butirato. Los tres AGCC son esenciales
para la salud intestinal del huésped. Entre muchas otras propiedades investigadas, los tres
AGCC desempefian un papel principal en el mantenimiento de la barrera intestinal,
mientras que el butirato es utilizado como sustrato por las células epiteliales y también se
ha relacionado con la actividad antiinflamatoria, lo que tiene un gran impacto en mantener
el intestino sano (Rios-Covian et al., 2016). Como se indico anteriormente, los cambios
quimicos originados durante el tostado podrian ser la razon detras de estas diferencias en
la produccién de AGCC. Aunque la fibra es la principal fuente para la produccién de
AGCC, se ha demostrado que las melanoidinas son una fuente de AGCC cuando son
fermentadas por microbios intestinales (Pérez-Burillo et al., 2020). La mayor produccion

de butirato en muestras tostadas sugiere que algunas especies bacterianas que pueden
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producir butirato podrian estar creciendo mejor que en las muestras crudas, o al menos,
que pueden usar compuestos de pardeamiento no enzimaticos (es decir, melanoidinas)
para generar un mejor rendimiento de butirato. Para confirmar si la estructura de la
comunidad microbiana y la producciéon de AGCC estaban correlacionados o asociados,

realizamos un analisis de coinercia.

Asi mismo, como se puede ver en la Figura 30C, existe una fuerte correlacion (RV
=0,61; p =0,01) entre las relaciones PCA basadas en AGCC y PCoA basadas en género,
ya que la distancia entre las mismas muestras (representadas con una flecha) suele ser
menor que entre diferentes muestras. Esto indica que los andlisis de composicion

bacterianana intestinal y AGCC se apoyaron mutuamente.

Segun la informacion presentada hasta ahora, el tostado o no de los granos de cacao
tiene un impacto profundo y significativo tanto en la composicién de la microbiota
intestinal como en su capacidad para producir AGCC. Por lo tanto, un préximo paso seria
definir los géneros mas discriminantes entre las comunidades microbianas resultantes de
las fermentaciones de cacao crudo y tostado (es decir, los géneros que mejor describen o
representan muestras crudas o tostadas). Se realiz6 un random forest como analisis
discriminante, ya que es muy utilizado para encontrar caracteristicas (en este caso géneros
bacterianos) para distinguir entre diferentes comunidades microbianas (Zhou y Gallins,

2019).

Los géneros méas importantes para clasificar las muestras, en este caso como crudas
0 tostadas, son dados por las variables Mean Decrease Accuracy and Mean Decrease Gini
(ver seccion Material y métodos) y cuanto mas altas son, méas influencia tienen en la
clasificacion. Como se muestra en la Figura 31A-B, entre las cinco primeras posiciones
para ambas variables se encuentran Veillonella, Faecalibacterium y Lachnospiraceae

UCG 004.
103



Mientras que Veillonella es un productor de propionato, Faecalibacterium es un
productor de butirato y también juega un papel positivo en la regulacion del sistema
inmunoldgico (Flint et al., 2015), la Veillonella se encontrd en una abundancia mucho
mayor en las muestras crudas (Figura 31C), lo que podria explicar en parte las

concentraciones mas altas de propionato en esas muestras.

También es especialmente significativo haber encontrado a Faecalibacterium como
una de las principales bacterias discriminantes, ya que es un conocido productor de
butirato y, por lo tanto, podria explicar, al menos en parte, la mayor produccion de butirato

con muestras tostadas.

Ademas, esto podria significar que Faecalibacterium puede usar productos de
pardeamiento no enzimaticos (como las melanoidinas) como sustratos de fermentacion.
Este resultado estaria en linea con investigaciones previas que muestran que
Faecalibacterium se ve favorecida por la fermentacion de melanoidina (Pérez-Burillo et

al., 2020).

Por otro lado, Roseburia y Butyricicoccus, ambos productores de butirato, (Flint et

al., 2015) también se encontraron en mayor abundancia en las muestras tostadas.

La Figura 31C muestra todos los géneros diferenciales (p < 0,05) abundantes entre
las muestras crudas y tostadas, y se ha demostrado que algunos de ellos tienen efectos
beneficiosos para la salud o producen AGCC (Flint et al., 2015, Kolodziejczyk et al.,

2019).
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Figura 31. A) Valores medios de precision de disminucion para cada género incluido en el
analisis de random forest. B) Valores medios de disminucion de Gini para cada género incluido
en el analisis de random forest. C) Plot violin de todos los géneros diferencialmente abundantes
entre cacao tostado y sin tostar (crudo). ns: no significativo; *: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p <
0,001

Los resultados han demostrado claramente como la fermentacion intestinal del
cacao tostado y crudo dan como resultado comunidades bacterianas y produccion de
AGCC bastante diferentes. Sin embargo, también es importante saber si el grado de
tostado genera diferencias significativas. Por ello, estudiamos el efecto del grado de
tostado en los 7 géneros principales que se discriminan (es decir, aquellos géneros con
una precision de disminucién media superior a 4 y una disminucion de la media de Gini
superior a 0,3). Como se muestra en la Figura 32A, el grado de tostado (temperatura

aplicada) no tuvo influencia sobre estas bacterias. Sin embargo, como se ha descrito
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anteriormente (Monlau et al., 2014), compuestos furanicos como el HMF vy el furfural

podrian inhibir el crecimiento de determinadas bacterias.
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Figura 32. A) Abundancia relativa para cada temperatura de tostado de los 7 géneros
discriminantes principales segin random forest. B) Abundancia relativa para cada temperatura de
tostado de los géneros gue se correlacionaron significativamente con la concentracion de HMF o
furfural. ns: no significativo; *: p < 0,05. C) Produccion de AGCC para cada temperatura de
tostado

Por lo tanto, los posibles efectos inhibidores se comprobaron mediante la
busqueda de correlaciones de Spearman entre HMF y furfural y cualquiera de los géneros
observados en nuestras comunidades bacterianas. Se encontraron correlaciones negativas
entre esos compuestos y Blautia y Veillonella (Figura 32 B), aunque estas correlaciones
fueron significativas solo en el caso de HMF. Aun asi, como estas son solo correlaciones,
podrian estar involucradas otras interacciones, como la inhibicion por otros compuestos
generados durante el tostado o la competencia por otras bacterias que son especialmente
favorecidas por otros compuestos generados durante el tostado. Por el contrario, se
encontrd una correlacion positiva significativa entre HMF y Alistipes. Del mismo modo,
es probable que esta correlacion se deba a otros compuestos que aparecen durante el
tostado y que pueden ser utilizados por las bacterias (como las melanoidinas) o al hecho
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de que el tostado provoca la pérdida de compuestos esenciales para otras bacterias (como
los poli- u oligosacaridos), lo que le permite a Alistipes competir con ellos y crecer en su
lugar. Finalmente, aunque la produccion de acetato y propionato parecié disminuir con la
temperatura, las diferencias entre las diferentes temperaturas de tostado no fueron
significativas (Figura 32 C). La produccion de butirato también se vio afectada de manera
diferencial por la temperatura, alcanzando las concentraciones mas altas a 50 y 70°C. Sin
embargo, nuevamente, las diferencias solo fueron significativas entre el cacao crudo y

tostado.

Los cambios en las comunidades microbianas intestinales podrian explicarse por
los cambios quimicos que sufre el cacao durante el tostado: pérdida de polifenoles,
disminucion de carbohidratos y pardeamiento quimico. De hecho, se ha demostrado que
las melanoidinas, los productos finales del pardeamiento no enzimatico, tienen un papel

prebiotico.

4.2.4. Marcadores de capacidad antioxidante y dafio térmico de chocolates

comerciales

Tambien se analizaron la capacidad antioxidante y los marcadores de dafio térmico

en chocolates comerciales que contienen el cacao en polvo estudiado.

Como se muestra en la Tabla 9, la capacidad antioxidante de la fraccién digerida
fue 2-3 veces menor que la de la fraccion fermentada, excepto en el caso del método
Folin-Ciocalteau, donde se encontraron resultados similares. En este sentido, para el
analisis de compuestos fenolicos totales, los resultados obtenidos en este estudio
estuvieron en linea con los de otros productos vegetales (Navajas-Porras et al., 2020) y

productos de chocolate hechos a medida (Urbanska y Kowalska, 2019) y 10-20 veces
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superiores a los reportados por otros autores para productos comerciales de chocolate

(Dumbrava et al., 2020).

Esto podria estar relacionado con la ausencia de la digestion-fermentacion in vitro,
que se sabe que libera mas compuestos antioxidantes que los que se obtienen mediante

extraccion con solventes (Pérez-Burillo et al., 2018; Pérez-Burillo et al., 2021).

La capacidad antioxidante siguié la misma tendencia observada para el cacao en
polvo: disminuye a medida que aumenta la temperatura aplicada. La caida de la capacidad

antioxidante se hace mayor a 115y 125°C, especialmente en la fraccion digerida.

Por otro lado, en la fraccion de fermentacion, aunque la capacidad antioxidante
sigue disminuyendo, las diferencias son mas débiles. Una posible explicacién podria estar
relacionada con los diferentes compuestos producidos durante el metabolismo
microbiano que pueden compensar, hasta cierto punto, la pérdida de antioxidantes

naturales presentes en el cacao.

Estos podrian ser algunos compuestos recientemente generados, como metabolitos
fenolicos o compuestos producidos a partir del metabolismo de las melanoidinas, pero
también otros compuestos que podrian unirse a los polimeros que llegan al colon y se

liberan una vez que esos polimeros se degradan.

En cualquier caso, durante la fermentacién microbiana es probable que aparezcan
compuestos neoformados, lo que no solo hace que la capacidad antioxidante de esta
fraccion sea superior a la de la fraccidn de digestion (Tabla 9), sino que también suaviza
la pérdida de capacidad antioxidante por tostado. Ademas, como era de esperar, la

capacidad antioxidante fue mayor en aquellos chocolates con mayor porcentaje de cacao.
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Al realizar el analisis de cada polifenol individual, se encontrd que el fenol y la
epicatequina, en chocolate en barra y en el liquido resultante del proceso de fermentacion,
arroja un p<0,05, lo que indica que existen diferencias estadisticamente significativas en
el estudio respecto a estos dos compuestos, siendo los granos provenientes de Tiba donde

se observd mayor contenido de fenol y de vainillina.

Tabla 9. Capacidad antioxidante de los chocolates comerciales

Muestra  Proceso Temperatura DPPH FRAP Folin-Ciocalteu
biol6gico de tostado °C mmol mmol Trolox/kg mg &cido
Trolox/kg gallico/kg

80% cacao  Digestion 50 98,98 £ 5,35 52,52 +2,13 9152+ 28,0
80% cacao  Digestion 70 98,3% + 6,46 62,2° + 4,52 9212+ 5,42
80% cacao  Digestion 110 92,7+ 0,53 54,2% + 1,56 675° + 16,3
80% cacao  Digestion 115 93,12+5,34 33,7¢+ 1,05 572¢ + 23,2
80% cacao  Digestion 125 89,0°+ 1,28 30,8+ 0,34 574¢ +5,32
73% cacao  Digestion 110 88,2° +1,54 57,0 + 0,68 615° + 27,1
70% cacao  Digestion 110 90,8°+0,73  46,19+0,38 624° + 31,3
50% cacao  Digestion 110 80,8+ 2,14 50,32+ 1,95 567¢+19,3
40% cacao  Digestion 110 82,7° + 3,01 46,99+ 2,70 579+ 32,0
con leche

80% cacao Fermentacién 50 2382+ 6,36 1262 + 2,66 10132+ 47,0
80% cacao Fermentacion 70 246% + 3,54 139° + 6,00 950? + 33,0
80% cacao Fermentacion 110 2428+ 139 1312+ 7,43 902° + 27,0
80% cacao Fermentacion 115 2258+ 1,29 1182+ 2,92 894° + 6,90
80% cacao Fermentacion 125 222"+ 15,0 110° £ 6,26 830° + 39,7
73% cacao Fermentacion 110 218° + 0,66 1202 + 1,02 648¢ + 20,5
70% cacao Fermentacion 110 2262 + 3,95 111¢+ 1,55 678¢ + 36,0
50% cacao Fermentacion 110 213>+ 3,51 112¢+0,52 5449 + 329
40% cacao Fermentacion 110 2252+ 6,91 109¢ + 3,52 5529+ 148

con leche

Diferentes letras indican diferencias significativas (p < 0,05) entre los grupos digeridos o

fermentados.
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Finalmente, al igual que con el cacao en polvo, el HMF y el furfural aumentaron

durante el tostado (Tabla 10) y una temperatura mas alta result en concentraciones mas

altas de estos compuestos. EI mayor aumento se presentdé de 70 a 110°C.

Independientemente del tratamiento térmico, los niveles de HMF de los chocolates

incluidos en nuestro estudio fueron 10-30 veces inferiores a los reportados por Teixido et

al. (2011) desde 42,1 a 74,4 mg/kg para chocolate negro y chocolate con leche,

respectivamente.

Las diferencias en los niveles de HMF podrian estar relacionadas con los diferentes

tratamientos térmicos y el porcentaje de cacao, ya que en ese estudio no se reporto

informacion sobre estos parametros.

Tabla 10. Contenido de HMF y furfural en chocolates comerciales.

Muestra Temperatura de HMF Furfural
tostado °C mg/kg mg/kg
80% cacao 50 0,437% £ 0,464 0,120% £ 0,035
80% cacao 70 1,144+ 0,171 0,217° £ 0,025
80% cacao 110 3,258 + 0,286 0,828% + 0,085
80% cacao 125 3,125%+ 0,183 0,956% + 0,141
40% cacao con leche 110 3,707° £ 0,116 1,101°¢ + 0,162

El control adecuado del proceso de produccion y beneficio del cacao tiene

influencia sobre la calidad del grano de cacao y por ende en los elementos quimicos 'y en

los compuestos bioactivos y estos a su vez influyen sobre las propiedades sensoriales

(Frauendorfer y Schieberle, 2006, Efraim et al., 2010, Perea et al., 2013, Amores et al.,

2010, Stanley et al., 2018).
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4.3 CARACTERIZACION DE LOS SUELOS DE LOS

CULTIVOS DE CACAO ESTUDIADOS

Los resultados de los atributos de los suelos evaluados de las plantaciones de cacao
en cada region fueron estudiadas a una profundidad de 0 a 20 cm. Estos suelos, segun las
coordenadas de las fincas estudiadas, encajan dentro de las unidades cartograficas del
IGAC UCS_152 para el Zuliay UCS_988 para Tibd, las cuales describen los suelos de la

siguiente manera.

Suelos del Zulia (Latitud N: 8°29°55"" y Longitud O: 72°42°11°"): son suelos
profundos, bien drenados, textura franco arcillosa y franco arenoso, fertilidad natural baja
a alta, de clima medio y humedo, componente definido como Complejo: Typic
Dystropepts; roca gneiss y esquistos; paisaje de montafia; tipo de relieve definido como
filas y vigas (IGAC, 2011). Verificando con una clasificacion actualizada este suelo se

denomina Typic Dystrudepts (NS 161), (IUSS Working Group WRB, 2015).

Suelos de Tibu (Latitud N: 8°1°34.83038"" y Longitud O: 72°42°9.110787"): suelos
profundos a superficiales, drenaje bueno a pobre, textura franco arcillosa a arenosa franca
y franco limosa, fertilidad media, de clima calido y himedo, componente definido como
Complejo: Typic Tropofluvents; depdsitos superficiales clasticos, hidrogénicos y
aluviones mixtos; paisaje de montafa; tipo de relieve plano de inundacion activo del rio

meéandrico (IGAC, 2011).

Segun clasificacion actualizada este suelo se denomina Typic Udifluventh (IUSS

Working Group WRB, 2015).
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4.3.1 Descripcion Morfologica

La morfologia de los suelos en estudio se realizO de manera sistematica
determinando caracteristicas tales como color, consistencia y estructura. Se encontré que
el suelo ubicado en el Zulia presenta colores, segun la carta Munsell, definidos como 10
YR 5/4y 10 YR 5/5, pardo amarillento, de estructura fuerte con agregados duraderos. En
consistencia humeda es un suelo adherente y plastico (Ver Anexo 4 Descripcion de

suelos).

El suelo de la zona de Tibu se define como 10 YR 7/4y 10 YR 6/4, color pardo
muy péalido y pardo amarillento claro, de estructura débil tipico de suelo arenoso, suelo
no adherente y no plastico (USDA, 1993). En el Anexo 4 se puede observar la descripcion

completa de los suelos.

Hay que tener en cuenta que los colores de los suelos varian segun el tipo de materia

organica, humedad y minerales presentes (USDA, 2017).

4.3.2 Propiedades fisicas

Granulometria

Este atributo indica el contenido de particulas de diferente tamafio, como la arena,

el limoy la arcilla en el suelo y cémo de facil se puede trabajar.

Segun su composicién se puede predecir la cantidad de agua y aire que retiene y la

velocidad con que el agua lo penetra y atraviesa (Garrido, 1994).
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Tabla 11. Granulometria de los suelos estudiados

Fraccion Suelo del Zulia Suelo de Tibu
% total % total
Arena 32,26 54,41
Limo 39,68 24 47
Arcilla 29,73 21,12

La Tabla 11 presenta la granulometria de los suelos productores de los granos de
cacao estudiados. Se observa que las fracciones del suelo del Zulia estan dentro de los
parametros establecidos por Arvelo et al. (2017) de un suelo de textura mediana, 50% de
arena, 10-20% de limo, 30-40% de arcilla; el suelo de Tibl presenta algunas variaciones
en cuanto al porcentaje de arcilla que es menor y es un poco mas arenoso, lo que le

confiere una textura moderadamente gruesa.

Con los anteriores resultados se determind la clase textural de cada muestra de suelo
empleando el diagrama triangular (sistema que aplica el USDA segun el tamafio de las
particulas) y se obtuvo la Figura 33, donde se observa que los suelos del Zulia se

clasifican como franco arcilloso y los suelos de Tibu como franco arcilloso arenoso.

Las caracteristicas texturales de los suelos objeto de estudio estan de acuerdo con
lo planteado por Smyth (1967), Hardy (1969) Wood y Lass (1985) quienes consideran

como Optimas las clases arcillosas y franco limosas para el cultivo de cacao.
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100% arcilla
(2 micrones)

Figura 33. Diagrama triangular de las clases texturales del suelo en Zulia (azul) y Tiba (morado)
segun USDA (1993)

Las clases texturales tanto de Zulia como Tibd, también coinciden con lo
establecido por Arvelo et al. (2017) y Gliessman (2002) quienes proponen como suelos
aptos para el cultivo de cacao los suelos de textura mediana (Franco, franco-arcilloso,
franco-arenoso), caracteristicas que le proporcionan al suelo buena aireacion, capacidad

de drenaje y fertilidad.

DRX

En las Tablas 12, 13 y 14 se observan los resultados del analisis mineraldgico de
los dos suelos estudiados, donde se puede observar el tipo de mineral predominante

encontrado y su semicuantificacion segun la escala propuesta.

114



Tabla 12. Anélisis mineral6gico semicuantitativo de la fraccion grava fina (2<mm) de las
muestras de suelo estudiadas

Tipo de Suelo Region
Grava Fina Zulia Tibu

1 2 3 1 2 3
Clorita X X X X X X
llita (K-mica) X X X XX X XX
Tremolita XXX XXX XXX X X X
Cuarzo XXX XXX XXX XXXX XXXX XXXX
Caolinita X X X
Feldespato de K X X X XX XX XX
Plagioclasa XXX XXX XXX XX XX X
Oxido de hierro X X
Minerales X X X X

Interestratificados
Clave de contenidos: x, <5%; XX, 5 — 15%; xxx, 15 — 30%; xxxx, 30 — 50%); xxxxx, >50%
Clorita  (Mg,Fe)s(Si,Al)s010  (OH)2:(Mg,Fe)s(OH)e; Illita (K-mica)  (K,H30)(Al, Mg, Fe)(Si,
Al)4010[(OH)z2,(H20)]; Tremolita (CazMgsSisO22(OH)2); Cuarzo SiO2; Caolinita (AlsSi4aO10(OH)s; Feldespato
de K (KAISis0s); Plagioclasa (Na,Ca)(Si,Al)s0s; Oxido de hierro Fe0s.

Los filosilicatos (clorita y micas) constituyen el 90 % de la corteza terrestre y sus
principales minerales forman la mayor parte de la fraccion sélida inorganica de los suelos

(Pereyra 'y Torres, 2016).

En las muestras estudiadas las cantidades de estos filosilicatos en la fraccion de
grava fina son moderadas, sin embargo, estos minerales aportan a la fertilidad del suelo,
pues al encontrarse cargados negativamente en su superficie facilitan la retencion de iones

positivos (Mg?*, K*, Ca?"), los cuales son fundamentales para la fertilidad del suelo.

El cuarzo (tectosilicato), es también un mineral muy comun en la corteza terrestre,
es eléctricamente neutro y no contiene ninguna otra unidad estructural, es un mineral

estable (Klein y Hurlbut, 2001).
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Un hallazgo que llama la atencion es la tremolita (anfibol), la cual posee un hébito
prismatico con secciones basales bien desarrolladas. A veces presenta cristales fibrosos y

su concentracion aumenta cuando hay contenido de hierro en los suelos (USDA, 2017).

Otro mineral encontrado en la fraccion tierra fina y en mayor concentracion en la
fraccién arcilla de los suelos (Tabla 13), es la caolinita, la cual influye en el intercambio
de cationes en el suelo facilitando la absorcion de nutrientes de parte de las plantas

(Nigam et al. 2014; Rakhsh et al. 2017).

Los minerales del grupo de la caolinita pueden formarse por meteorizacion y/o
pedogénesis en suelos como también por otros procesos geoldgicos como el

hidrotermalismo (Imbelloni et al., 2016).

Tabla 13. Analisis mineral6gico semicuantitativo de la fraccion tierra fina (<2 mm) de las
muestras de suelo estudiadas

Tipo de Suelo Regidn
Tierra Fina Zulia Tibu
1 2 3 1 2 3

Clorita XX X XX XX XX XX
llita (K-mica) X X X X X X
Tremolita XX X X X X X
Cuarzo XXX XXXX XX XXXX XXXX XXXX
Caolinita X X X X X X
Feldespato de K x X X XX XX XX
Plagioclasa XXX X XXX XX XX X
Oxido de hierro  x X X X X X
Minerales X X X X X X
Interestratificados
Esmectita XX
Talco X

Clave de contenidos: x, <5%; xx, 5 — 15%; xxx, 15 — 30%; xxxx, 30 — 50%; xxxxx, >50%

Clorita (Mg,Fe)s(Si,Al)a010  (OH)2-(Mg,Fe)3(OH)s);  Illita  (K-mica)  (K,H3O)(Al, Mg, Fe)(Si,

Al)4010[(OH)z2,(H20)]; Tremolita (CazMgsSisO22(OH)2); Cuarzo SiO2; Caolinita (AlsSi4aO10(OH)s; Feldespato
de K (KAISis0s); Plagioclasa (Na,Ca)(Si,Al)s0s; Oxido de hierro Fe.0s; Esmectita MgzSisO10(OH)s.

116



Mediante la caracterizacion por DRX fue posible identificar y cuantificar los
minerales presentes en las muestras y de esta forma, comprender mejor su funcién en el

suelo y las implicaciones que puede tener o no en el cultivo de cacao.

En el Anexo 5 se presenta un ejemplo de los difractogramas obtenidos de las seis

muestras, para los cuales se realizo la identificacion mediante rayos X.

A partir de los difractogramas, entre los minerales hallados, se encontr6 tremolita
en mayor concentracién en el suelo (tierra fina) del Zulia. La tremolita pertenece a la clase
mineral de los silicatos y dentro de esta a la familia de los inosilicatos, que tienen
tendencia a generar particulas de habito acicular, friable, fibroso y alargado, se puede
liberar facilmente en el medio ambiente como resultado de procesos naturales y

actividades antropogénicas (Dichicco et al., 2008).

Las particulas asbestiforme cuando tienen un tamafio superior a las 5 micras son
potencialmente carcinogénicas y en concreto producen cancer de pulmaén por inhalacion

(Abrahams, 2002; McDonald et al., 2004; Thompson et al., 2011).

Es por ello que conlleva riesgo para la salud la cercania a minas de estos minerales
asbestiforme o materiales sedimentarios o suelos que los contengan en cantidades

importantes.

Los suelos ricos en materiales asbestiforme presentan riesgo para los agricultores
cuando realizan labores en ellos, ya que durante la etapa de sequedad generan polvo que
puede ser inhalado con el consiguiente riesgo para la salud (Ross, 1992; Senyigit et al.,

2004; Hendrickx, 2008; Pozo y Carretero, 2008).
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Tabla 14. Analisis mineraldgico semicuantitativo de los filosilicatos de la fraccion arcilla (<2
pum) de las muestras de suelo estudiadas

Tipo de Suelo Region
Arcilla Zulia Tibu
Agregado 1 2 3 1 2 3
orientado
Clorita X XX X XX XX XX
llita (K-mica) XXXX X XXXX XX XX XX
Caolinita XXXX XXXX XXXX XXXX XXXX XXXX
Minerales XX XXX XX XX XX XX
Interestratificados
Esmectita X X XX X

Clave de contenidos: x, <5%; XX, 5 — 15%; xxx, 15 — 30%); xxxx, 30 — 50%); xxxxx, >50%
Clorita (Mg,Fe)s(Si,Al)s010 (OH)2-(Mg,Fe)s(OH)gy; Illita (K-mica) (K,H3O)(Al, Mg, Fe)(Si,
Al)4010[(OH),,(H20)]; Caolinita (Al4SisO10(OH)s; Esmectita MgsSisO10(OH)s.

Para comprobar que las particulas de tremolita presente en los suelos estudiados no
constituyen un riesgo para la salud desde el punto de vista de la carcinogénesis, se
observaron muestras de arena fina en el estereomicroscopio (Olympus KL 1500 LCD),

para determinar la forma de los anfiboles encontrados (tremolita).

En las Figuras 34 y 35 se observa que tanto en las arenas de los suelos de Zulia
como Tibu la forma de los anfiboles no es fibrosa (relacion ancho-largo >10) (Derbyshire,
2007), por lo tanto, se descarta la posibilidad de que la tremolita detectada pueda causar

algin problema de intoxicacion (asbestosis) por inhalacion de estas particulas minerales.
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Figura 34. Fotografia arena fina (50-200 um) suelo de Zulia

Figura 35. Fotografia arena fina (50-200 um) suelo de Tibd
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Retencion de agua

Es importante tener en cuenta la capacidad de retencion de agua de los suelos
estudiados, ya que la planta de cacao es sensible a la falta de agua, pues afecta el poder

fotosintetico de las hojas y por ende el poder de produccidn de la planta (Enriquez, 1985).

La Tabla 15 muestra que los suelos de Tibu, segun la disponibilidad de agua para
las plantas, son los mas susceptibles a secarse y provocar deficiencias de humedad en las

plantas de cacao.

Si no existe un adecuado suministro de agua y una buena distribucion de las
lluvias, las plantas de cacao en la zona de Tibu tendran mayores deficiencias del agua
disponible; sin embargo, en esta zona hay un adecuado nivel de pluviosidad (volimenes

de lluvias cercanos a los 5000 mm al afio) (Ideam, 2021).

Tabla 15. Contenido de humedad retenida a 33 KPa y 1500 KPa expresado como % de agua
retenida

Suelo Agua retenida a Agua retenida a Agua Util
-33 KPa (%) -1500 KPa (%) (mm/cm)

Zulia 29,90 15,72 1.84

Tiba 15,11 6,64 1.2

4.3.3 Propiedades quimicas

Los suelos estudiados presentan caracteristicas diferentes, aunque de forma general
ambos suelos presentaron pH acido y bajo contenido de materia organica y capacidad de

intercambio catiénico.

Todas las caracteristicas de ambos suelos se encuentran descritas a continuacion.

120



pH

Respecto al andlisis de pH (en H20O y KCI) se encontraron los resultados que se
presentan en la Tabla 16. La diferencia en los valores de pH en agua y KCI indican una
alta acidez potencial asociada a la presencia de aluminio cambiable, cation que puede
limitar el desarrollo exitoso del cultivo por sus efectos sobre la nutriciébn mineral y

crecimiento radical.

El pH de los suelos fluctud entre muy fuertemente acidos (pH promedio = 4,92)
existiendo una posible toxicidad por efecto del aluminio y manganeso, a ligeramente
acidos (pH promedio=5,83), (AEFA, 2020; USDA, 2017). En general, los suelos
estudiados presentan valores de pH inferiores a los reportados como adecuados por Wood
y Lass (1985), Wessel (1971) y Enriquez (1985), para suelos cacaoteros (6,0 a 7,5 en la

capa superficial).

Por otro lado, los pH més altos (pH>5,5) fueron encontrados en las plantaciones de
cacao de El Zulia (media 5,8) y los valores menores (pH<5) en Tibd, estos valores
menores posiblemente se deban a la mayor concentracion de calcio en estos suelos (13%
por encima en plantaciones del Zulia). La Unidn Europea propuso las directivas de Kelley
donde el pH tipico en suelos acidos no contaminados con metales pesados fluctua entre 6
y 7, ligera contaminacién se da entre pH de 5-6 y a medida que el pH disminuye la

contaminacion se incrementa, (Acevedo et al., 2005).

El pH se considera un indicador de la disponibilidad de nutrientes para las plantas,
debido a su influencia en la solubilidad, movilidad, disponibilidad tanto de nutrientes
como de contaminantes inorganicos presentes en el suelo, asi como de la actividad de los
organismos del suelo, segun la FAO (2020), para los cultivos agricolas, el valor ideal del

pH se encuentra en 6,5.
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Tabla 16. Determinacion de pH en los suelos de Tiba y El Zulia

Muestra de pH HO pH KCI
suelo promedio promedio
Tibu 1 5,06 3,96
Tiba 2 4,83 3,87
Tiba 3 4,86 3,89
Media 49167 £0,072  3,91x0.027
Zulia 1 5,87 51
Zulia 2 5,78 4,33
Zulia 3 5,83 5,97
Media 5,8 £0,026 51+042

Nitrégeno y relacion C/N

Se encontrd un valor de nitrégeno total de 0,15 % para Zulia y 0,23 % para Tibu.
Enriquez (1985) presenta una alternativa para la clasificacion de los suelos segun el rango
de fertilidad a partir de algunas de sus caracteristicas fisicas y quimicas. Teniendo en
cuenta la tabla de dicho autor y los datos obtenidos, se determina el rango de fertilidad de
los suelos del Zulia (11.13%) y Tiba (4.08%), lo cual permite deducir que, en los suelos
de Tibu, con fertilidad baja, es necesario realizar una enmienda para mejorar la relacion
carbono-nitrogeno (Tabla 17), el suelo de EI Zulia muestra mayor disponibilidad de este

nutriente.

Tabla 17. Determinacion del rango de fertilidad relativa de los suelos estudiados

Muestra Parametro Rango de fertilidad relativa
Obtenido  Enriquez (1985)
Zulia Nitrégeno total % (Kjendahl) 0,15 Medio
Relacion C/N 11,13 Medio
Tibu Nitrogeno total % (Kjendahl) 0,23 Medio
Relacién C/N 4,08 Bajo
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K asimilable

En los suelos de Zulia se encontraron valores de 0,3 cmol*/kg y en Tibl de 1.3
cmol/kg. Segun Aikpokpodion (2010) estos niveles de K asimilable son mayores al nivel
critico de potasio intercambiable (0,03 cmol*/kg) para plantaciones de cacao. El potasio
es el macronutriente mas requerido por la planta de cacao, ya que es un ion bastante movil,
que se pierde facilmente a través de la escorrentia y la lixiviacion de los suelos (Giron et
al., 2001; Aikpokdion, 2010). Los suelos estudiados contienen, tanto en tierra fina como
en la fraccidn arcilla, cantidades importantes de lllita, que es la mica potasica. El potasio
de la Illita se encuentra en la interldmina y es relativamente disponible para las plantas.
Se trata para algunos autores de un potasio de reserva inmediata, que facilmente puede

ser verdaderamente disponible en la solucion del suelo (Navarro, 2013).

P asimilable

En las plantaciones de Tibu y el Zulia los valores medios de P disponible de los
suelos evaluados fueron 27,44 pg/g para el Zulia 'y de 18,99 pg/g para Tibu, presentando
una disponibilidad >10 ug/g; este valor es considerado como nivel critico propuesto por
Aikpokpodion (2010), ubicandose en el rango de alto (> 16 pg/g) segun Enriquez (1985)
para suelos de cacao. Valores de P disponible méas bajos (<10 pg/g) segin Ogunlade y
Aikpokpodion (2006) estan asociados a suelos que necesitan ser fertilizados para suplir
estas deficiencias, debido a que los granos de cacao retiran del 6 a 8% del fosforo

disponible en el suelo.

En un estudio realizado por Ledn-Moreno et al. (2019) se encontraron valores de P

asimilable de 11,3 pg/g, para Norte de Santander.
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Bases y capacidad de cambio (CIC)

El proceso de cambio cationico es el que permite poner a disposicion de la planta
los elementos nutrientes mediante su paso a la disolucion del suelo (Navarro y Navarro,
2013). Por tanto, la determinacion de la CIC es indicador de la capacidad de retencion de

los elementos necesarios para nutrir a las plantas.

En nuestro estudio los valores fluctuaron entre 27,3 y 8,9 mEq/g para los suelos de
Zuliay Tibu, respectivamente. Cuanto mayor sea la capacidad de intercambio, mayor sera
la fertilidad natural del suelo. Segin Amores et al. (2010) y Pico et al. (2012) en suelos
de produccién de cacao en Ecuador, el valor 6ptimo de CIC esta en el rango de 19,35 a
30 cmol*/kg. En otro estudio realizado por Ololade et al. (2010) en cultivos de cacao en
Nigeria se concluyo que los mayores valores de CIC estan relacionados posiblemente al
mayor contenido de arcilla y materia organica en estos suelos. Los anteriores resultados
son similares a lo observado en nuestro estudio, donde consideramos que el contenido de
arcilla de los suelos (29,73% para Zulia y 21,12% para Tib0) influyd en los valores de
CIC alcanzados, encontrando que los minerales predominantes (illita, caolinita y clorita)
suponen un aporte valioso al proceso de cambio catidnico, ademas de lo aportado por la

materia organica.

Tabla 18. Bases de Cambio y CIC

Bases de cambio Suelo

(mEq 100g%) Zulia Tiba
Ca 18,31 6,04
Mg 4,70 2,70
Na 0,45 0,09
K 0,30 0,07
CIC 27,30 8,90

124



El suelo de Tibu, por tener mayor contenido de arena, menor MO y pH presenté un
bajo CIC, lo que indica baja habilidad de retener cationes (Ca, Mg, Na, K, NH4 etc.),
disponibilidad y cantidad de nutrientes a la planta (Tabla 18). Los valores encontrados
de CIC del Zulia se diferencian de lo encontrado por Valenzuela y Visconti (2018) y
Ledn-Moreno et al. (2019) en suelos en esta misma region, atribuimos la diferencia a los
minerales constitutivos del suelo, pues en el mencionado estudio estos no se especifican.

Los datos encontrados en Tibu concuerdan con lo reportado por los mencionados autores.

Materia organica

En Zulia se encontraron valores promedio de materia organica (MO) de 2,79%,
mientras que en Tiba la concentracion fue menor (1,53%). En suelos de Ecuador se
encontro una variacion de % de MO de 0,19 a 13,1 con una media de 2,59 (Arguello et
al., 2019). Estos valores son bajos, ya que segin Enriquez (1985) la materia orgénica
deberia debe ser > 6, considerandose baja valores < 3. El valor de materia orgénica
propuesto de MO para el cultivo del cacao varia segun los autores consultados: segln
Wessel (1971) es de 3,02; Paramananthan (2000) 2,57; Garcia-Lozano et al. (2004) > 3,0;

Snoeck et al. (2016) 2,93 y Arvelo (2017) >3%.

La materia organica, de forma general, influye en las propiedades del suelo que
contribuyen a la calidad de los suelos como la densidad aparente, estructura, acidez,
disponibilidad de nutrientes y disminucion de la disponibilidad de metales pesados (Bot
y Benites 2005; Alloway, 2013). En un estudio realizado por Leon-Moreno (2019)
encontrd para Norte de Santander valores promedio de 2,2, datos cercanos a los

encontrados en este estudio. Arguello-Navarro et al. (2016), encontraron en suelos
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cacaoteros de Norte de Santander, un porcentaje de materia organica que oscilé entre 0,81

y 2,59 %, valor que segun Rojo y Urbano (1992) es deficiente para este tipo de cultivo.

Una posible explicacion de estos niveles bajos de MO, pueden atribuirse a que la
materia organica se afecta por la temperatura del ambiente, cuando esta es superior a
25°C, se descompone rapidamente, llegandose al caso de que la descomposicion es méas
rapida que la incorporacion (Enriquez, 1985), la temperatura promedio en las zonas

estudiadas es de 28°C.

Extraccion de minerales con DTPA

Para complementar la informacidn sobre los suelos y entender su comportamiento
en relacion con las variables estudiadas y con la posible contaminacion con metales
pesados, se realizd un analisis de elementos extraibles con DTP por ICP-OES, cuyos

resultados se observan en la Tabla 19.

El contenido de aluminio (Al) en los suelos del Zulia fue < 12 mg/kg, mientras que
los valores para los suelos de Tiba fueron > 50 mg/kg, estos valores altos de Al coinciden

con los valores mas bajos de pH.

En cuanto a los valores de calcio, fluctuaron entre 645,2 mg/kg y 0,0 mg/kg en Zulia
y Tibu, respectivamente. Se observa una relacion directa entre valores altos de calcio con

valores altos de pH, como es el caso de los suelos del Zulia.
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El contenido de magnesio extraible en los suelos estudiados varié entre 8,09+2,64
y 0,21+0,12 cmol*/kg. Los suelos de Tibd mostraron valores de magnesio extraible por
debajo de los niveles criticos para suelos productores de cacao propuestos por diversos
autores: 0,8 cmol*/kg segun Aikpokpodion (2010) y Enriquez (1985), de 1,0 segun
Garcia-Lozano et al. (2004) en suelos colombianos y de 0,9 segin Barrezuela-Unda
(2019) en suelos de Ecuador. El contenido de Mg del suelo de Zulia excede los limites

optimos planteados por los mencionados autores.

Se pudieron apreciar diferencias estadisticamente significativas p<0,05 entre las
zonas de Zuliay Tiba en cuanto al Ca, K, Mg, Mn, Na, P, Sy Zn, en los demas parametros

quimicos (Al, Cr, Cu, Fe, Ni) no hubo diferencias estadisticamente significativas p>0,05.

Es necesario aclarar que los valores extraidos con DTPA son diferentes a lo
encontrado por los autores citados, ya que no se trata de las formas disponibles reales del
suelo (por la diferencia en los métodos de extraccion); sin embargo, son indicativas de

una tendencia.

En los suelos estudiados, con valores de pH inferiores a 5,5 (Tibu), se puede
restringir el desarrollo normal del arbol de cacao, principalmente debido a la presencia de
aluminio (Al), hierro (Fe) y manganeso (Mn). Esto puede ocasionar toxicidad en el cultivo
e impedir la absorcién del fosforo (P) del suelo y a la vez restringir la disponibilidad de
calcio (Ca), magnesio (Mg) y molibdeno (Mo) limitando la produccion (Kochian et al.,

2004).

Se analizaron los resultados hallados de los elementos minerales en las hojas de los
arboles cultivados en los dos suelos (Tabla 20) y no se evidencio diferencia

estadisticamente significativa (p-valor > 0,5), entre la variable suelo.
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Tabla 20. Elementos minerales en hojas de arboles productores de cacao

Elementos minerales (mg/kg)

Muestra Al Ca Cr Cu Fe K Mg Mn Mo Na Ni P Zn

Hojas Zulia 080 1515 0,06 004 101 2537 1514 575 0,03 6,51 0,04 6044 1,02
Hojas zulia 0,70 2317 0,07 0,03 0,81 2615 1514 563 0,00 6,47 0,05 80,19 1,01
Prom 0,75 1916 007 0,03 091 2576 1514 569 0,01 649 0,04 7031 1,01
Desv stan 0,07 56,7 000 000 014 552 0,05 0,08 0,02 0,03 0,01 1397 0,01
Hojas Tibu 061 1265 0,05 002 060 2072 1082 2,78 0,09 10,87 0,17 8298 2,00
Hojas Tibu 0,68 1123 0,06 005 068 2081 1096 2,85 0,00 10,01 0,16 69,38 2,08
Prom 0,65 1194 006 0,03 064 2076 1089 281 005 1044 017 76,18 2,04
Desv stan 0,05 999 001 002 005 0,64 0,98 0,06 0,07 0,61 0,01 9,62 0,06

Las diferentes variables estudiadas son Utiles para monitorizar cambios por manejo,
degradacion o contaminacion del suelo y son Utiles para que tanto agricultores, como
entidades puablicas y privadas encargadas del acompafiamiento, vigilancia y control
puedan realizar acciones que permitan la realizacion de una produccidn sostenible con el
medio ambiente, rentable y que resguarde la salud tanto de productores como de

consumidores.

4.3.4 Ensayo de remediacion del cadmio

Como se indico en los objetivos y se desarrollé en la metodologia, se ha realizado
un ensayo de remedicion de cadmio en los suelos estudiados, empleando para ello la
adicion como enmienda organica de 2 tipos de biochar (procedentes de SCG y de la
cascara de mazorca de cacao) y de los SCG frescos a los suelos ensayados (Zulia'y Tiba)
como se observa en la Figura 36.
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Se ensayaron también los efectos de distintas dosis (0, 5, 10 y 15%) y del tiempo

de incubacion (0, 45y 90 dias).

Figura 36. Suelos provenientes de El Zulia'y Tibu con la dosis de residuo segun disefio
experimental antes de ser envasados para su incubacion

Ademas del estudio de la remediacion de cadmio también se analizaron, tras la
incubacidn, los pardmetros de pH, CE y carbono organico. A continuacion, exponemos y

comentamos las propiedades de los suelos citadas tras el ensayo.

pH

Para el residuo de posos de café (SCG) agregado al suelo de Zulia, en la Tabla 20
se observa que al tiempo 0 y a medida que se agregan las dosis de biochar hay una
tendencia en la disminucion del pH; a partir de la evolucion del ensayo (45 y 90 dias)
respecto al tiempo 0 y dosis 0 (control) se observa disminucion del pH. Al agregar el 5 %
de SCG (y demaés dosis) el pH aumenta progresivamente durante 45 y 90 dias respecto al

valor inicial y respecto al control (cuando no se ha agregado ninguna dosis). En el caso
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del suelo de Tibu, también en el tiempo 0 y dosis 0 se observa una disminucion del pH, y
a diferencia del suelo del Zulia, a los 45 dias hay incremento de pH desde la dosis 0 a
tiempo 0. Con la adicion del 5 % de SCG, el pH se mantiene constante, disminuye al 10%
pero aumenta con un 15% de dosis. A los 90 dias la muestra con 0 dosis presentd una
notable disminucion del pH. Sin embargo, cuando se agregan diferentes dosis de SCG,

los pH son mayores.

En estudios realizados por Cervera-Mata et al. (2019) se encuentra que cuando se
afiaden posos de café a suelos agricolas mediterraneos hay correlacion entre la absorcion
de elementos y la enmienda de SCG (con la disminucién del pH del suelo) debido a la
mayor acidez del SCG. Con el paso del tiempo, el pH aumenta hasta valores cercanos a
la inicial y argumentan que dicho aumento es debido a la capacidad amortiguadora de los

suelos estudiados que son ricos en carbonatos.

El mismo comportamiento encontrado en nuestro caso, disminucion inicial y
aumento final, puede deberse a una primera fase de absorcion de elementos minerales
sobre las particulas de enmienda, lo que contribuye a una acidificacion del suelo.
Posteriormente, cuando estas particulas se van transformando en el suelo por
mineralizacién, estos elementos minerales retornarian a la solucion del suelo y el pH

volveria a elevarse.

Para el suelo de Zulia, el SCGehar a los 45 dias, presentd un comportamiento similar
de aumento del pH a medida que pasa el tiempo y con el aumento de las dosis al 5y 15%.

A los 90 dias el aumento se da con la adicion de todas las dosis (Tabla 21).

Para el suelo de Tibu a los 45 dias, el aumento del pH se observa mas homogéneo

a lo largo del incremento de las dosis. Sin embargo, a los 90 dias en la dosis 0, el pH
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disminuye y aunque aumenta a través del incremento de las dosis, no alcanza los mismos

valores del control ni de la dosis de 15% a los 45 dias.

Tabla 21. Variacién del pH con la adicion de biochars

Residuo Suelo Tiempo (dias) Dosis
0 5 10 15
SCG Zulia 0 6,26+0,02 6,02+0,06 5,96+0,02 6,15+0,03
45 6,22+0,13 6,35+0,09 6,38+0,02 6,68+0,19
90 6,12+0,07 6,23+0,02 6,33+0,04 6,45+0,06
Tiba 0 5,04+0,03 4,74+0,06 4,77+0,11 4,97+0,02
45 5,33+0,01 5,33+0,01 5,28+0,03 5,37+0,03
90 3,67+0,01 4,85+0,36 5,01+0,06 4,99+0,03
SCGchar Zulia 0 6,26+0,02 6,3+0,07 6,40+0,09 6,76+0,03
45 6,22+0,13 6,40+0,12 6,11+0,34 6,69+0,16
90 6,12+0,07 6,23+0,03 6,27+0,36  6,54+0,03
Tiba 0 5,04+0,03 5,31+0,02 5,41+0,01 5,50+0,02
45 5,33+0,04 5,51+0,02 5,64+0,14 5,88+0,04
90 3,6740,01 4,50+0,04 4,59+0,02 4,69+0,02
Cacaochar  Zulia 0 6,26+0,02 6,02+0,06 5,96+0,02 6,15+0,03
45 6,22+0,13 6,55+0,12 6,80+0,18 7,15+0,14
90 6,12+0,07 6,23+0,03 6,27+0,36  6,54+0,03
Tibd 0 5,04+0,03 5,72+0,01 6,16+0,06 6,54+0,05
45 5,33+0,04 5,87+0,05 6,23+0,01 6,71+0,01
90 3,67+0,01 4,90+0,04 5,50+0,03 6,14+0,03

SCG: posos de café; SCGchar: biochar de posos de café a 400°C; Cacaochar: biochar de cascara de mazorca
de cacao a 400°C

Cuando se adiciona Cacaochar al suelo de Zulia, se observa que para el tiempo 0, a
medida que se incrementa la dosis el pH disminuye. A partir de la evolucion del ensayo
(45 y 90 dias) aungue en el control se observa una disminucion del pH, al agregar las
respectivas dosis de Cacaocnar, €ste biochar hace que aumente progresivamente el pH
respecto al valor inicial y respecto al control (no se ha agregado ninguna dosis) mostrando
un maximo de pH al 15% de dosis a los 45 dias. En cuanto al pH de las muestras del suelo
de Tibu, se observa desde el tiempo 0 y 45 dia (con la adicidn del porcentaje mas bajo de

Cacaochar) un aumento del pH; sin embargo, se presentd una notable disminucion del pH
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a los 90 dias en la dosis 0 y al igual que en los casos anteriores, con la adicion de los
diferentes porcentajes de residuo el pH aumentd. Asi, al igual que en el caso del suelo de

Zulia, el mayor aumento de pH se present6 con el 15 % de biochar a los 45 dias.

Se observa un cambio notable del pH entre agregar y no agregar enmienda al suelo,
resaltando en nuestro el estudio que con la adicion de dosis de 15% de Cacaochar, €l pH
aumenta, lo cual es importante para este tipo de suelos que, por sus caracteristicas
morfoldgicas y de alta pluviosidad, tienen tendencia a la disminucion del pH, la Figura
37 da evidencia de la preparacion de las muestras para realizar las pruebas de

conductividad y pH.

Figura 37. Extracto del suelo para medir conductividad y pH de los suelos de Zulia'y Tibu

Conductividad eléctrica (CE)

La medida de la salinidad en los suelos mediante la CE se vio afectada de diferente
manera segun el residuo afiadido y el tiempo de incubacién. EI comportamiento de la
adicion de SCG en el suelo de Zulia y Tibu, sobre la CE, se presenta en la Tabla 22. Se
puede observar en el tiempo 0 que a medida que se agregan las dosis del biochar hay un
incremento en esta variable; a los 45 y 90 dia, al contrario que la tendencia anterior, se

observa una disminucion de la CE. Los resultados sobre la modificacion del pH y la CE
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por la adicion de SCG corroboran lo encontrado por Kasongo et al. (2011) en un ensayo

similar en suelos (arenosoles) bajo condiciones tropicales himedas y con los resultados

de Cervera et al. (2018) en suelos mediterraneos, atribuyendo estos resultados a la

actividad de absorcion de parte de las plantas o a la disminucién de la salinidad por la

transformacion de los residuos organicos que produjeron retencidén de iones (mayor

capacidad de intercambio cationico).

Tabla 22. Variacién de la CE (uS/cm) con la adicién de biochars

Residuo Suelo Tiempo(dias) Dosis
0 5 10 15
SCG Zulia 0 110,8+2,4 158,5+4,9 183,448,7 242,7+80,0
45 261,8+7,7 176,065 91,2+2,8 89,1+1,8
90 322,2+17,0 276,0#6,0 204,3+20,1 149,4+22,1
Tiba 0 70,746,6  103,8+7,0 127,465 156,3%+11,9
45 97,2+5,4 72,575 79,3+4,7 73,4125
90 158,4+8,0  75,846,9 67,4+3,6 68,1+4,8
SCGchar Zulia 0 110,8+2,4 141,4+10,0 153,949,7 135,7+6,0
45 261,8+7,7 236,0+7,1 2356+7,6 233,6%114,7
90 322,2+#17,0 300,8+9,7 281,849,2 149,4+22,1
Tibu 0 70,746,6 79,1+3,4 97,5+3,5 86,6+2,0
45 97,2+5,4 99,349,3 110,8+14,4 98,3+2,9
90 158,4+7,9 146,7+0,1  147,7+4,7  145,3+4,7
Cacaochar  Zulia 0 110,8+2,4 219,649,2 312,8+19,2 404,4+19,3
45 261,8+7,7 265,0+9,0 278,8455 314,0+9,6
90 322,2+17,0 303,0+13,3 331,8%+18,7 355,0+14,5
Tibd 0 70,7+6,6  151,7+1,6 263,0+2,8 406,2+10,5
45 97,2454 181,9+422 246472 279,0+3,8
90 158,4+7,9 204,246,3 244,8+9,4 299,8+9,7

El SCGcnar en el tiempo 0, tanto para el suelo de Zulia como Tibu, la CE aumenté

muy levemente con las dosis, pero si aumenta en mayor proporcion con los dias. En todos

los casos, el suelo de Tibu presentd menor CE con los dias, encontrando un aumento con

la adicién de las dosis de 5y 10%, y disminucion con la dosis de 15% respecto a la
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anterior dosis, (10%), pero mayor a la CE del tiempo 0 (70,32%). A los 45 dias se
encontrd una disminucion progresiva de la conductividad con las dosis para el suelo de
Zulia, mientras que para Tibu el aumento continud, especialmente con las dosis 5y 10%.
A los 90 dias el comportamiento de la CE fue similar en ambos suelos, disminuyendo a

medida que se incrementan las dosis.

Con el ensayo con Cacaochar, tanto para el suelo Zulia como Tibu, se observé un
aumento de la CE tanto a los 45 como a los 90 dias, y es con este residuo donde se
presentan los valores mas altos de esta variable, en especial a la concentracion de 15% en
el tiempo 0y a los 90 dias. Estos resultados son de esperar porque este residuo tiene mas
contenido de elementos y por esto aporta mas salinidad al suelo, manteniéndose la misma

con el tiempo.

El residuo con mejor comportamiento es el SCG, porque es el que menos
incrementa la CE. Estos resultados son similares a los de Cervera Mata et al. (2018) quien
atribuye el comportamiento descrito a la absorcion por la actividad de las plantas y

disminucion de la salinidad por transformacion de los residuos organicos.

Los aumentos mostrados con la adicion de Cacaochar, N0 son significativos desde el

punto de vista de la calidad del suelo.

Esta variable (CE) es importante en los suelos puesto que la salinidad reduce el
potencial osmotico de la solucidn del suelo, reduciendo al mismo tiempo la disponibilidad
de agua para las plantas. En un estudio realizado por Cortes et al. (2013) se demuestro
que existe correlacion entre la conductividad eléctrica y el contenido Na, aun cuando se
usen enmiendas en el suelo. Corwin et al. (1999) propone que la CE se ve influenciada

por el contenido de agua, el de arcilla y la presencia de iones intercambiables en el suelo.
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Carbono orgéanico

El carbono orgéanico es una variable importante para la fertilidad del suelo y que

presenta relacion directa con las variables antes estudiadas. En el caso de la aplicacion de

SCG en el suelo Zulia 'y Tibu se puede observar (Tabla 23) de forma general un aumento

del contenido de carbono organico a medida que se incrementan las dosis, lograndose en

ambos suelos el mayor incremento en el dia 45 a la concentracién de 15%. La adicion de

SCGchar mostré aumentos importantes en la concentracion de CO para los dos suelos,

siendo con este residuo donde se alcanzan los valores méas altos (2,35% para Zulia y

2,74% para Tibu a los 45 dias).

Tabla 23. Variacion del % CO con la adicion de biochar

Tiempo Dosis (%)
Residuo Suelo (dias) 0 5 10 15
SCG Zulia 0 1,60+0,07 1,84+0,07  2,08+0,07 2,32+0,07
45 1,37+0,05 1,47+0,06  1,55+0,01 1,74+0,03
90 1,29+0,09 1,33+0,065 1,51+0,08 1,37+0,09
Tibu 0 0,55+0,04 0,790,038 1,03+0,04 1,27+0,04
45 0,69+0,19 0,85%#0,14  0,61+0,52 1,03+0,06
90 0,52+0,03 0,73+0,017 0,74+0,11 0,71+0,02
SCGchar Zulia 0 1,60+0,07 1,80+0,07  2,02+0,07 2,23+0,07
45 1,37+0,05 1,71+0,12  1,89+0,04 2,35+0,05
90 0,85+0,74 1,54+0,37  1,87+0,35 2,06+0,21
Tibu 0 0,55+0,04 0,76+0,04 0,96+£0,04 1,17+0,04
45 0,69+0,19 0,84+0,07  1,30%#0,10 2,74+0,01
90 0,52+0,03 0,72+0,11  1,14+0,13 1,31+0,13
Cacaochsr  Zulia 0 1,60+0,07 1,73+0,07  1,87+£0,07 2,00+0,07
45 1,37+0,05 1,63+0,06 1,71+0,13 1,99+0,01
90 0,85+0,74 1,47+0,11  1,61+0,15 1,87+0,01
Tibu 0 0,55+0,04 0,68+0,04 0,81+0,04 0,94+0,04
45 0,69+0,19 0,92+0,16  0,93#0,01 1,07+0,01
90 0,52+0,03 0,75+0,09  0,99+0,02 1,04+0,08
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El Cacaochar genera un efecto similar de aumento del % de CO a medida que se
agrega, haciéndose mas evidente con las dosis de 10 y 15 % en los 3 tiempos de medicion
del ensayo. SCGehar Y Cacaochar SON 10s residuos que tienen mayor resistencia, o sea, que
menos se degradan en el suelo con el paso del tiempo, siendo el Cacaochar €l Mas
resistente. Esta propiedad es importante en los suelos porque se mejoran las propiedades

fisicas.

En los ensayos realizados los efectos de la aplicacion de los diferentes residuos
sobre el sistema suelo planta permitieron observar que las diferentes variables estudiadas

evolucionan de manera diferente a lo largo del tiempo y segun el tipo de suelo.

Cadmio

Los biocarbones han sido estudiados por su uso potencial para reducir la
biodisponibilidad y la lixiviacion de los metales pesados, por ser materiales tipicamente
alcalinos que pueden aumentar el pH del suelo y por mejorar algunas propiedades fisicas
y nutricionales del suelo (Zhang et al., 2013; Kim et al., 2014; Cruz et al., 2014, 2015;

Cervera-Mata et al., 2017; otros).

En el ensayo de remediacion con SCG para Zulia en el tiempo cero y con la adicion
de diferentes dosis se observo una disminucion del contenido en cadmio (Tabla 24). Sin
embargo, a los 45 dias no hubo cambios en la concentracion del metal, aunque si es

evidente su disminucion a los 90 dias con las diferentes dosis.

Para el caso del suelo de Tibu hubo disminucién respecto al control, presentando
un comportamiento erratico durante los 45 dias e incremento la concentracion de cadmio

a 90 dias con la agregacion de distintas dosis.
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Estos resultados estarian relacionados con la disminucién del pH, que favorece la

movilizacion de algunos elementos, entre ellos los metales pesados (Pauget et al., 2015;

Gil et al., 2022). Es con este residuo y suelo donde se presenta la mayor deteccion de

cadmio (0,23+0,017 ppm).

Tabla 24. Variacion de la concentracién del cadmio con la adicion de biochars

Residuo Suelo Tiempo(dias) Dosis (ppm)
0 5 10 15
SCG Zulia 0 0,06+0,006 0,05+0,003 0,05+0,005 0,04+0,008
45 0,06+0,004 0,06+0,004 0,06+0,006 0,06+0,004
90 0,09+0,002 0,08+0,002 0,07+0,005 0,15+0,003
Tibu 0 0,12+0,012 0,11+0,009 0,09+0,012 0,11+0,011
45 0,11+0,011 0,12+0,019 0,11+0,005 0,12+0,041
90 0,17+0,013 0,16+0,015 0,23+0,015 0,23+0,017
SCGchar Zulia 0 0,060,006 0,04+0,007 0,08+0,028 0,06+0,004
45 0,06+0,004 0,06+0,001 0,05+0,004 0,06+0,003
90 0,09+0,002 0,013+0,003 0,05+0,003 0,04+0,002
Tiba 0 0,12+0,012 0,10+0,007 0,14+0,007 0,13+0,009
45 0,11+0,011 0,11+0,013 0,11+0,015 0,11+0,010
90 0,17+0,013 0,18+0,035 0,13+0,007 0,11+0,021
Cacaochar  Zulia 0 0,06+0,006 0,070,003 0,06+0,004 0,08+0,005
45 0,06+0,004 0,06+0,005 0,05+0,005 0,060,004
90 0,09+0,002 0,04+0,002 0,03+0,005 0,02+0,002
Tibu 0 0,12+0,012 0,10+0,005 0,10+0,042 0,14+0,024
45 0,11+0,011 0,08+0,011 0,11+0,014 0,060,004
90 0,17+0,013 0,10+0,01  0,07+0,011 0,100,029

Con SCGehar en el suelo Zulia a tiempo cero se logré una disminucién del cadmio

al 5% de adicion. A los 45 dias la concentracion de cadmio no varié mientras que a los

90 dias se aumento la concentracion de cadmio, especialmente con la adicion de un 15%

(0,150,003 ppm). En Tibd, en el tiempo 0, a medida que se agregaron distintas dosiss se

logro disminuir el contenido en cadmio. A los 45 dias el comportamiento se incremento

la concentracion de este metal pesado con la adicion de un 5%, mientras que a los 90 dias

su disminucion es notable con 10 y 15% de dosis de SCGchar. EN el caso del suelo de Tibu,

en el tiempo 0 se notadun incremento de cadmio con las dosis 10 y 15%.
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A los 45 dias no se produjo ningln proceso de remediacion, pero si se observo una

disminucion de la concentracion de cadmio a los 90 dias al agregar las dosis 10 y 15%.

Durante la adicion del residuo Cacaochar en el tiempo 0, para el suelo de Zulia se
observo aumento de la concentracion de cadmio. A los 45 dias no hubo cambios, pero a
los 90 dias se dio una reduccion drastica de la concentracion de cadmio inicial,
encontrando el menor valor (0.02+0.002 ppm). Resultados similares se encontraron en el
suelo de Tibu, donde a altas dosis y periodos mas largos de tiempo se logré el mejor
resultado de bloqueo del Cd, a la vez que se estimul6 la actividad biolégica por los

compuestos nutritivos que puede aportar este residuo del fruto del cacao.

En resumen, se observa en el Anexo 6, que el SCGehar y Cacaochar tienen una mejor
tendencia a la disminucion del cadmio en los suelos estudiados a medida que pasa el
tiempo (45 y 90 dias). La concentracion de cadmio en los suelos estudiados es, en
promedio, menor respecto a lo reportado por Huauya y Huamani en una investigacion
realizada en 2014 en la zona cacaotera de Norte de Santander, donde se encontraron
valores de pH acido en los suelos del Zulia y un contenido promedio de cadmio y plomo
disponible de 0,53 y 3,02 ppm, respectivamente. En el caso de los suelos estudiados en la
presente Tesis Doctoral el contenido de cadmio promedio no fue superior a 0,15 + 0,003
para Zuliay de 0,23 £ 0,017 para Tibu, no detectando la presencia de plomo. Estos valores
corresponden al limite mas bajo de lo reportado por Bravo et al. (2021) en suelos
cacaoteros colombianos, de 0,01 mg/kg y 27 mg/kg. En cada caso es importante tener en
cuenta la toxicidad del suelo debida a los metales pesados y elementos asociados, como
consecuencia directa de sus concentraciones en las fases bioasimilables (solucion del

suelo y las formas adsorbidas).
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El Reglamento de la Comision (CE) (2014) no establece niveles maximos de
cadmio en suelos productores de cacao sino en los productos elaborados a base de cacao.
Por ello se tom6 como referencia el valor limite de concentracion de cadmio en los suelos
en Espafia, que establece para suelos con pH menor a 7 un valor limite de 1 mg/kg y de
3.0 mg/kg para pH mayor a 7 (Real Decreto 1319, 1990). Teniendo en cuenta estos
valores, las cantidades de cadmio en los suelos estudiados es menor a los niveles de
referencia, y ahi es donde radica la importancia de este estudio, ya que permite que un
subproducto obtenido durante el beneficio del cacao (como es la cascara de la mazorca
de cacao) en lugar de ser un contaminante, sea un residuo que transformado en biochar
puede ser utilizado para prevenir el incremento de los niveles de este metal pesado en los
suelos agricolas productores de cacao. Esto seria una solucion practica y a bajo costo para
los agricultores, quienes en muchos casos no pueden acceder a otro tipo de productos de

remediacion por requerirse la colaboracion de expertos o de incurrir en gastos adicionales.

Determinacion de cadmio en la cascarilla del grano y las hojas de la planta de cacao

Para complementar el presente trabajo se determiné el contenido de cadmio en la
cascarilla del grano de cacao y en las hojas de las plantas productoras de cacao de las dos

regiones estudiadas, El Zulia y Tibd. Se obtuvieron los siguientes resultados.
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Figura 38. Concentracion de cadmio en la cascarilla del grano de cacao

Se observo que la cascarilla sirve como barrera para la concentracion de cadmio en
el grano, puesto que fue mucho mayor la cantidad de este metal pesado en este
subproducto del proceso de elaboracion de chocolate. En la Figura 35 se puede ver que la
casacrilla proveniente de los granos cultivados en Tibu tienden a concentrar mayor

cantidad de Cd y que hay muestras que acumulan mas este metal que otras.

En el tejido foliar (hojas) se hallaron valores promedio de cadmio de 1,17 ppm y
1,19 ppm para plantas cultivadas en suelos de Zulia 'y Tib0 respectivamente (Figura 39).
Las concentraciones de metales pesados presentan alta variabilidad segun las regiones
donde se hayan realizado los estudios. Los valores obtenidos en esta investigacion
sobrepasan lo propuesto por Kabata-Pendias (2000) de concentracién maxima tolerable
de cadmio de 0,5 ppm en hojas maduras, asi como el valor promedio de cadmio disponible
encontrado por Huamani Yupanqui et al. (2012) de 0,21 ppm en hojas de arboles de cacao
plantados en Perd. Meter et al. (2019) concluye que cuando hay contaminacion de los

granos con Cd, este se presenta en mayor concentracion en las hojas que en los granos.
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Figura 39. Concentracion de cadmio en el tejido foliar (hojas) del arbol de cacao

Un estudio en Colombia realizado por Rodriguez-Albarracin et al. (2019) observd
que la hojarasca de cacao (hojas secas que caen al suelo) tiene un mayor contenido de
cadmio que los granos y las hojas de cacao, con un promedio de 85,5 ppm, las hojas secas
al biodegradarse y por lixiviacion depositan estos iones metalicos en el suelo, los cuales

son posteriormente asimilados por la planta.

4.3.5 Andlisis estadistico de los resultados mediante Anova

Se realizo un andlisis estadistico para evaluar la correlaciéon entre las variables

estudiadas.
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Influencia del tipo de residuo

Los andlisis se realizaron considerando un tipo de suelo constante, un 15% de dosis
y 90 dias de incubacidn. Se encontrd que hay diferencias significativas (p < 0.05) entre la
adicion de los distintos tipos de residuos (SCG, SCGehar Y Cacaochar) para las variables
pH, CE, Cd y CO para el suelo de Tibu. En todos los casos la dosis de 15% de residuo,
es la que incremento significativamente (p < 0.05) la medida de pH (Tabla 25), respecto

al control (sin enmienda).

Para el suelo proveniente del Zulia, con la adicion de SCG se aumentd el pH segun
la cantidad suministrada, pero en el caso de Tibu, aunque se incrementd el pH, los
cambios no fueron estadisticamente significations para la dosis adicionada. EI SCGchar €n
las dosis 5y 10% no fue significativamente diferente al control, solo con la dosis al 15%

para el suelo del Zulia.

Sin embargo, si hubo diferencias significativas de pH segun aumenta la

concentracion del residuo en el suelo de Tibu.

Tabla 25. Evolucién del pH segin el tipo de enmienda a los 90 dias de incubacién

Dosis Residuo

Suelo % SCG SCGchar  Cacaochar
Zulia 0 6.1242 6.1242 6.1242

5 6.226° 6.2342 6.634°

10 6.326¢ 6.268% 6.852¢

15 6.4549 6.540° 7.008¢
Tiba 0 3.6742 3.6742 3.6742

5 4.848° 4.498° 4.900°

10 4.990P 4.594¢ 5.502¢

15 5.008° 4.692¢ 6.136¢

Nivel de significancia de 95%, Posthoc Tukey (0.05)
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El Cacaocnar €s el residuo que incrementd significativamente (p < 0.05) la medida
de pH respecto al control, mientras que el biochar afecté el pH de todos los suelos segun
la cantidad afiadida. Para Zulia, esta enmienda mostro diferencias significativas con los
demas tratamientos, lo que sostiene que en la enmienda con Cacaocnar €l pH aumenta

significativamente.

Realizando multiples comparaciones entre los suelos y el pH dependiendo de la
enmienda empleada, para Tibu se encontré que hubo diferencias significativas entre la
enmienda SCG y Cacaocnar, mostrando que el pH aumenta con la adicion de estos biochar.

El predictor méas significativo para la adsorcion de Cd es la acidez.

Al pasar los dias, segun el tratamiento y por enmienda, se observé que el pH
aumento, tanto en Zulia como en Tibd, oscilando en valores de 6,02+0,02 a 7,15+0,14 y

de 4,74+0,06 a 6,71+0,01, respectivamente.

Para ambas localidades se evalu6 la dependencia de las variables pH vy
conductividad, cuyo valor no fue significativo, por lo que la conductividad y el pH no

presentaron correlacion alguna en este estudio.

La conductividad eléctrica indica la salinidad del suelo, atributo que, en el caso de
estos suelos con tendencia a la acidez, no es favorable su incremento. Segun la Tabla 25,

la adicion de SCG al suelo, ayuda a reducir la CE en mayor valor que los demas biochar.

Con el Cacaochar €l mayor aumento, tanto en Zulia como en Tibu, se obtuvo
especialmente al adicionar 15 % de biochar. De forma general se puede decir que el SCG

y SCGchar disminuyeron la CE respecto al control.

Controlar la conductividad eléctrica es fundamental, puesto que un aumento en la
salinidad puede incrementar la movilizacion de metales pesados y su retencion por los

cationes asociados con las sales (Na, K).
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Tabla 26. Evolucion de la CE segun el tipo de enmienda a los 90 dias de incubacion

Dosis Residuo

Suelo % SCG mg/kg SCGchar Cacaochar
Zulia 0 322.2¢ 322.2¢ 322.28

5 276.0° 300.8 303.02

10 204.3° 281.8%» 331.8»

15 149.42 272.6° 355.0°
Tiba 0 158.4° 158.4° 158.42

5 75.822 146.82 204.2°

10 67.382 147.7% 244.8¢

15 68.10° 145.32 299.8¢

Nivel de significancia de 95%, Posthoc Tukey (0.05)

Estos cationes pueden reemplazar a los metales pesados en lugares de intercambio
cationico o por los aniones cloruro que pueden formar complejos solubles estables con

metales pesados tales como Cd, Zn y Hg (Adriano, 2001).

El carbono orgénico presentd incrementos significativos con la adicion de SCGchar

y Cacaocnar en los dos tipos de suelos a concentraciones de 10 y 15% (Tabla 27).

Este aumento de CO puede deberse a que tanto el SCG como los Biochar contenian
originalmente mayor CO en comparacion con los suelos analizados, resultado que es
similar a lo observado por otros autores (Kasongo et al., 2011 y 2013; Yamane et al.,

2014; Cervera-Mata et al., 2018).
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Tabla 27. Evolucion del CO (%) segun el tipo de enmienda a los 90 dias de incubacion

Dosis Residuo
Suelo % SCG SCGchar  Cacaochar
Zulia 0 1,28972 1,2897? 1,28972
5 1,3254% 1,5425% 1,4685%
10 1,5079° 1,8706% 1,6057%¢
15 1,3713% 2,0607° 1,8650¢
Tibu 0 0,52122 0,52122 0,52122
5 0,71262 0,71982 0,7514°
10 0,7285? 1,1388° 1,6057%¢
15 0,73702 1,3101° 1,8650¢

Nivel de significancia de 95%, Posthoc Tukey (0.05)

En cuanto al cadmio, se encontrd que con la adicién de SCGchar €n cOncentraciones
del 10 y 15% se producia una disminucion de su concentracion en los suelos, pero es con

el Cacaochar donde se observaron disminuciones significativas (Tabla 28).

Del andlisis estadistico hay que destacar que es en suelo de Zulia donde mejores
resultados de remediacion del cadmio ocurren, tanto por la disminucion del cadmio como

por el aumento en el % de CO y de pH.

En condiciones de campo las caracteristicas de la materia organica pueden ser
complejas y dependera de sus caracteristicas fisicoquimicas el que haya o no solubilidad

y bioasimilacion de metales pesados.

Pauget et al. (2012) encontraron un pH del suelo que aument6 de 5 a 7, lo que

provoco una disminucion en la concentracion de metales de 76% a 93% para Cd.

Asi mismo, estos autores observaron que un aumento en el contenido de MO
conduce a una disminucién en las concentraciones estimadas de Cd total disuelto y que

un aumento en el contenido de arcilla no afecta las concentraciones de Cd disuelto.
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Los resultados de las variables (pH, CE y CO) son coherentes con lo reportado por
Alloway (2013), Bot y Benitez (2005) y Suarez et al. (2011) quienes exponen que la
materia organica influye en las propiedades del suelo, contribuyendo a su calidad respecto
a la densidad aparente, estructura, acidez, disponibilidad de nutrientes y disminucion de

la disponibilidad de metales pesados.

Tabla 28. Evolucion del Cadmio segun el tipo de enmienda a los 90 dias de incubacion

Dosis Residuo

% SCG SCGchar  Cacaochar
Zulia 0 0,0872¢ 0,0872¢ 0,0872¢

5 0,0816° 0,1324¢ 0,0372°

10 0,07322 0,054° 0,0268?

15 0,1504¢ 0,0408? 0,02322
Tiba 0 0,16842 0,1684>  0,1684°

5 0,16442 0,1848¢ 0,1032°

10 0,2340° 0,1336%  0,07042

15 0,2328° 0,11202 0,1044°

Nivel de significancia de 95%, Posthoc Tukey (0.05)

Con el aumento del pH a partir de la adicion del biochar (Tabla 25), en esta tesis
doctoral se corrobora lo expuesto por diversos autores (Hooda y Alloway, 1998); Pauget
et al., 2011; Boshoff et al., 2015; Xu et al., 2016; Arguello et al., 2016) al afirmar que el
incremento de pH logra una disminucién de la concentracion de cadmio. En algunos
casos, donde los suelos de Zulia y Tibu disminuyeron su pH, se observo un aumento de
la concentracion de Cd, lo que se debe a la modificacion de la movilidad del metal en el
suelo causada por la acidez (Sterckeman et al. 2004; Van Gestel y Koolhaas 2004;
Rieuwerts et al., 2006; Ok et al., 2011; Al-Wabel et al., 2015; Xu et al., 2016). En un

estudio en suelos productores de cacao en Ecuador, Chavez et al. (2016) demostraron que
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la disponibilidad de Cd para las plantas de cacao se vio afectada por el pH del suelo y la

materia organica.

En la Tabla 28 se observa que el uso de SCGchar y Cacaochar COMo residuos para
remediacion permite disminuir la concentracion de cadmio en los suelos, resultados
similares a los reportado por Al-Wabel et al. (2015), quienes con la aplicacion de biochar
de madera redujeron significativamente las concentraciones de metales pesados extraibles
con NH4OAc- o AB-DTPA en los suelos, lo que indica la inmovilizacion del metal por
su capacidad para disminuir la biodisponibilidad de metales pesados en suelos

contaminados.

En la Figura 40 se observa el efecto de la biorremediacion a los 90 dias, donde es
claro la influencia de las caracteristicas del suelo, la concentracion y tipo de biocarbén

(biochar) en la captacion del cadmio.
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Figura 40. Captacion de cadmio por los diferentes tipos de biochar a los 90 dias de
incubacion de los suelos
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También permite deducir la efectividad del Cacaochar para la asimilacion de
cadmio, lo que posibilita darle un uso adecuado a este subproducto del proceso

poscosecha del cacao (cascara de la mazorca).

Otro factor a tener en cuenta en las diferencias en los resultados obtenidos de
inmovilizacion del cadmio entre los dos suelos analizados puede deberse a las diferencias
texturales de los mismos. Asi, cuando la textura predominante es franco arenosa con bajo
contenido de arcillas y alto en arena, que favorece la infiltracion de metales pesados
(Suérez et al., 201; Bravo et al., 2014). Este seria el caso del suelo de Tibd, que posee
mayor tendencia a tener un pH &cido y textura franco arenosa, presentando mayor
resistencia a la disminucion de la biodisponibilidad de cadmio, mientras que el suelo de
Zulia (de textura franco arcillosa) se lava menos y presentd las menores concentraciones

de cadmio con la accion del biochar.

Los suelos de Zuliay Tibu poseen fases mineraldgicas diferentes con determinados
valores de superficie especifica y descompensacion eléctrica, que pueden influir en la
afinidad con los metales pesados. Adicionalmente, en la acidez de los suelos objeto de
estudio influye la zona de ubicacion de las fincas, ya que las mayores lluvias del
Departamento de Norte de Santander se registran en la region del Catatumbo (donde
pertenecen Zulia y Tibd), con volimenes cercanos a los 5000 mm al afio en areas del

municipio de Tiba (IDEAM, 2021).

El residuo de remediacion es una variable determinante para la efectividad del
ensayo. Asi, Xu et al. (2016) utilizé biochar derivado de diversos materiales para evaluar
su capacidad para disminuir la biodisponibilidad de metales pesados en suelos

contaminados.
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Estos autores encontraron que hay materiales que poseen mayor disponibilidad para
un metal especifico, y que cada material realiza cambios de pH y aportes de MO de

manera particular.

Lo anterior es similar a lo reportado por Sanchez-Silva et al. (2020) en una revision
sobre utilizacion de subproductos agroindustriales para la bioadsorcién de metales
pesados. En dicho trabajo se plantea la importancia de seguir investigando y obtener
parametros de operacion de la bioadsorcion empleando bioadsorbentes especificos, y
destaca la influencia que tienen las caracteristicas del bioadsorbente y del efluente, pH,
concentracion del metal pesado en el efluente, cantidad de bioadsorbente utilizado,

temperatura y presencia de otros metales.
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5. CONCLUSIONES
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Del estudio de los granos/semillas de cacao (sin tratar y tratados) y del chocolate
derivado de las mismas, procedente de dos fincas de una zona cacaotera de la region del
Catatumbo en Colombia, asi como del analisis de los suelos de ambas fincas y su relacion
con la composiciéon mineral de dichos productos, se pueden extraer las siguientes

conclusiones en la presente tesis doctoral:

1. Los resultados obtenidos muestran que, bromatoldgicamente, los granos de cacao

cultivados en las dos fincas piloto son aptos para el consumo humano.

2. La bioactividad de cacao (capacidad antioxidante y actividad prebidtica) se modifico
en funcion del nivel de procesado térmico sufrido durante el tostado. Esta conclusién

general deriva de las siguientes conclusiones parciales:

a. Mientras que los niveles de HMF vy el furfural se incrementaron a medida que
aumentaba la temperatura de tostado, la capacidad antioxidante y la concentracion de

compuestos fendlicos disminuyeron.

b. La comunidad microbiana intestinal se ve significativamente afectada
dependiendo de si el cacao se tuesta o no, independientemente de la temperatura de tueste,
el factor lugar de procedencia de las muestras de cacao no mostré una influencia en la
microbiota intestinal. Dos de los géneros méas afectados fueron Veillonella spp. y
Faecalibacterium spp., siendo el primero un productor de propionato con una abundancia
significativamente mayor en muestras de cacao crudo, mientras que el segundo es un

productor de butirato significativamente mas abundante en muestras tostadas.

c. El proceso de tostado cambio el perfil de acidos grasos de cadena corta, ya que
mientras el cacao crudo produjo concentraciones significativamente mas altas de acetato
y propionato, la fermentacién intestinal del cacao tostado dio lugar a una produccién

significativamente mayor de butirato.
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3. De la evaluacion sensorial del licor de cacao se pudo deducir que no todos los granos
lograron una adecuada calificacion global. Los licores de cacao con mejor relacion
sensorial entre sabores basicos (cacao, acidez, astringencia y amargo) y sabores
especificos (fruta seca, dulce, nuez y fruta fresca) se encontraron en granos de cacao
procedente de las fincas 754 y 737 ubicadas en El Zulia, en terreno pendiente de montafia.
Las variables de astringente y amargo fueron inversamente correlacionadas con el aroma
a nuez y fueron las muestras que obtuvieron menor calificacion global de parte del panel

evaluador.

4. Respecto a la influencia de los suelos en la calidad del cacao y a la estrategia para la
remediacion de su contenido en minerales potencialmente toxicos, se puede afirmar lo

siguiente:

a. En las hojas de la planta de cacao los valores de Al, Ca, K, Mn y Zn fueron
semejantes tanto en la zona del Zulia como de Tibd. Igual situacion se presentd con la

concentracién de cadmio.

b. Los suelos de las fincas productoras de cacao ubicadas en la region del Zulia 'y
de Tibu, segln sus caracteristicas texturales, son aptos para el cultivo del cacao. Sin
embargo, de manera general presentan pHs acidos que favorecen la asimilabilidad de
metales pesados, especialmente cadmio, cuyos valores encontrados en los suelos
muestreados estuvieron por encima de los niveles considerados como fitotdxicos. No se
detectaron niveles de plomo por encima de los valores permitidos por el Reglamento (UE)

N.° 488/2014.

c. El pH, % de arcilla, % de materia organica, concentraciones de Al, Mg, Mn, Zn
y la capacidad de intercambio cationico, fueron las variables del suelo que tuvieron mayor

correlacion con la concentracion de Cd. En los suelos estudiados, la cantidad y calidad de
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la materia organica y la acidez del suelo se ven influenciados por el clima, ya que la zona
de produccidn de cacao estudiada presenta temperaturas y precipitaciones suficientes para

que predominen los sistemas lavados o sustractivos.

d. Los resultados del andlisis del cadmio en grano, cascarilla y suelos, muestran que

la mayor concentracion de este metal pesado corresponde a la cascarilla.

e. Respecto a la estrategia de remediacion del suelo con posos de café y biocarbones
(biochar) derivados de las propias mazorcas del fruto del cacao y de los posos de café,
adicionados en distintas concentraciones, se encontr6 que con el aumento del pH
generado por la adicion del biochar (SCGehar y Cacaochar) se logra una disminucion de la
concentracion de cadmio, mostrando el Cacaocnar, (biochar elaborado a partir de la cascara
de la mazorca del cacao) una buena capacidad para disminuir la biodisponibilidad de Cd
en suelos contaminados. El efecto de los SCG, SCGehar Yy Cacaochar Sobre las
caracteristicas fisicoquimicas y nutricionales en los dos tipos de suelos ensayados (Zulia
y Tiba) es muy diferente. El suelo de Zulia fue el que obtuvo mejores resultados en cuanto
a las propiedades fisicas, quimicas y de retencion de cadmio. El porcentaje de carbono
organico fue influenciado significativamente por la cantidad adicionada de los distintos

bioproductos y por la mineralogia de la fraccion arcilla.
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DISENO DE EXPERIMENTOS PARA ENSAYO DE REMEDIACION DE
SUELOS PRODUCTORES DE CACAO

ANEXO 1

Dosis Tiempo
No Enmienda | (g/kg) (dia) Observacion
1,23 No 0 0
4,56 No 0 30
7,8,9 No 0 45
Zulia 10,11,12 No 0 90
13,14,15 No 0 0
16,17,18 No 0 30
19,20,21 No 0 45
Tibu 22,23,24 No 0 90
25,26,27 SGC 5 0
28,29,30 SGC 5 30
31,32,33 SGC 5 45
Zulia 34,35,36 SGC 5 90
37,38,39, SGC 5 0
40,41,42 SGC 5 30
43,44,45 SGC 5 45
Tiba 46,47,48 SGC 5 90
49,50,51 SGC 10 0
52,53,54 SGC 10 30
55,56,57 SGC 10 45
Zulia 58,59,60 SGC 10 90
61,62,63 SGC 10 0
64,65,66 SGC 10 30
67,68,69 SGC 10 45
Tiba 70,71,72 SGC 10 90
73,74,75 SGC 15 0
76,77,78 SGC 15 30
79,80,81 SGC 15 45
Zulia 82,83,84 SGC 15 90
85,86,87, SGC 15 0
88,89,90 SGC 15 30
91,92,93 SGC 15 45
Tiba 94,95,96 SGC 15 90
Biochar
97,98,99 SGC 5 0
Biochar
100,101,102 SGC 5 30
Biochar
Zulia 103,104,105 SGC 5 45

199



Biochar

106,107,108 SGC 5 90
Biochar
109,110,111 SGC 5 0
Biochar
112,113,114 SGC 5 30
Biochar
115,116,117 SGC 5 45
Biochar
Tibu 118,119,120 SGC 5 90
Biochar
121,122,123 SGC 10 0
Biochar
124,125,126 SGC 10 30
Biochar
127,128,129, SGC 10 45
Biochar
Zulia 130,131,132 SGC 10 90
Biochar
133,134,135 SGC 10 0
Biochar
136,137,138 SGC 10 30
Biochar
139,140,141 SGC 10 45
Biochar
Tibu 142,143,144 SGC 10 90
Biochar
145,146,147 SGC 15 0
Biochar
148,149,150 SGC 15 30
Biochar
151,152,153 SGC 15 45
Biochar
Zulia 154,155,156 SGC 15 90
Biochar
157,158,159 SGC 15 0
Biochar
160,161,162 SGC 15 30
Biochar
163,164,165 SGC 15 45
Biochar
Tibl 166,167,168 SGC 15 90
Biochar
169,170,171 cacao 5 0
Biochar
172,173,174 cacao 5 30
Biochar
175,176,177 cacao 5 45
Biochar
Zulia 178,179,180 cacao 5 90
Biochar
181,182,183 cacao 5 0
Biochar
Tibl 184,185,186 cacao 5 30

200



Biochar

187,188,189 cacao 5 45
Biochar
190,191,192 cacao 5 90
Biochar
193,194,195 cacao 10 0
Biochar
196,197,198,199 cacao 10 30
Biochar
199,200,201 cacao 10 45
Biochar
Zulia 202,203,204 cacao 10 90
Biochar
205,206,207 cacao 10 0
Biochar
208,209,210 cacao 10 30
Biochar
211,212,213 cacao 10 45
Biochar
Tibu 214,215,216 cacao 10 90
Biochar
217,218,219 cacao 15 0
Biochar
220,221,222 cacao 15 30
Biochar
223,224,225 cacao 15 45
Biochar
Zulia 226,227,228, cacao 15 90
Biochar
229,230,231, cacao 15 0
Biochar
232,233,234 cacao 15 30
Biochar
235,236,237 cacao 15 45
Biochar
Tibl 238,239,240 cacao 15 90
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ANEXO 2

Resultados del ensayo de determinacion de elementos minerales en granos y hojas
de la planta de cacao y en los suelos donde se cultivan

RESULTADOS
MUESTRAS Al As Ca Cr Cu A2 K Mg Mn Mo Na Ni P Pb S Zn
ISR mg/L | mg/L mg/L mg/L mg/L | mg/L mg/L mg/L mg/L | mg/L | mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
Cacao Z1 (1) | 0,359 | < 12,98 | 0,060 | 0166|0407 | 121,61 | 4645 | 0280 | < | 5219 | 0069 | 96,02 < i 10123
Cacao 72 (2) | 0460 | < 1511 | 0,053 | 0251|0496 | 17505 | 6365 |0269| < | 10440 | 0118 | 12815 | < i 10233
Caca0z3(3) | 0,354 | 0212 | 1484 | 0049 | 0221|0379 | 9639 | 57,46 | 0345|0017 | 3,623 | 0,142 | 117,66 | 0034 | il | 0108
Cacao T1(4) | 0432 | < 15,75 0,059 | 0126|0292 | 89,96 3742 | 0401 | < | 4650 | 0037 | 84,78 < ifii <
Cacao T2 (5) | 0,369 | < 12,79 | 0073 | 0155|0351 | 6221 | 4901 |0294| < | 2964 | 0069 | 8387 < i o111
Cacao T3 (6) | 0432 | < 14,90 | 0044 | 0203|0455 | 7217 | 57,86 | 0409 | 0,040 | 6,043 | 0047 | 8648 < i 10212
HojasZ (7) | 0798 | < | 151,54 | 0063 | 0035 | 1,009 | 25365 | 1514 | 5750 | 0,027 | 6507 | 0,036 | 60,44 < i 1018
Hojas T (8) | 0682 | < | 11234 | 0063 | 0047 | 0,676 | 20805 | 109,62 | 2,846 | 0,000 | 10,010 | 0,162 | 69,38 < i1 5076
Blanco 1 (11) | 0,434 | < 8,40 0,040 < |o0109| 119 326 |0063| < | 7,504 < 4727 |o051 | i <
Blanco 2(12) | 0,356 | < 7,00 0,053 < |o087| 097 308 |0057| < | 3427 < 49,89 | 0056 | i <
Cacao Z1 (1Y) | 0,479 | < 1568 | 0,061 | 0317 | 0576 | 198,60 | 70,02 | 0,286 | 0,026 | 8,910 | 0,123 | 14343 | < i 10,226
Cacao 72 (2') | 0,437 | < 18,57 | 0074 | 0272|0439 | 17805 | 6632 | 035 | < | 5429 | 0079 | 12524 | < i 10178
Cacao Z3 (3') | 0,321 | < 12,57 | 0,046 | 0164|0318 | 11582 | 4662 | 0283 | < | 3449 | 0087 | 96,20 < i1 0,005
Cacao T1 (4') | 0,538 | < 2363 | 0060 | 0205|0413 | 14858 | 5746 |0571| < | 6188 | 0030 | 10890 | 0142 | i 0,09
Cacao T2 (5) | 0,572 | < 2065 | 0056 | 0285|0497 | 22485 | 77,49 | 0433|0020 | 7,711 | 0,069 | 14843 | < i 10312
Cacao T3 (6") | 0,415 | 0,082 | 14,89 | 0051 | 0185|0365 | 13253 | 5394 | 0428 | 0,025 | 7,160 | 0,086 | 10815 | < i 0122
Hojas Z (7') | 0697 | < | 231,68 | 0070 | 0034|0805 | 261,45 | 151,36 |5630 | < | 6470 | 0,052 | 80,19 < i1 007
Hojas T (8") | 0610 | < | 12646 | 0051 | 0017 | 0,604 | 20715 | 10822 | 2777 | 0,003 | 10,870 | 0174 | 82,98 < i1 995
B'E”‘l"l?;’ Yoo | < 381 0,034 < |oo70| o044 1,58 | 0,059 | 0,026 | 2523 < 3651 | 0018 | i <
Blanco 2(12") | 0,307 | 0,139 | 6,82 0,042 < 0075 | o049 289 | 0056 | < | 368 | 0003 | 4323 < iiii <
DTPAZI |2407 | < | 100976 | 0080 | 1,150 | 51,04 | 1355 | 150,88 | 2345 | < | 10,400 | 0494 | 17,97 < i | 7.683
DTPAZ2 |5945| < | 96752 | 0045 | 0101 | 3926 | 4,02 | 26640 | 4,466 | 0,062 | 11,090 | 0,144 | 17,70 < 74,73 | 0,557
DTPAS3 |[0230 | < | 112800 | 0058 | 1,151 |44,33 | 4664 | 211,04 | 1763 | < |12350 | 0431 | 1523 |0188 | 57,93 | 3,752
DTPATL | 2830|0073 | 46352 | 0058 | 0464 | 4533 | 1,93 10,31 | 3,233 | 0,067 | 6,027 | 0,042 | 1393 |0477 | 5348 | 0,009
DTPAT2 |2359 | < | 46944 | 0059 | 0,266 | 5251 | 2,88 935 |2562| < | 5681 | 0031 | 1402 | 0325 | 4381 <
DTPATS |2731| < | 48992 | 0033 | 0302|3099 | 1,06 417 | 1,987 | 0,030 | 5939 | 0044 | 1263 | 0369 | 42,2 <
DTPAB | 0174 | < | 71248 | 0,056 < |0099| 1,22 164 |0074| < | 4921 < 10,99 | 0021 | 33,07 <
e p— P p— e p——. e s
Bases Z 1 . .| 226,88 | wewex . . 5,20 36,50 . L | 4088 | weewr | s . w7
e p— e — e R—— e e
Bases Z 2 . L | 24320 | wewex . . 2,25 67,39 . L | 5219 | wwers | wwanx . T
e pe— e p— e pe— s s
Bases Z 3 . L | 24864 | wrwex N . 8,28 44,46 . L | 3983 | werwx | omwn . e
Bt | || mar | e || 1 21s | [ agms | e | e || e |
e " P s e ey s
Bases T 2 * * 634 | e " * 183 169 * T La17 | e | e * R
e p—. P p——s e . o s
Bases T 3 * " 5.29 . " * 138 078 * | 1565 | weeer | e * —
e p—— P — e p——. e s
Blanco Bases | . . 1,13 ok . . 0,46 0,26 N .| 0964 | werwx | soriens N T

NOTA: Z: Zulia; T: Tibu; <por debajo del limite de deteccion; iii: no identificado
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AN

EXO 3

Ficha de Perfil sensorial muestra 122

FEDERACION FEDERACION NACIONAL DE CACAOTERDS - FONDO NACIONAL DEL CACAOC w M -;.
:ﬁ:nu"'ﬁg: HOJA DE RESULTADOS ( & j-J
FOMDE MALIERAL 0E1 CACAD LABORATORIO DE ANALISIS FISICO ¥ SENSORIAL DE CACAD {".?:eﬂ:i-;-':
Informaciin general
DRGAMZACAIN
FECHA 20 de nowembre de 2019 CONY UNTPARPLONA - FEDECACAD &
JPROPIETARID
felelicta) 122 IDENTIFICACION  |TRINTARID
FINCA ROSA BLANCA VEREDA CAMPO ALNCIA

LTI ILLIA

DEFARTAMENTO |NORTE DE SANTANDER

Andlisks fisico
Humedad % 59
indice de grano (peso en gramos de 100 granas) 1,1
PRUEBA DE CORTE (100 granos) DEFECTOS (100 granos)
Bien Medianamente Vicketas Pharmosos % de Dafadas por Germi . Mohasos
fermentados fermentadas Fermentacitn nsectas
24 5k U] o 80 a o a
Andlisis sensarial
MUESTRA .
Perfil muestra
cacan 1,0
ACIDEZ G
SABORE ASTRINGEMCLA
BASICOS
AMARGOR
=¥l 2AO A
FRUTA FRESCA 03
FRAUTA SECA I 03 f
SABORES {
ESPECIFICOS FLORAL I L2 T T Y T T
MUEZ 0,0 L T T T P L Y I |
v (R \ sy
VERDE 14 : \ — L : .,
SARDRES HUMEDAD 33
ADOWIRIDOS !
atra 0.0 T 2
M - e amTA
cALRCACION 16
GLOBAL ! rae.
Otro f Cual: sabrefermentada

AMALIEES FISICO: Tendendo en ruenta ka NTC 1252, se encuentra lo siguiente: indice de grana de 1,1, clasificado como cacao
carriente; porcentaje de humedad en 5,9% por debajo de kos limites, este porcentaje puede permitir que & almendra se
guiebre resultando frégil al transporte para comercializacdn; fermentacion de 80%, pardmetro dptima segiin l NTC, sin
COMEMTARIOS: [embargo un porcentaje infierior o superior no determina la calidad del licor de cacao. EVALUACION SEMSORIAL: La muestra
presenta arama humedad y sobrefermentacicn. Sensoraimente, se percibe intensidad media y persstente de los defectas
comea acidez, astringencia, amargar, verde y sobrefermentacidn; condiciones asocadas a un deficiente proceso de cosecha

v pos comecha.
( & f.;é;gf-"-/f/
ITH MORENG MARTINEZ

Profesional de investigacidn
Lider ded panel de evaluacitn sensorial
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Ficha de Perfil sensorial muestra 231

FEDERACION FEDERACION NACIONAL DE CACAOTERDS - FONDO MACIONAL DEL CACAD s -;.
NAGIONAL DE (‘ii:‘ J
HOJA DE RESULTADOS
CACADTERDS ’ : & ﬁ’
FOMDE MALISMAL DEL CACM LABDRATORID DE ANALIZIS FISICO ¥ SENSORIAL DE CACAD v.(_.-_m?.;m
Informaciin general
FECHA 20 de nowembre de 2009 LI Ol CONY LANTPAMPLONA - FEDECACAD B
SPROPIETARID
faeielcel I3 IDENTIFICACION  |TRIWTARMY
FINTA PORVENW - FALARIRA - ESFERANTA - RO54 BLANCA| VEREDS FAN DE ATLNCAR VCAMPO ALICTA
MLBICWPID TLALIA DEPARTAMENTO |NORTE DE SANTANDER
Anilists fision
Humedad % a4
indice de grano (pesa en gramos de 100 granas) 1,2
PRUEBA DE CORTE (100 gramnos) DEFECTOS (100 granos)
Bien Kediaramente Vicketas Plzarrasos % de Danadas por Germi . Pchascs
fermentados fermentadas Fermentacion nsechas
1B 3B 48 o 52 a o 1]
Anilists sensorial
MUESTRA -
Perfil muestra
CACAD [| 1,0
ACIDET 5, [
SABORES ASTRINGEMRCLA IEZ al
BASICOS L
AMARGOR I sh / e
wraza -
FRLITA FRESCA 0,0 T // -
FRLITA SECA 0,0 I Y B
SABDRES I | | | § I
ESPECIFICOS FLOAAL 03 ammn e e ————
MUEZ 0,0 | L1 ) I'. I'._.
DHULCE 0,0 Voo \ -
VERDE [I:[ 3,0 Lo \ —
Ak -
SABORES HUMEDAD 0,0 ST
ADOUIRIDOS ' a
arma I:l 2.0
ML
CALIFICACION 23
GLOBAL '
Ofro Jf Cual: metal - sobrefermentacicn - pecante
AMALISIS FiSI00: Tensendo en cuenta la NTC 1252, se encuentra lo siguiente: indice de grana de 1,2, clasificado como cacao
premic; poroentage de humedad en 6,4% par debago de los limibes, este porcentaje puede permite gue la dmendra se
guiebre resultando frigil al transporte para come rcializaodn; fermentacidn de 52%, infienor al pardmetro dptimo, sin
COMENTARIOS: |embargo un porcentaje inferkar o supenior no detenmina la calidad del licor de cacao. EVALUACION SENSORIAL: La muestra
presenta aroma a grasa, acdez acética. Sensoralmente, se percibe intensidad media y persistente de bos defectos como
ackdez, astringencia, amargor, verde, sobrefermentacidn, tierra, metal, picante, entre otras; condiciones asocadas a un
defickente proceso de ? ¥ pos cosecha.
z"-". / ./

(.. rf.;.z;;?:-’-/f/
ACRENG

ITH M

MARTINEZ

Profesional de imwestigacion

Licdesr desl pane] de evaluacion sensorial
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Ficha de Perfil sensorial muestra 662

FEDERACI
MACIONAL

ON FEDERACION NACIONAL DE CACADTERDS - FONDO MACIONAL DEL CACAD
HOJA DE REEULTADODS

Y

(&)

CACADTERDS
. . o
FOMOT MALICIAL (3F] LN LABDRATORID DE AMALISIS FISICO Y SENSORIAL DE CACAQ l{.‘?\:ﬁ’?ﬂl’-’
Inform ackin general
FECHA 20 de nowembre de 2009 e O CONY UNTPAMPLONA - FEDECACAD &
/PROPIETARIY
COONGE0 &62 IENTIFICACION
FINCA LA ESPERANTA VEREDS ERISAS DE A0 NUEVD
ML IO gy DEPARTAMENTO |WORTE DE SANTANDER
Aniilisks fisico
Humedad % 6,5
indice de grano (peso en gramoe de 100 graras] 1.3
PRUEBA DE CORTE (100 granos) DEFECTOS (10D granos)
Hien Medianamente Vicketas ke s % de Dafladas por G " bz
fermentados fermentadas Fermesntacidn nsectos
o 20 o o 100 o [a]
Anilisks sensorial
MUESTRA .
Perfil muestra
CACAD 24
ACIDEZ 33
SARORES | astrimcencia I:[
BASICOS 38
AMARGOR I:[ 34
FRUTA FRESCA 14
FRUTA SECA [[ o8
SABDORES I]
ELPE o FLORAL 09
MUEZ 0,4
FULCE 03
VERDE |I:[ 15
SABORES HUKEDAD D 15
ADUNRIDOS :
aOTRO o,a
CALIRCACION 16
GLOBAL '
Oiro [ Cual: moha - picante
AMNALISE FiSIO0: Tensendo en cwenta la NTC 1252, se encuentra lo siguiente: indice de grano de 1,3, clasificado como cacap
premio; porcentaje de humedad en 6,5% par debago de los limites, este porcentaje pusde permitr gue la almendra se
guicbre resultando frdgil al transporte para comercializackan; fermentacitn de 100%, pardmetra Gptima segun ka NTC, s
COMENTARIOS: |embargo el ercontrarse en este porcentaje no sigrifica que la calidad del lcor de cacso sea mesjor que porocentages menores.

=

S

/

EVALLMACION SENSORIAL: La muestra presenta aroma acides, verde. Sensorialmente, se percibe intensidad media de los
defectas como acider, astringenda, amangor, verde, picante y maho; condiciones asodadas 2 un defidente procesa de

ha
ITH MORENG MARTINEZ

Profesional de imwestigacion
Lidker ded panel de evaluacion sensoral

205




Ficha de Perfil sensorial muestra 737

@ FEDERACION

NACIONAL

=8 CACAOTERDS

FOMOD MALIZRAL (363 LALM)

HOA DE RESULTADDS

FEDERACION NACIONAL DE CACADTEROS - FONDO MACIONAL DEL CACAD

LABORATORIO DE ANALIZIS FISICO ¥ SENSORIAL DE CACAD

Informackin general

FECHA 20 de nowembre ce 2009 ERREAREEALION CONY UNTPARMPLONA - FEDECACAD 3
ConGEo FIr IDENTIFICACION  |TRIMITARMY
FINCA PORVENE VEREDS PAN DE ASLNCAR
MALWICAPTD JLALEA DEPARTAMENTO |WORTE DE SANTANDER
Andlisis fisico
Humedad % 64
indice de grano ( pesa en gramos de 100 granas) 1,2
PRUEBA DE OORTE (10D granos) DEFECTOS (100 gramnos)
fermemmos | fememnes | V0| Povosen | e | Ve | oo | Moboscs
10 E= ) S o 43 a o a

Andlists sensaria

IMUESTRA
CaCADy
ACIDET
BABORES ASTRIMGERCLA H
BASIDDS
AMARGOR 29
FRUTA FRESCA 31
FRUTA SECA 3.0
SABDRES H
[ESPECIACDS FLCARAL 1.3

Perfil muestra

MUEZ 24
[MULOE 1.8
WERDE 0,5
SABORES HUREDAD 0,5

ADUNRIDOE i
aTra [| 1,0
CALIFICACKIN 65

GLOBAL '

\Otro f Cual: panela

OORIENT ARIOS:

1

AMALETS FSI00:; Terdendo en csenta ks NTE 1752, se encuenbra o siguienie: Indce de granode 1,2 clasificado coma cacao
premio; porcentaje de humedad en B,4% por debaga de los limites, este porcentaje peede permibr gue la almendra se
cuiebre resultando frigil al transporte: para comencializacdn; fermentacion de £4%, inferar 2l pardmetro Sptimo, sn
embargo un porcentaje inferior o superiar no determina la calidad del licor de cacao. EVALUACION SEMSORIAL: La muestra
presenta aroma a grasa, rancka. En boca al inicka resalta notas a cacao medio, sabores acdez, amangar § sensacidn
asiringencia en eguiliorio, en cuanio a sbores espec Ficos sobresake fruta seca, floml, ez ydulce.

ITH MOREND MARTINEZ

Profesional de mvestigacion

Licker ded panel de evaluacion sensoral
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Ficha de Perfil sensorial muestra 752

FEDERACION FEDERACION NACIONAL DE CACADTEROS - FONDO MACIONAL DEL CACAOD w X :il
NACIONAL DE ( iy J
HOJA DE RESULTADOS
CACADTERDS : _ & #"
Fomnd mariZid of; LA LABDRATORID DE ANALIZIS FISICO ¥ SENSORIAL DE CACAD lﬂ.-_a?;mv
Informackin general
FECHA 20 de nowembre de 2009 LA - CONY UNTPARPLONA - FEDECACAD 7
SPROFIETARID
fualelcTe] TE2 IDENTIFICACION  |TRIWTARMY
FINCA LO% MANGOS VEREDS CAMPO ALNCIA
BALWICIPID ZLLLA DEPARTAMENTO (NORTE DE SANTANDER
Anlizis fisico
Humedad % 6,0
indice de grano (pesa en gramos de 100 gramas) 14
PRUEBA DE CORTE (10D granos) DEFECTOS [100 granos)
B Fled k % de ] L r
e relanamente Wicketas Pearrasces anasas po Germinadas Moo
fermentados fermentados Fermesmtaciin nsechos
Fi 32 40 o &0 1] o 1]
Andlisis sensorial
IMUESTRA -
Perfil muestra
CACAD 0,0 —
ACIDET 5
SABORES ASTRINGERCLA
BASICOS
AM&ARGOR
——
FRUTA FRESCA 0,0
FRUTA SECA 0,0
SABDRES
[ESPECIFIC O FUORAL 0.0 winzi
MLUEZ 0,0
DULCE 0,0
WVERDE [I:l 35
SABORES HUMEDAD H 13
ADOUNRIDOS i
atro [| 1,0
CALFCACIIN 15
GLOBAL '
iOfro f Cual: pecante - Herra - violetas
AMNALISE FISICO: Tenbendo en cuenta ka NTC 1252, se encuentra o siguiente: indice de grana de 1,4, clasificado como cacao
premio; porcentaje de humedad &n B, 0% par debaga de los limites, este porcentaje pusde permitie gue |a almendra se
guiebre resultande fragll al transporte para comencializackdng fermentacidn de &0%, infenar 2l pardmetro dgtima, sn
COMENTARIOS: [embargo un porcentaje infierior o supenor no determina la calidad del licor de cacsa. EVALUACION SEMSORIAL: La muestra
presenta aroma 3 ackdez acética. Sensornalmente, se percibe intersidad media persstente de los defectos coma addes,
astringencia, amargor, werde, Eierra, picante, enbre obras; condiciones asocadss aun deficents proceso de cosecha y pos
casecha.
Ppe / /

(/.. r.%f}’/
ITH MORENG MARTINEZ

Profesional de invwestigacion

Ligker ched panel de evaluacion sensorial
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Ficha de Perfil sensorial muestra 882

FEDERACION FEDERACION NACIONAL DE CACAOTEROS - FONDOD NACIONAL DEL CACAD P ?.l

e HOJA DE RESULTADOS CR":' _-JJ

CACAOTEROS - ) o
FOMDZ WALIZRAL BF| CACA) LABDORATORID DE ANALISIS FISICO ¥ SENSORIAL DE CACAQ lﬂr:n?;r:r-
Informackin general
FECHA 20 de nowembre cde 2019 il LA CONY LUNTIPAMPLONA - FEDECACAD 1

SPROPIETARID
[aelicte] F82 IDENTIFICACION  [TCS01
FINCA LA ESPERANIA WEREDA EBRISAS DE AD NUEWD
MUNICIRID ey DEPARTAMENTOD |NORTE DE SANTANDER
Aniliss fisico
Humedad % a8
indice de grano (peso en gramos de 100 granas) 18
PRUEBA DE CORTE (100 granos) DEFECTOS (100 gramos)
Bien Mediaramente Vioketas Plearmscs % de Dafadas por e \ b
fermentados fenme nitados Fermentacitn nsectos
5B 24 10 0 a0 1] o a
Anilizis sensarial
MUESTRA .
Perfil muestra
ecso )] 13 :
ACIDEZ 5,

SABORES ASTRINGERCIA IE
BASICOS

AMARGOR I 513

FRUTA FRESCA 03
FRUTA SECA [[ o8
SABDRES
ESPECIACOS FLORAL [[ 08
MILELZ 0,8
DMULCE 0,3
VERDE |I ELQ
SABDRES
IRIDOS HUMEDAD D 20
ateo I:l 2.0
CALIFICACION 16
GLOBAL '
Oftro f Cual: sabrefermentacian - kacteo - plants

ANALIES FiSIC0: Tenbendo en cuenta ka NTC 1252, se encuentra lo siguiente: [ndice de grana de 1,2, clasificado como cacao
premio; poroentage de humedad en 6,8% por debajo de los limites, este porcentaje puede permits gue la almendra se
guiebre resultando fragil al transporte para comerclalizackdn; fermentacitn de 90%, pardmetro dptima segiin la NTC, sin
COMENTARIOS: |embargo un porcentaje infieriar o superior no determina la calidad del licor de cacan. EVALUIACION SEMEORIAL: La muestra
presenta aroma acider acética, |dcteo, sobrefermentacion. Sersorialmente, se percibe intensidad media y persistente de |os
defectos como acider, astringenda, amangar, werde, humedad y sobrefermentaciin; condiciones asociadas a un deficiente

proceso de casecha vy pos cospcha.
ITH MOREND MARTINEZ

Profesional de imvestigacion

Licksr dedl paned de evaluac ion sensoral
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Ficha de Perfil sensorial muestra 911

FEDERACION FEDERACION NACIONAL DE CACACTERDS - FONDO NACIONAL DEL CACAD o ?.

NACIONAL DE HOJA DE RESULTADOS G:‘ #)

CACAOTEROS ) ] b A
FOMDE RRCIDMAL DEL CACAD LABDRATORKD) DE AMALIZIS FISICO ¥ SENSORIAL DE CACAD l.{_.p-?.;i&r-'
Informackin general
FECHA 20 de nowembre o 2019 BAR=ASEEALIGN CONY UNTPAMPLOMA - FEDECACAD 5

SPROFIETARID
CODNE0 FII IDENTIFICACIONW | TRIWY TARMY
FINCA LA ESPERANIA FEREDS PAN D€ AZLMNCAR
BALWICHPID ZLALIA DEPARTAMENTO |WNORTE DE SANTANDER
anlisis fisico
Humedad % a0
indice de grano [peso en grames de 100 graras) 13
PRUEBA DE CORTE (100 granos) DEFECTOS [100 granos)
Bien Kedianamente Vicketas Plzarmscs % de Dafladas por el . Aiohscs
fermentados fermentadas Fermeentacitn nsectas
13 b 52 0 4B a o a

Anilizis sensorial

MUESTRA

Perfil muestra

CaCAD 15

ACIDEZ B

SAMREY | asTrimcemcia IZ|
BASICOS a

AMARGOR I d.s

FRUTA FRESCA 14
FRUTA SECA [| i,0
SABORES
e o FLORAL o,0
MLEZ [l 1,1
ouce (| os
WERDE I8
SABORES
——— HUMEDAD D 1.5
aOTRO [[ 0.8
CALIFICACIOM a3
GLOBAL '
Oftro f Cual: acidez acética

AMALISE FISI00: Tenbendo en ouenta ka NTC 1252, se encuenira o sguiente: Indice de grama de 1,3, clasificado como cacao
premio; porcentape de humedsd en &, 0% por debago de los limites, este porcentaje pusde permitr gue la almendra se
guiebre resultando frigll al transporte para come rclalizackdng fiermentacion de 8%, pardmetro inferor segan la NTC, sin
embargo un porcentaje infieriar o supenor no detenmina la calidad del lioor de cacaa. EVALUACION SEMSORIAL: La muestra
presenta anoma leve cacao, ackdez. Sersorialmente, se perobe imtensidad media y persistente de los defectos comea addes,
astringencia, amargor, verde y humedad; condiclones asoctadas a un deficente procese de cosecha y pos cosecha.

oy

OO ENTARIOS:

(, rf.;.é;;_‘gfj/
ITH MOBENG MARTINEZ

Profesional de mvestigacion
Licker ded paned de evaluacion sensorial
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ANEXO 4
DESCRIPCION DE SUELOS DE CULTIVO DE CACAO

MUESTRA: SOMOS-ZULIA CACAO 1 FECHA DE ANALISIS: 20/01/2019

CARACTERISTICAS EVALUACION OBSERVACION
Horizonte Ap
Capa arable 0-20 cm
Seco Matriz: 10 YR 5/4 Se observan dos

(Pardo amarillento) tonalidades. La

Color (Carta de Manchas marrén oscuro: tonalidad
color Munsell) 10 YR 5/3 dominante es el
Pardo marron claro

Humedo Matriz: 10 YR 4/3,5

Entre pardo amarillento oscuro
y pardo

Manchas marron oscuro:

10 YR 3/3

Pardo oscuro

Grado Fuerte, con agregados
Estructura duraderos.

Clase y tipo Bloques subangulares
medianos que rompen en
bloques subangular muy finos.
Seco Agregados firmes y
Consistencia extremadamente duros

Humedo Suelo adherente y plastico

Calcéareo No calcareo
Raices Muy pocas raices
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MUESTRA: SOMOS-ZULIA CACAQ 2

FECHA DE ANALISIS: 20/01/2019

CARACTERISTICAS

EVALUACION

OBSERVACION

Horizonte

Ap

Capa arable 0-20 cm

Seco:

10 YR 5/5
Pardo amarillento

Color (Carta de
color Munsell)

Humedo:

10 YR %
Pardo amarillento oscuro

Grado
Estructura

Moderado

Clase

Subangulares poco
gruesa, la mayoria son
grumos medianos de 10-
20 mm y finos son
menos fuertes, mas débil

Tipo

Firme

Consistencia

Hamedo:
plastico

suelo adherente y

Clase y tipo de
estructura

Seco: entre duro y muy duro

Calcareo

No calcéareo

Raices

Muy pocas raices
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MUESTRA: SOMOS-ZULIA CACAO 3

FECHA DE ANALISIS: 20/01/2019

CARACTERISTICAS EVALUACION OBSERVACION
Horizonte Ap
Capacidad arable 0-20 cm
Seco: Manchas marron claro: Se observa mezcla
10 YR 5/4 de dos colores.
Color (Carta de Pardo amarillento
color Munsell) Manchas marrén oscuro:
75 YR 4/6
Pardo fuerte
Humedo: Manchas marron claro:
10 YR 3/3
Pardo oscuro
Manchas marrén oscuro:
75YR3/4
Pardo oscuro
Grado Fuerte. Hay que
Estructura humedecerlo  para
Clase Blogues  subangulares | Poderlo romper.
con tendencia a ser
angulares Poco fragmento
- . rocoso
Tipo Extremadamente firme y
extremadamente duro .
- - — Porosidad de
Consistencia El suelo adherente y plastico agregados escasa
Los awados firmes y duros
Calcareo No calcareo
Raices Muy pocas raices
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MUESTRA: CAMPO DOS, TIBU 1

FECHA DE ANALISIS: 20/01/2019

CARACTERISTICAS

EVALUACION

OBSERVACION

Horizonte

Ap

Capacidad arable 0-20 cm

Domina el material
suelto

Seco: 10 YR 7/4 Color homogéneo
Pardo muy palido
Color (Carta de | Hiimedo: 10 YR 5/4
color Munsell) Pardo amarillento
Grado Débil Tipico de suelo
Estructura arenoso
Clase Agregados redondeados
Tipo Subangular, medianos
Consistencia Suelo no adherente y no
plastico, muy friable (se une
cuando se comprime).
Calcareo No calcareo
Raices Muy finas y pocas
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MUESTRA: CAMPO DOS, TIBU 2 FECHA DE ANALISIS: 20/01/2019

CARACTERISTICAS EVALUACION OBSERVACION
Horizonte Ap Domina el material
Capacidad arable 0-20 cm suelto
Seco: 10 YR 6/4 Color homogéneo
Pardo amarillento claro
Color (Carta de [ Himedo: 10 YR 4/4
color Munsell) Pardo amarillento oscuro
Grado Débil Tipico de suelo
Estructura arenoso
Clase Agregados redondeados
Tipo Subangular, medianos
Consistencia Suelo no adherente y no
plastico, muy friable (se une
cuando se comprime).
Calcareo No calcareo
Raices Finas y medianamente gruesas
en poca cantidad
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MUESTRA: CAMPO DOS, TIBU 3

FECHA DE ANALISIS: 20/01/2019

en poca cantidad

CARACTERISTICAS EVALUACION OBSERVACION
Horizonte Ap Domina el material
Capacidad arable 0-20 cm suelto
Seco: 10 YR 7/4 Abundantes
Pardo muy palido manchas de color
Color (Carta de [ Himedo: 10 YR 5/4 mas claro
color Munsell) Pardo amarillento
Grado Débil Tipico de suelo
Estructura arenoso
Clase Agregados redondeados
Tipo Subangular, medianos
Consistencia Suelo no adherente 'y no
plastico, muy friable (se une
cuando se comprime).
Calcareo No calcareo
Raices Finas y medianamente gruesas
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ANEXQO 5
Difractograma de la fraccién grava fina (desorientado) 500 CPS 65° 20 (Tibu)
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ANEXO 6

Bioremediacion de cadmio usando biochar en suelos de Zulia 'y Tibua (45 dias)
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