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Resumen

El'caecao es la materia prima basica para la industria chocolatera, en funcion de ello
debe cumplir.no.solo con requisitos de calidad fisica y quimica, sino también con aspectos
de seguridad alimentaria. La Union Europea establecio en granos de cacao un limite de 0.8
mg kg™ de cadmi@ para su importacion. En funcion de la normatividad, la investigacion se
ha enfocado a llevar a.cabo estudios a nivel de suelo, plantay fruto para identificar los niveles
de este metal y su relacion con macro-microelementos. En México, el cacao se produce en
dos estados principalmente;-Tabasco y Chiapas. Los productores que buscan exportar cacao
con caracteristicas de calidad erganeléptica requieren conocer los niveles de Cd, puesto que
ello puede ser una limitante para lograr esta meta. Por lo anterior, el objetivo de la
investigacion fue evaluar el contenide de cadmio, macro y microelementos en granos de
cacao de los estados de Tabasco y Chiapas. EI muestreo fue apoyado por productores
cooperantes con cacaos lavados=.secos y fermentados — secos. El estudio se dividio en tres
etapas, a) propiedades fisicas de les‘granos, b) determinacion del contenido de Cd, macro y
microelementos, y c) caracteristicas particulares~de las muestras. Las muestras fueron
divididas en dos submuestras: el cotileddn y la cascarilla. Los estudios de propiedades fisicas
para medicién de propiedades geométricas fueron con) un vernier digital y utilizando
ecuaciones clasicas para la determinacion de propiedades fisicas, mientras que la
determinacion del contenido mineral se llevo a cabo por eSpectrofotometria de absorcion
atébmica, los datos fueron analizados por estadistica desCriptiva y por Analisis de
Componentes Principales (ACP). Los resultados encontrados en 1aSpropiedades fisicas de
los granos se encuentran por arriba o debajo de granos de otras regiones, sisse comparan con
materiales mejorados o nativos. En todos los casos la humedad fue la variahle critica. En el
cotileddn, un promedio de 0.46 mg kg™ por debajo del limite establecido,o asi en la
cascarilla con un valor de 0.87 mg kg™. La distribucion de macro y microelementos fue de
K>Na>Mg>Ca>Fe>Zn>Mn>Cu para el caso del cotiledon y
K>Mg>Fe>Na>Ca>Zn>Mn>Cu para el caso de la cascarilla. EI ACP para Cd, macroy.micro
para el cotiledén mostré una explicacion de 56.9 % de la variacion total observada en losdos

primeros componentes, mientras que para la cascarilla explico el 73.4 %. Un analisis de

iX



correlacion mostrd que el Cd se correlacioné (P<0.05) con el Zn en la cascarilla, no asi en el
cotiledon. Los resultados permiten establecer el primer estudio de Cd en México en las zonas
productords de cacao, encontrando promedios por debajo del limite, sin embargo, estudios
puntualés—=son necesario poder establecer aspectos de correlacion con genotipo,
biodiversidady.edad de las plantaciones, entre otros. Para poder establecer estos
resultados se requiere de un mayor muestreo representativo de las zonas productoras
identificando por varietal y con analisis de raices, suelo, planta y fruto.

Palabras Clave: Grano.de cacao, cadmio, minerales



Abstract
Cocoarissthe basic raw material for the chocolate industry, based on this it must
comply net~only with physical and chemical quality requirements, but also with
aspects of food, safety. The European Union established a limit of 0.8 mg kg of
cadmium in cocea beans for importation. Based on the regulations, the research has
focused on carrying out studies at the soil, plant and fruit level to identify the levels
of this metal and itsselationship with macro-microelements. In Mexico, cocoa is
mainly produced in two states, Tabasco and Chiapas. Producers seeking to export
cocoa with organoleptic quality characteristics need to know the Cd levels, since this
can be a limitation to achievegthis goal. Therefore, the objective of the research was
to evaluate the concentration of ¢admium, macro and microelements in cocoa beans
from the states of Tabasco andsChiapas. The sampling was supported by cooperating
producers with washed-dry @and fermented-dry cocoas. The study was divided into
three stages, a) physical properties of'the, grains, b) study of Cd, macro and
microelements, and c¢) characteristicsof the samples. The samples were divided into
two subsamples: the cotyledon and the-shell. The studies of physical properties for the
measurement of geometric properties were with a'digital vernier and using classical
equations for the determination of physical properties, while the determination of
minerals was carried out by atomic absorption spectrophotometry and the data were
analyzed by descriptive statistics and by Principal Component Analysis (PCA). The
results found in the physical properties of the grains are above.or below grains from
other regions depending on whether they are compared with improved or native
materials. In all cases, moisture was the critical variable. The mineral apalysis allowed
to find an average 0.46 mg kg in the cotyledon below the established linits, but not
in the shell with a value of 0.87 mg kg. The mineral distribution in macro‘andimicro
elements was K>Na>Mg>Ca>Fe>Zn>Mn>Cu for the case of the cotyleden_and
K>Mg>Fe>Na>Ca>Zn>Mn>Cu for the case of the husk. The PCA for Cd, macro and

micro for the cotyledon showed an explanation of 56.9 % of the total variance
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observed in the first two components, while the shell explained 73.4%. A correlation
analysis showed that Cd was correlated (P<0.05) with Zn in the hull, but not in the
cotyleden. The results allow establishing the first study of Cd in Mexico in cocoa-
producing_areas, finding averages below the limit, however, specific studies are
necessary tosbe able to establish correlation aspects with genotype, biodiversity, age
of the plantations, among others. In order to establish these results, a greater
representative sampling of the producing areas is required, identifying by varietal and
with analysis of roots, seil, plant, and fruit.

Keywords: Cocoa bean, cadmium, minerals
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1. Introduccién

Theobroma cacao (L.) fue domesticado en México, actualmente se producen los tres
tipos de cacao«(criollo, forastero y trinitario) principalmente en la Region Grijalva (Tadeo-
Sanchez et al., 2020). Su centro de origen fue en el continente americano en la region
amazonica ubicadasal noroeste de América del Sur (Zarrillo et al., 2018), y su domesticacion
en la Mesoamérica prehispanica (Lopez y Rivero et al., 2017). Castro et al. (2015), el cacao
cuenta con una gran variabilidad genética en lo que respecta a las caracteristicas morfoldgicas
y fisioldgicas, es un arbol colifloroso con mecanismos y vias aptas para una acumulacion de
cadmio en sus granos (Vandersehueren et al., 2021). El cacao es considerado como fuente de
nutrientes debido al contenido de. diversos compuestos, entre estos, triglicéridos (acido
palmitico, estearico, oleico), minerales (macro y microelementos), vitaminas, fibra,
carbohidratos, proteinas, azlcares (fruCtuosa y sacarosa) y polifenoles (catequinas,
antocianinas y proantocianinas), destacando este ultimo grupo debido a la gran importancia
para retrasar el desarrollo de ciertostipos de canger, enfermedades cardiovasculares y algunas
asociadas con la edad, entre otros bengficios (Ekpaet al., 1993; Cooper et al., 2007; Katz et
al., 2011; Bertoldi et al., 2016; Arévalo-Gardini et al";»2017; Assa et al., 2018; Dico et al.,
2018; Kruszewski et al., 2018; Acierno et al., 2020; Abt y,Robin, 2020; Anyimah-Ackah et
al., 2021). El principal producto del cacao es-el chocolate, el cual, en los Gltimos afios ha
tenido una mayor demanda debido a sus compuestos funcionales, asi como a su contenido
mineral, destacando el calcio (Ca), cobre (Cu), hierro (Fe), potasio.(K), zinc (Zn), manganeso
(Mn) y magnesio (Mg) (Tolentino et al., 2019; De Oliveira et al., 2020).

Kruszewski et al. (2017) declaran que, se ha incrementado lasinvestigacion sobre la
contaminacion de las materias primas del cacao y productos como el chocolatexcon minerales
toxicos (FAO/OMS CX/CF 15/9/6, 2014; Comision Europea, 2004). Cada vez mas estudios
han demostrado que existe una relacion directa de la coexistencia de metales pesados en la
bioacumulacion de Cd en las especies, esta acumulacién generalmente varia.ségun la
distribucion y magnitud de estos en el suelo (Xu et al., 2021). Por tal razon, la seguridad
alimentaria es una prioridad internacional y debido al contenido de metales pesados en.l0s
alimentos se han establecido criterios para su consumo. La Unién Europea (UE) determiné
un limite de 0.8 mg kg para el contenido de Cd (Meter et al., 2019; Suhani et al., 2021;
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Anyimah-Ackah et al., 2021). Este mineral tiene una vida media bioldgica de 10 a 35 afios
en los-Seres vivos y no es biodegradable (Pineda y Rodriguez, 2015; Maddela et al., 2020;
Vandersehueren et al., 2021; Florida-Rofner, 2021; Xu et al., 2022). Florida-Rofner (2021)
declara quessus-propiedades fisicoquimicas son similares a las del Zinc (Zn) y Mercurio (HQ).
El Cd es un metal pesado de origen natural biolégicamente no esencial (Engbersen et al.,
2019) presente en todos los suelos (McLaughlina et al., 2021). El Cd se ha observado en los
cultivos de importancia;como el cacao, el trigo duro, la espinaca, la papa y el arroz (Gui et
al., 2020; McLaughlin etal., 2021; Xu et al., 2022). Suhani et al. (2021) indican que es el
sistema suelo-planta lo que propicia la biodisponibilidad, bioaccesibilidad y bioacumulacion
del Cd dandose su transferencia a-diferentes niveles troficos de la cadena alimentaria. Debido
a que, los niveles de Cd tienden.a.elevarse en las areas geoldgicas de suelos jovenes, paises
de América muestran concentraciones de cuatro a seis veces mas altas en comparacion a los
granos de cacao de Asia o Africa, (ChaVez et al., 2015; Ramtahal et al., 2015; Engbersen et
al., 2019; Scaccabarozzi et al., 2020; Abtly"Robin, 2020).

McLaughlina et al. (2021)_y-VandersChueren et al. (2021) aseguran que en los
productos del cacao el Cd proviene principalmente de la bioacumulacion en los granos, llega
al organismo por medio de los alimentos-y provoea diversos dafios, aun en el consumo de
pequefias dosis debido a que no se degrada”(Florida=Rofner, 2021, Xu et al., 2022), por lo
gue genera un impacto nocivo a érganos vitales.como pulmenes, rifiones, higado, huesos y
tiene relacion con variados tipos de cancer (rifion, higado y préstata). Lo anterior se convierte
en una amenaza para la salud humana (Akesson et al., 2014; Bertoldi et al., 2016; Maddela
et al., 2020; McLaughlina et al., 2021 ), es asi como, las propi€dades del cacao se ven
interrumpidas por el contenido de Cd y otros metales (Salama, 2018;'Guret al., 2020; Suhani
etal., 2021; Xu et al., 2022).

Por lo anterior, la presente investigacion tiene como objetivo analizar€l contenido de
Cd, macro y microelementos en granos de cacao secos en areas geograficas/con mayor

produccion nacional para cuantificar y comparar con las regulaciones internacionales.



2. Planteamiento del problema

El.Cd es un mineral de origen natural que no tiene un beneficio funcional conocido
en plantas 0 animales (Ramtahal et al., 2015; Arévalo-Gardini et al., 2017). Sin embargo,
afecta a los seres-vivos en cuestiones relacionadas con la salud (Ramtahal et al., 2015;
Engbersen et al., 2019).*Maddela et al. (2020) afirman que el Cd tiende a acumularse con una
vida media mayor a tuna.década en el cuerpo humano. Este mineral es un contaminante no
degradable debido a su‘alta biodisponibilidad y su bioaccesibilidad en los sistemas suelo-
planta, por estas razones se«ncrementa su concentracion en diversas especies comestibles
(Chavez et al., 2016; Maddela-et.al., 2020; Suhani et al., 2021). En el hombre, este metal se
ha relacionado a disfuncion renal,.osteoporosis y diversos tipos de cancer (Akesson et al.,
2014, Anyimah-Ackah et al., 2019); asi-como, estragos en el higado y rifiones, ademas otras
consecuencias son las complicaciones.que genera en Organos vitales como pulmones y
huesos (Florida-Rofner, 2021).

La Union Europea (UE) “ha-establecido niveles maximos permisibles de Cd en
diferentes alimentos, en cacao se acepta,concentracion maxima de 0.8 mg kg™ (Arévalo-
Gardini etal., 2017; Meter et al., 2019; Anyimah-Ackahet al. 2019). Kruszewski et al. (2018)
declararon que en todo el mundo existe una diferencia.€nel contenido entre las muestras de
cacao del mismo pais, y esta divergencia no selo indica quejla ubicacion geografica de los
arboles de cacao impacta en el contenido de metales, sin0 también que, la composicion
natural del suelo y la contaminacion ambiental son de gran impacte.en el cultivo del cacao.

El cacao contiene diversos minerales que son considerados potencialmente benéficos
para la salud debido a su capacidad antioxidante y funcionalidad; entre los cuales se
encuentran el Ca, Cu, Fe, K, Zn, Mn y Mg (Tolentino et al., 2019; De Oliveira et al., 2020,
Palma et al., 2021). Sin embargo, las interacciones quimicas entre estos elementos podrian
conducir a una mayor acumulacion de metales pesados en las plantas (Arévalo-Gardini et al.,
2017).

Respecto a la problematica que implica la concentracion de metales en ‘cacao
reportados en diferentes regiones productoras a nivel mundial, en México no se ha localizado
alguna investigacion publicada que determine el contenido del elemento en los granos de

cacao secos, asi como relacionar con los micro y macroelementos. Esta informacion es de






vital_importancia para la comercializacion del producto, ademéas de permitir establecer
estrategias de control del pH, el uso de vermicompost, adecuado manejo agricola y mejor
procesamiento (Chavez et al., 2016; Scaccabarozzi et al., 2020; Palma et al., 2021).



3. Justificacion

Delfruto del arbol de Theobroma cacao ( L.) se obtiene el grano de cacao, el cual es
un producto” agricola importante para varios paises de América, en México el estado de
Tabasco tiene lasmayor produccion nacional destacando “el cacao fino de aroma” o Premium
destinado para exportacion (Bertoldi et al., 2016; Martinez y Martinez, 2020). Actualmente,
existen nichos de mercado para exportacion con precios méas altos que los que ofrece el
mercado nacional o la“bolsa de valores, por lo cual, el cacao debe cubrir exigencias de
indicadores y atributos de‘calidad como los limites permisibles de Cd. Por las exigencias
demandadas para el consumo~del cacao a nivel internacional y nacional, este deberia
ofrecerse bajo condiciones aptas#de inocuidad (Martinez y Martinez, 2020; Florida-Rofner,
2021). Adicionalmente al consumo* de bebidas tipicas regionales del pais (tascalate, bapu,
champurrado, el pozol, entre otras), el\mercado mas grande para los granos de cacao es su
uso en la industria del chocolate y.eonfiteria (Valero y Hernandez, 2011; Wickramasuriya y
Dunwell, 2018).

El cacao es un grano que se cetiza en la'holsa de valores (comodity), fijando precios
a nivel mundial. Segun la Secretaria de Agricultura y“Desarrollo Rural (SADER, 2017), en
su Planeacion Agricola Nacional 2017 — 2030 reporta queen el periodo 2003-2016 hubo una
reduccion en la produccion en 46.21% y de suréndimiento del 26.23 %, asi también durante
el 2016 las 26,863 t producidas cubrieron solo el 41.23 % de lgs requerimientos nacionales
por lo que se recurrid a la importacion para abastecer a la industria, Para Tabasco, respecto
al ambito agropecuario, el sector cacaotero constituido por“35_mil productores, 30
asociaciones, 40 empresas agroindustriales y la Unién Nacional deProductores de Cacao
representa el 18.1 % concerniente al PIB del estado denotando por lo anterior 1a importancia
del producto (Martinez y Martinez, 2020).

De los minerales que puede contener el grano de cacao, el Cd tiene un enorme impacto
dafino en la salud humana aun en bajas concentraciones (Engbersen et al., 2019; Maddela et
al., 2020; Vanderschueren et al., 2021; Florida-Rofner, 2021). Engbersen et al. (2019),
documentron que el contenido de Cd en granos de cacao cultivados particularmente. én
América Latina super6 los limites internacionales establecidos, especialmente de la Unién

Europea y Estados Unidos (Albarracin et al., 2019).



El cacao otorga beneficios a la salud, genera una trascendencia econémica dado su
comercio.mundial (Romero-Estévez et al., 2019) y tiene un alto consumo, por lo anterior, es
necesarig”evaluar el contenido de Cd, macro y microelementos en la produccién del pais.
Esta investigaeion tiene como meta contribuir al conocimiento de la presencia de Cd, macro
y microelementos.en granos de cacao a partir de un muestreo representativo en los estados

de mayor producegién nacional (Tabasco y Chiapas).



4. Objetivos

Objetivo General

Determinar <€l contenido de cadmio, macro y microelementos en granos de cacao de los

estados de Tabasce'y.Chiapas.

Objetivos Especificos

Cuantificar el contenido de .Cd, macro y microelementos en granos de cacao
representativos de los municipios preductores en los estados de Tabasco y Chiapas.

Buscar la correlacion entre el Cd condosimacros y microelementos.

Establecer diferencias entre el”centenido/de*los minerales evaluados y la ubicacion

geografica de los municipios productores de cacao.

5. Hipotesis

El contenido de Cd presente en los granos de cacao“en’los estados de Tabasco y
Chiapas estara correlacionado con los macro y microelementos, ademas de haber diferencias

agrupadas en funcion de la ubicacion geogréafica de los municipios produetores.



6. Antecedentes

6.1 Aspeetos botanicos

El género Theobroma (cacao) de la familia de las Malvaceas es la Unica con
importancia econdmica de 22 especies pertenecientes (Nair, 2021). Se cultiva a 400 m.s.n.m.
a temperaturas entre 22°C y 30 °C, dependiendo de la variedad (Castro et al., 2015; Damatta
et al., 2018), y una precipitacion de 1500 a 2500 mm al afio. Las almendras o granos son de
color marron y estan cubiertas en el exterior por un mucilago blanco y dulce que es
comestible. La Theobromas€acao (L.) es la especie de mayor distribucion geogréafica, se
obtiene la materia prima para-obtener licor de cacao, cacao en polvo, manteca de cacao y
cocoa que es el principal producte.de-la industria chocolatera (Araujo-Abad et al., 2020).
Esta especie tiene tres grupos geneticos basados en caracteristicas morfoldgicas y
anatomicas: Criollo o cacao de fino aroma’(T. cacao spp. Criollo), Forastero 80 % produccion
mundial (T. cacao spp. Sphaerocarpum) y Trinitario que es un hibrido resultado de los dos
anteriores (Wickramasuriya y Dunwell, 2018).

6.2 Distribucién mundial

Theobroma cacao (L) es considerado de gran/importancia econémica (Bertoldi et al.,
2016) debido a que sus granos son el recurso.para la €laboracion del chocolate, uno de los
productos méas consumidos a nivel mundial, asi.como susiderivados y subproductos (Moore
etal., 2020; Garcia et al., 2021). Las regiones tropicales de Africay América son las mayores
productoras de cacao, es asi como los aspectos comerciales degeste cultivo adquieren una
importancia econémica considerable con la Organizacién Mundial.del Comercio (OMC)
(Nair, 2021; Garcia et al., 2021). Las exportaciones mundiales de<tacao en grano y
elaborados han registrado un crecimiento importante alcanzando en el 2020 USD $850
(millones), en comparacion con el afio 2019 que fueron de $720 (Garcia et al.,2021). En el
afio 2019-2020, la produccion mundial de cacao fue de 4.7 millones de toneladas, de esta
produccion anual, en Latino América se produjeron el 18.4 % equivalente a 0.9 millones t.
(Garcia-Briones et al., 2021; ICCO 2021). A nivel mundial Suiza es el mayor consumidor

(Wickramasuriya y Dunwell, 2018).



6.3 Distribucion nacional y estatal

En promedio de 2008 a 2018 a nivel mundial de cacao en grano fue 5,132, 899.1t, en
10,458,046.3°ha cosechadas (FAO, 2021). México ocupo el lugar nimero 13 a nivel mundial
con 28,105.84 t de cacao producidas en el afio 2021 (Servicio de Informacion
Agroalimentaria’y, Pesquera, 2021). Martinez y Martinez (2020) afirman que, en el pais, los
principales estadas‘productores son Tabasco, Chiapas, Oaxaca, Guerrero y el mayor de estos
es Tabasco, para €lscual, este cultivo es el mds emblemético. Segln el Servicio de
Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP, 2021), la superficie sembrada de cacao en
este estado es de 34,260560 ha y 34,176.43 ha cosechadas, aportando més del 60% del
volumen de produccién naciopal.con 17,409.92 t, con un valor de produccion de 786,669.13

pesos mexicanos.

6.4 Importancia del fruto

Entre 5 a 6 millones de agricultores obtienen sus ingresos del cultivo de cacao y
alrededor de 40 a 50 millones de personas depende de este cultivo (Beg et al., 2017), siendo
una industria basada en pequefios-productores (Wickramasuriya y Dunwell, 2018). Estas
cifras reflejan la importancia del cacao en términos de generacién de empleos y recursos
financieros no derivados del petréleo. A mivel mundial la industria chocolatera ha crecido
debido a que este subproducto es el mas regonocido por.su contribucion a la salud, donde, el
contenido de flavonoides que aporta a la dieta es de”gran importancia para retrasar el
desarrollo de ciertos tipos de cancer, enfermedades cardiovaseulares y algunas asociadas con
la edad, entre otros beneficios (Cooper et al., 2007; Arévalo-Gardini et al., 2017; Assa et al.,
2018).

6.5 Aspectos de inocuidad para comercializacion

De acuerdo con Barrezueta-Unda et al. (2017) los diferentes retos del sector cacaotero
implican entre otros, los precios variables que el mercado internacional impone, los
problemas fitosanitarios como la moniliasis, problemas de organizacién «€ntre las
comunidades productoras y, ademas, la inocuidad de los productos alimenticios,Varios
atributos de la calidad del grano, tanto fisicos como quimicos, son requeridos”par los
fabricantes, compradores de cacao y organismos de control para alentar a la comunidad.del
cacao hacia una produccién de mejor calidad (Araujo-Abad et al.,, 2020). La alta

concentracion de metales pesados en los granos de cacao amenaza la seguridad alimentaria
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y el desarrollo econdmico, entre estos minerales se encuentra el Cd, un metal traza sin funcion
biol6giCa esencial debido a su alta toxicidad para plantas, animales y humanos, incluso en
bajas conCentraciones (Arévalo-Gardini et al., 2017; Engbersen et al., 2019; Gil et al., 2022).

6.6 Legislacion‘sebre metales pesados

Anyimah-Ackah et al., 2019 declaran que la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) pidi6é medidaspreventivas debido a la preocupacién internacional para el consumo
en alimentos que contienen Cd, argon (Ar), plomo (Pb) y mercurio (Hg) ya que son nocivos
para la salud humana.

Segun el Codex Alimentarius define la contaminacion en alimentos por metales
pesados como aquellos metales.n6 afiadidos por el hombre, presentes en el cacao como
resultado de la produccion, postiCosecha, fabricacion, embalaje o como producto de
contaminaciones ambientales con potencialidad de presentar riesgos sobre la salud humana
(Lanza et al., 2016). Al respecto, \diversos organismos estan monitoreando las
concentraciones de estos en los alimentos a nivel mundial (Anyimah-Ackah et al., 2019). En
2014, la Unién Europea anuncié( mediante ¢el LReglamento (UE) No. 488/2014, las
regulaciones que rigen el chocolate y prodtctes de €acao.que contengan niveles excesivos de
Cd, siendo este de 0.8 mg kg%, entrando en’vigor el T*desenero de 2019 (Meter et al., 2019).
Actualmente, la Comision del Codex Alimentarius del Programa Conjunto FAO/OMS sobre
Normas Alimentarias establecié niveles maximos para Cd#(0.7 mg kg™) en chocolate y
productos derivados (Arévalo-Gardini et al., 2017). De la produccion mundial de cacao, los
granos de América presentan mayores niveles de metales pesadas , especialmente Cd con
1.38 mg kgt y Pb con 0.06 mg kg (Bertoldi et al., 2016). La presenCia de estos metales
pesados en el suelo y su transferencia a los frutos y los granos, asi come, ‘el impacto directo
a la seguridad alimentaria y el comercio (Casteblanco, 2018) son un foco deatencion por las
consecuencias en la salud del consumidor. Diversos paises han implementado-Sus normas

respecto al tema (Tabla 1).
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Tabla 1. Limites de Cd establecidos mundialmente.

Pais

Norma

Limite

Autor de Referencia

Unién Europea

Indonesia

Estado de California en

EE. UU.

Australia 'y  Nueva
Zelanda

Argentina, Brasil,
Paraguay, Uruguay Yy
Venezuela

China productos de
cacao, chocolate vy
dulces

EC No. 488/2014 (EU;"2014)

La Autoridad de Alimentos y

Medicamentos  de Indonesia
(FDA)
Badan Pengawas Obat “dan

Makanan (BPOM)

Acuerdo Industrial Proposicion 65
(19/02/2018) el limite maximo
establecido para un periodo 2018-
2025

Norma del Coédigo de Normas
Alimentarias de Australia y Nueva
Zelanda (ANZFSC, 2000)
El Mercado Comun del
(MERCOSUR)

Sur

La Administracion de Drogas y
Alimentos de China (CFDA)

Rango de 0.3 a 0.10 mg kg™ segln el
producto

0.5 mg kg* para manteca de cacao y
productos de chocolate

0.1 mg kg para cacao en polvo y
pasta de cacao

Chocolate y productos con cocoa fue
(<65% 0 0.4 mg kg, con 65-95%
0.45mg kgt y >95% 0.96 mg kg %)

0.5 mg‘kg=t-Chocolates y productos
de cacao

0.2"mg kg* Chocolates y productos
de cacao con <40% de cacao,

0.4 mg kg* Chocolates y productos
de cacao con >40%

0.5 mg kg ! Pasta de cacao
0.5mgkg™*

productos de cacao,
dulces

choeolate, y

Maddela et al. (2020),
Anyimah-Ackah et al. (2019),
Meter et al. (2019),

Maddela et al. (2020).

Meter et al. (2019),
Maddela et al. (2020).

Meter et al. (2019),
Maddela et al. (2020).

Meter et al. (2019),
Maddela et al. (2020).

Meter et al. (2019),

Maddela et al. (2020),

Suhani et al. (2021),
Anyimah-Ackah et al. (2019).
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Unién Africana

India

Rusia

Organizacign 'de las Naciones
Unidas para 4a_Agricultura y la
Alimentacién (FAOUN) 2018
Autoridad de Normas y Seguridad
Alimentaria de la India(FSSAI)
Federacion rusa (SanPin
2.3.2-1078-01)

Rango de 0.4 a 1.2 mg kg segin la
cantidad de solidos de cacao en los
productos

Rango 0.05 a 0.2 mg kg*
dependiendo el producto

0.2 mg kg en Mantequillas con
cacao

Maddela et al. (2020).

Maddela et al. (2020),
Suhani et al. (2021),
Maddela et al. (2020).
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6.7 Aspectos de los macro y micronutrientes

l«as plantas requieren macro y microelementos, sin embargo, hay elementos traza que
se acumulan-de forma natural. Algunos de los factores que influyen en la acumulacion son la
especie vegetal,” el genotipo, la variedad, factores antropogénicos, asi como, depdsitos y
fuentes naturales.iLa‘ingesta de metales pesados perjudica la salud humana (Engbersen et al.,
2019; Barraza et al., 2019; Suhani et al., 2021). Para el hombre, los requerimientos macro y
microelementos son esenciales para la salud en pequefas dosis (Tolentino et al., 2019). En
la gama de minerales altamente’toxicos, los mas importantes son As, Pb, Hg y Cd, ocupando
respectivamente el primer, segundo, tercer y séptimo lugar en la lista de prioridades de
sustancias peligrosas de la Ageneia de Sustancias Toxicas (2013) y el (ATSDR) Registro de
Enfermedades de EE. UU. (Clemens y.4Ma, 2016).

El cacao en polvo contiene la mayor parte de los elementos esenciales para nuestra
dieta, como Ca, Co, Cu, Cr, Ky Zn, asi\mismo, el consumo de chocolate y sus derivados
tiene efectos beneficiosos para la saludcomola reduccion del riesgo de cancer, hipertension
y diabetes, que se asocian a la presencia de flavonoides y polifenoles (Herreros-Chavez et
al., 2019).

6.8 Estado del arte

El estado de arte se presenta en este apartado y resurne la informacién publicada de
diferentes trabajos de investigacion, los cuales, se han realizado a través de la cadena
productiva (chocolate, plantaciones, muestras fermentadas y secas €, invernadero), asi como,
las propiedades fisicas de los granos, los diferentes limites de Cd y otros minerales
encontrados en distintas regiones productoras de cacao en el mundo (Brasil, Ecuador, Africa,
Colombia, Costa Rica, Perd y Trinidad y Tobago).

Las propiedades fisicas (morfoldgicas) de los alimentos (en este caso-los granos de
cacao), son importantes al momento de definir y clasificar al grano de cacao edomo “cacao
fino o cacao de fino aroma ” (Sanchez et al., 2017; Morales-Morales et al., 2019), ademas, la
caracterizacion de las variedades agricolas se basa en sus atributos morfologicos. lLas
propiedades fisicas requeridas al cumplir ciertos parametros en el disefio de procesamiento,
limpieza, clasificacion, procesamiento y conservacion, embalaje, empaquetado, transporte;
secado y forma de distribucion (Bart-Plange y Baryeh, 2003; Garcia-Alamilla et al., 2012;

14



Jaiyeoba et al., 2016; Sandoval et al., 2019). Respecto a calidad, Bart-Plange y Baryeh (2003)
analizaron las propiedades fisicas de granos de cacao categoria B cultivados en Ghana; en
funcion del.contenido de humedad en el rango de 5 %-24 % (wb), el largo, ancho y espesor
aumento de2241a22.5mm, 12.2a12.86 mmy 7.36 mm respectivamente. Con un contenido
de humedad del8.6 % (whb), el 87 % de los granos tenian largos de 20.0-26.0 mm, el 87 %
tenian un ancho entre)10.0y 14.0 mmy el 95 % tenian espesor de 6.0-10.0 mm. La esfericidad
vari6 de 0.57 y 0.58 con,un contenido de humedad del 8.6 % y 24.0 % respectivamente. La
masa media de grano fue-de 1.11-1.31 g con el 77 % de los granos entre 1.13-1.53 g al 8.6 %
(peso himedo). La masa de 1000 granos Yy el porcentaje de masa de cascara aumentaron de
1125a1247 gy de 10.7% a 19.6.% respectivamente. La densidad y la porosidad aumentaron
de 946 a 991 kg m® y de 20.58 'a 32.59 % respectivamente, la densidad aparente disminuy6
de 560 a 505 kg m®. Los angulos deéposo de llenado y vaciado aumentaron con el aumento
del contenido de humedad de 23.7 a 33/8 y de 27.3 a 37.5 respectivamente. El coeficiente de
friccion estatica de los granos aument6 de'0:20 a 0.25, de 0.45a 0.60 y de 0.53 a 0.7 para el
caucho, acero galvanizado y madera.centrachapada respectivamente.

Oyedokun et al. (2011) analizaron muestras obtenidas del Instituto de Nigeria
(CRIN), Sede, Ibadan, (14 genotipos - granos fermentados) con el objetivo de evaluar las
variaciones fenotipicas de algunos caracteres. cuantitativos en los granos de cacao y las
caracteristicas genotipica, obteniendo valores(medias), para'el peso de un grano de 1.09 g,
longitud 2.16 cm, ancho 1.20 cm, espesor 0.73 cm, 100 granes, 125.26 g, ratio de largo a
ancho de granol.83, relacion de longitud a grosor 3.07,“relacion ancho/grosor 1.7.
Concluyendo que siete (hibridos F3 Amazon) de los catorce genotipos tuvieron mayores

dimensiones de grano en comparacion con la mayoria de las variedades.

Garcia-Alamilla et al. (2012) analizaron las propiedades fisicas deseacao criollo
mexicano colectado en la hacienda cacaotera “La joya” en Cunduacén, Tabasco\(30 muestras
aleatorias y evaluadas durante el proceso de fermentacion). Los resultados ‘indicaron el
promedio de humedad en un rango de 1.075-0.064 g g * en materia seca, el indice.de grano
fue 1.38-1.48 g y de mazorca 18.03 g, el porcentaje de semillas blancas fue 73.22, la longitud,
espesor y amplitud fueron de 24.048-23.64, 14.139-13.710 y 10.085-8.013 mm
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respeetivamente, la forma elipsoide fue de 1.0364-1.0484, el area superficial de 1006.99-
890.48'mm? y el peso (1000 granos) 2.4418-1.4682 g.

Jaiyeoba et al. (2016) evaluaron la dimension axial (Largo, Ancho y Espesor) de 4
muestras a diferente humedad de las mazorcas de plantaciones en Nigeria para el
aprovechamiente“de residuos, determinado el Contenido de humedad (12.45-44.50), Largo
(185.9-185.84x10-3m), Ancho 78.28-78.38x10-3m), Espesor (78.24-78.34x10-3m), Didmetro
medio geométrico (104.43-104.43x10-3m), Esfericidad (0.5619-0.5623) y Area de superficie
(34261.03-34326.48 x10-2m).

En Venezuela, Sandoval et al. (2019) realizaron una investigacion para determinar
algunas propiedades fisicas de(@ranos de cacao fino de primera Trinitario (fermentados y
secos) obtenidos (5 kg) de la hacienda La Trinidad, Caracas, Venezuela. Los resultados
obtenidos en la forma de grano lo clasificaron como clase E (alargada), los rangos para las
dimensiones (mm) fueron: Largo 26.8-20.6,;Ancho 15.9-11.3, Espesor 11.4-7.6, Esfericidad
0.74-0.51, Diametro geometrice” 16.1-13.7, . Melumen medio (mL) 1.77-1.63, Superficie
(mm?) 932.3-587.0, Peso del grano’(g)y1.46-1.4%, Densidad aparente (g/mL) 0.561-0.542,
Densidad del grano (g/mL) 0.994-0,93%,.Porosidad (fraccion vacia) 0.438-0.422.

Séanchez et al. (2017) determinaron las caracteristicas fisicas y quimicas en granos de
cacao fermentadas y tostadas provenientes de losestadosde’Aragua, Mérida, Miranday Zulia
en Venezuela; los resultados mostraron que los granos Criollos del estado Zulia presentaron
mayor volumen (1.76 cm?), acidez (6.15 mg/g de muestra), pH#(5.24) y grasas (66.7 %) en
granos tostados, mientras que el mayor indice de grano (1.39 @), cascarilla (19.47 %) y
humedad (5,10 %) fue del estado Aragua. La conclusion que se.establecid fue que la
variabilidad dependia de la variabilidad genética, factores climaticos y téchicas postcosecha.

La composicion nutrimental del cacao es extensa y rica gracias a los minerales (macro
y microelementos), composicion proximal y los compuestos fenolicos, destacando los
flavonoides generando un impacto en beneficio a la salud, entre estos, con efectos’adversos
los metales pesados (Ekpa et al., 1993; Bertoldi et al., 2016; Kruszewski et al., 2018; Dico. et
al., 2018; Abty Robin, 2020; Acierno et al., 2020; Anyimah-Ackah et al., 2021). Los metales
pesados son un grupo de elementos con diferentes caracteristicas fisicoquimicas y bioldgicas

de numero atomico mayor a 20 con una alta densidad relativa en su forma elemental (<5 g
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cm~3)clasificados segln su funcion y efecto bioldgico. Se encuentran presentes en la
naturaléza en la corteza terrestre de forma natural y antropogénica, coexisten e interactian
en el suelo, planta y frutos generando un impacto nocivo en la salud (Beltran y Gomez, 2015;
Pineda y Radriguez, 2015; Salama, 2018; Gui et al., 2020; Xu et al., 2022).

Los estudios han demostrado que la concentracién de Cd en el suelo respecto a las
areas de produccion_de cacao son diferentes con tendencia a ser mas altas en las areas
geoldgicas, asi comoj ensuelos jovenes como los de América Latina (0.22 y 10.8 mg kg™?)
donde la principal fuente.de minerales en cacao es probablemente geogénica directamente
relacionada con la disponibilidad de este metal para la planta (Chavez et al., 2015; Ramtahal
et al., 2015; Arévalo-Gardini etal,, 2017; Gramlich et al., 2017; Barraza et al., 2019; Lewis
et al.,, 2018; Arguello et al., 2019;~Engbersen et al., 2019; Albarracin et al., 2019;
Scaccabarozzi et al., 2020; Maddela et'al., 2020; Acierno et al., 2020; Vanderschueren et al.,
2021).

En Brasil se realizo un estudio en condieiones de invernadero con semillas de cacao
de CCN-51 germinadas y cultivadas emstelo arenoso (pH 4.7) sin adicion de Cd (control) y
con concentraciones de Cd (0.05 y 0.1-.g.kg* de su€lo) en forma de CdCl, en macetas de
plastico negro (4 L) durante 120 dias. El estudio tuvo_como objetivo evaluar la toxicidad de
Cd en plantas jovenes y los resultados mostraron que el.eontenido de Cd aumento en tallo,
hoja y especialmente en la raiz en relacion con el incremente‘de la concentracion en el suelo,
para 0.05 g Cd kg de suelo, el Cd fue de 218 en raices y 2 35'mg Cd g en hojas. En 0.1 g
Cd kg* de suelo fue 345 y 388 mg Cd g en raices y hojas respgetivamente (De Araujo et
al., 2017).

En Ecuador, en nueve provincias del pais productoras de cacao;Romero-Estévez et
al. (2019) determinaron la concentracién de Cd, Ni y Pb en granos de cacao recolectados
segun el procedimiento de muestreo 1SO 2292:2017 (ISO, 2017) recolectando 9,muestras por
provincia de las variedades Blend, Nacional, CCN-51 y la correlacién con la absoreion de
estos metales en diferentes procesos de fermentacion y tiempos de secado. Los resultados
mostraron que las concentraciones mas altas de Cd se observaron en Guayas, Esmeraldas‘y
Los Rios con 1.715 mg kg*,1.249 mg kg%, y 0.882 mg kg2, respectivamente, mientras que

las concentraciones mas altas de niquel (Ni) se encontraron en Esmeraldas, Manabi y Azuay
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con 8528 mg kg%, 6.033 mg kg%, y 4.428 mg kg ! respectivamente, y finalmente para Pb
las cencentraciones méas altas fueron en Santo Domingo de los Tsachilas, Esmeraldas y
Guayas «on 1.966 mg kg%, 1.833 mg kg%, y 1.750 mg kg respectivamente.

Debidocal potencial de absorcion del Cd en cacao combinado con factores de suelo,
Arguello et al. (2019) y Barraza et al. (2019) evaluaron &reas virgenes y lugares impactados
por actividades petroleras en Ecuador de las variedades CCN-51, Nacional, Trinitario y
Super-Arbol, su estudio/mostrd una correlacion positiva entre Cd y Zn en tierra vegetal y
tejidos de cacao para la.variedad CCN-51. Por otro lado, los estudios de Cd y Ni para la
variedad Nacional, han mostrado correlaciones y algunas diferencias en algunos parametros,
incluidas las interacciones de €d.con Zn y Ni. Las variedades de cacao mostraron diferentes
niveles de oligoelementos arséni€o.(As), bario (Ba), cobalto (Co), cobre (Cu), cromo (Cr),
molibdeno (Mo), manganeso (Mn), niquel (Ni), plomo (Pb), vanadio (V) y zinc (Zn) en cada
tejido (relativamente altos en suelos, ‘pero, transferencia baja), su contenido mineral esta
claramente modulado en el campoZpor las propiades del suelo y fisiologia de las plantas,

ademas del impacto antropogénico.

Vanderschueren et al. (2020)-identificaronsen los frutos de cacao sin fermentar
(variedad Nacional y CCN-51) obtenidas«de-cuatro diferentes provincias en Ecuador, que el
contenido de Cd es mayor en cascarilla, seguidas del grano y por dltimo en el mucilago. En
funcion de las fracciones de peso promedio para cotiledon+(0.93) y cascarilla (0.07), el 91 %
del Cd total del grano se ubic6 en cotiledén y 9 % en cascarilla en granos sin fermentar. Los
contenidos de Cd en granos tuvieron una reduccion del 15 % disminuyendo por debajo del
limite establecido en granos de cacao destinados a la exportacion (WE 0.60 mg kg™),
concluyendo que, el proceso de la fermentacion puede ser Gtil para disminuir la concentracién

y estar dentro de los limites establecidos en normas.

En plantaciones cacaoteras ubicadas en el municipio de Yacopi (Cundinamarca,
Colombia) Albarracin et al. (2019) propusieron un modelo predictivo de regresion espacial
que calcula los niveles de Cd en granos de cacao relacionando las propiedades quimicas
edéaficas, la ubicacion y la profundidad del suelo en funcion del suelo y hojarasca. En las
cuatro plantaciones con caracteristicas similares se eligieron 12 puntos de colecta, los

resultados mostraron que las variables edéaficas y foliares estan altamente relacionadas con
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los contenidos de Cd en granos mostrando una alta variabilidad en profundidades de 30 y 60
cm, les'niveles encontrados en suelo fueron de 10.68 'y 7. 92 mg kgt asi como, el Cd total y
disponible disminuyeron un 18 % y 36 % respectivamente, el Cd promedio en las hojas fue
de 71.32 mg kg .

Sandoval<Pineda et al. (2020) caracterizaron la estructura de la comunidad de Hongos
Formadores de Micorrizas Arbusculares (HFMA) en la region de Yacopi, Colombia
presentes en la rizosferalde plantas de cacao en dos suelos con baja (B-Cd: 0.1 mg kg™) y
alta (A-Cd: 20.9 mg kg %) eontenido de Cd, A-Cd presentd 18 y 209 veces mas Cd-t (cadmio
total) y Cd-d (cadmio disponible), respectivamente, que lo encontrado en B-Cd.

En Pert, Arévalo-Gardini,et al. (2017) en 70 plantaciones de tres regiones
(Amazonas, Centro y Sur) de diferentes genotipos (Hibridos espontaneos, Piura Blanco,
Piurano, Cajamarca, CCN51, Nativo Marafion, ICS95, ICS39, Nativo Satipo y Chuncho)
determinaron la acumulacion de metalesgesados en hojas y granos de cacao, los resultados
indicaron diferencias en funcién del genotipe-respecto a la acumulacion de Cd, menor
acumulacion de Cd en clones y unafimportantednteraccion en Cd y Zn en suelo y planta. Las
concentraciones medias de Cd para grano.fueron 047 a 1.78 pg g *. ElI 57 % de todas las

muestras recolectadas excedio el limite critice, (0.8 mg.kg* para Cd).

Cien accesiones que representan los diversos grupos genéticos y poblaciones hibridas
en Theobroma cacao (L.) obtenidas del Banco Internacional‘deyGermoplasma del Cacao en
Trinidad y Tobago fueron evaluadas para los niveles de cadmioe“en.suelo, hoja y grano. Los
estudios han encontrado diferencias en el contenido de Cd entre @ccesiones y entre grupos
genéticos (0.17 y 2.31 mg kg™ respectivamente). El contenido de-.Cd foliar en todas las
accesiones fue mas variable (7 veces) que las concentraciones de "Cd .biodisponible
encontradas en el suelo indicando una fuerte influencia genética. La concentracion de Cd en
los granos fue de 0.17 a 2.31 mg kgt indicando una variacion entre accesiones‘de-13 veces.
Dentro del grano de cacao, la concentracion en el cotiledon fue menos de la mitad-que en
cascarilla, la evidencia mostro una variabilidad segun el genotipo entre 13 % y 81 %,(Lewis
et al., 2018). En otro estudio igualmente en Trinidad y Tobago se analizaron 45 muestras de

granos de cacao fermentados y secos de diferentes areas de cultivo de cacao con el objetivo
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de determinar el contenido de Cd y su distribucion en el grano reportando valores de 0.5 a

2.34'ug g ! para cotiledon y de 1.07 a 4.58 ug g para cascarilla (Ramtahal et al., 2015).

FurCal-Beriguete y Torres-Morales, (2020), determinaron concentraciones de Cd en
suelo, raiz, hojaen grano seco no fermentado de cacao de dos regiones productoras con suelos
arcillosos y diferentes altitudes (41 y 477 msnm y 15 a 601 msnm en Costa Rica (40
muestras), la regidn Sur'tiene mayor porcentaje de concentracion determinando en raiz 84.21
%, hoja 84.21 %, grano 89.47 % y suelo 15.79 %. En la region Norte los porcentajes fueron
en raiz 28.57 %, hoja 38.01 %, grano 33.3 % no detectando Cd en suelo.

Al norte de Honduras, Engbersen et al. (2019) determinaron que la concentracion de
Cd de los granos de cacao super6 el.valor 0.8 mg kg en muestras del Centro Experimental
y Demostrativo de Cacao “Jesus Alfonso Sanchez” (CEDEC-JAS) en un sistema agroforestal
con una superficie total de 43 ha y muehas variedades diferentes de cacao cultivadas en
combinacion con otras 35 especies de arboles, muestreando portainjertos, vastagos, hojas y
granos de tres arboles replicados’de cada uno.de los 20 cultivares de 7 parcelas diferentes.
La variacion en las concentraciones de~Cd en grano mostr6 una influencia significativa del
cultivar y s6lo una pequefia parte de esta.variacion se'éxplica por factores del suelo, mientras
que la absorcién de Cd ocurrio principalmente durante/la translocacion de Cd de las partes
vegetativas a los frutos. Las concentraciones’de Cd de los vastagos estaban estrechamente
correlacionadas con el grano, mientras que el Cd en el suele'tenia mayor correlacion con las

hojas, la relacién entre el Cd de la hoja y el grano no mostré dependencia del cultivar.

En Perd, Tolentino et al. (2019) determinaron Cd, Pb, macro y microelementos en
cacao de la variedad CCN-51 y nacionales en granos frescos, secos.y pasta de cacao (31
muestras respectivamente). Para K fue de 24429.2-12950 ppm tanto el maximo y minimo
valor fue en granos secos. En Zn el rango fue de 90.46-20.75 ppm, el mayer contenido fue
en grano seco Yy el menor en fermentado; el mayor contenido para Mn fue 33.04.ppmren grano
seco y el menor fue de 3.78 ppm en grano fermentado; el Cu vario entre 29.02 a 4:07ppm en
grano y pasta respectivamente, en granos fermentados y pasta; el P varid entre©483,24-
1.975.54 ppm; el Fe vario entre 40.51 a 14.46 ppm, el mayor contenido de este mineral fue
en grano seco y el menor en grano fermentado; el Na en las muestras de granos secos y-la

pasta de cacao varid entre 42.08-355.75 ppm; el Pb se encontré en mayor nivel en grano
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fermentado (3.44 ppm) y el menor contenido en pasta de cacao (0.20 ppm) ambos en la
variedad .CCN-51; en 25 muestras de granos secos los niveles de Cd fueron inferiores a
0.61ppmy’el.mayor nivel fue en grano fresco seco de la variedad Comun con 1.20 ppm vy el

menor fue de.0:05 ppm de la variedad CCN-51.

Oliva et.al~(2020) evaluaron 29 plantaciones de cacao en la provincia de Bagua en
Pert, analizaron el.contenido de Cd en suelo, raices, hojas y granos de cacao. En el suelo el
Cd oscil6 entre 1.02 ¥ 3.54 mg kg™, en los arboles de cacao (determinado a partir de raices,
hojas y grano) el Cd varidde 0.49 a 2.53 mg kg™ mencionando que las cantidades de Cd en
las raices eran hasta cinco veces mayor que los niveles en suelos y 2.85 que en el cotiledén.
El contenido promedio de Cdug1.6, 2.53, 0.49 y 0.99 mg kg para muestras de raiz, hoja,
cascarilla y cotileddn respectivamente=~En granos la concentracion minima de Cd fue 0.03 y
0.14 mg kgt y maxima de 3.03 y 542'mg kg en cascarilla y cotiledon respectivamente.
También en Peru, Scaccabarozzi et al:(2020) analizaron el Cd en plantaciones con cuatro
climas contrastantes, el contenido.de Cd oscilé entre 1.1y 3.2 mg kg™ los valores medios
por region estuvieron por debajo 2:7-mg kg . Wos resultados fueron significativamente(p <
0.001) mayores en sitios elevados Y. en climas_templado y seco. EI Cd se correlacion6
positivamente con el pH (r = 0.57; p < 0.05)+y fue mayor (p < 0.001) en sedimentos aluviales

y Leptosoles.

Anyimah-Ackah et al. (2019) realizaron una sintesis«de las ultimas publicaciones
cientificas sobre As, Cd, Pb y Hg contenidos en cacao encontrando productos (manteca, licor,
cocoa, chocolates y dulces) que superan el maximo de la Unidn Europea (0.8 mg kg?) y
China (0.6 mg kg ™). Los resultados permitieron establecer que el procesamiento puede
disminuir o incrementar los niveles de dichos minerales, dependiendo diversos factores que
inciden en el grano incluido el proceso postcosecha, el método de procesamiento, materias
primas, producto, etc.
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7. Materiales y Métodos

7.17Seleccion de sitios de estudio y muestreo

La s€leccion de sitios de estudio fue representativa del estado de Tabasco y Chiapas.
Las muestras”fueron obtenidas en el periodo diciembre 2021 a marzo 2022 gracias a la
intervencion delSistema Producto Cacao Nacional, el cual proveyo, con la participacion de
los productores, las. muestras de granos lavados y secados, asi como, fermentados y secados.

Un total de 51" muestras colectadas de cada uno de los principales municipios
productores de cada estado, 36 de Tabasco (15 Comalcalco, 6 Paraiso, 6 Huimanguillo, 4
Cunduacan, 2 Cardenas, 1 Jalapa y 1 Teapa), 12 de Chiapas (5 Pichucalco, 2 Ostuacan, 2
Tecpatan, 1 Salto de Agua, 1 Huixtla y 1 Ignacio Allende) y 3 de Oaxaca (2 Toltepec y 1

Puerto Escondido) de un kilogram0 aproximadamente cada una.

7.2 Anélisis de muestras

El estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de Suelos y Plantas y en el Laboratorio
de Ingenieria de Procesos de la Divisién Académica de Ciencias Agropecuarias (DACA) de
la Universidad Judrez Autdnoma de.Tabasco, ubicada en el Km. 25 Carretera Villahermosa-

Teapa.

7.3 Cuestionario: recopilacion de infgrmacion sobre el manejo del cultivo

Con el muestreo se aplicoO un cuestionario™~a s productores para recopilar
informacion de caracteristicas especificas de la plantacion(Anexo A). En México no existe
un mapeo varietal real de los cacaos en las zonas productoras, ‘ademas de que el promedio de
hectéreas por productor es menos de dos ha, por lo que existe un rete enorme en clasificar
los tipos de cacao desde el punto de vista genético. La biodiversidad’es otra variable que
puede influir con la distribucion y almacenamiento de Cd en la especie de estudio;
informacion relacionada con la aplicacion de insumos en el suelo y los arbeles, tales como
fungicidas, abonos quimicos, organicos u otras enmiendas, con el fin de_conocer las
diferentes labores que realiza el productor y su posible incidencia en la presencia’de Cd en
las parcelas; asi también la georreferenciacion para ubicar pardmetros como altitud-y-tipo de

suelos.
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7.4Preparacion de las muestras

Las muestras de cacao fueron inspeccionadas seleccionando granos limpios, enteros
sanos‘a_partir de una muestra compuesta (mezcla de granos diferentes puntos de un lote)
proporcionada por el sistema producto cacao realizandose un submuestreo aleatorio de 100
granos (3 repeticiones), los cuales se descascarillaron de forma manual separando cascarilla
y cotiledon. Par'lo anterior se generaron dos tipos de muestras a partir del muestreo general.
El cotileddn y la'cascarilla fueron molidas en un molino de café y especias (KRUPS modelo
GX4100), el polvo aebtenido fue tamizado a través de una malla estdndar No. 40 (425um
ASTM de 8") y No.20 (850um ASTM de 8"”) (Montinox “Manufacturado por Montiel

inoxidable México”).

7.5 Humedad en el grano
Se tomaron en promedio 10'granos enteros de cacao colocandose en el medidor de
contenido de humedad (Aqua Boy*KPM202, Germany) directamente en la prensa,

registrando la humedad.

7.6 Peso promedio del grano

El peso promedio del grano se détermind a partir de la cuantificacion aleatoria del
peso de 100 granos de cacao fermentado, seco y sano ‘de‘la muestra, mediante una balanza
semi analitica (Ohaus, Scout Pro SP202, China) con exactitudyde 0.01 g. El peso registrado
se dividio entre 100, obteniendo el peso promedio de un grang (Afoakwa et al., 2014).

7.7 Dimensiones lineales del grano

Una muestra de 60 granos tomados al azar se utilizé para determiparia longitud (L),
ancho (W) y grosor (T) de cada grano, el cual, se midi6 en milimetr@s\a través de un
calibrador digital pie de rey (KNOVA, China) de acuerdo con los descrito por_Kaushik et al.
(2007). El ancho y grosor se midio perpendicularmente al eje mayor (Bart-Plange-gt al., 2003;
Oyedokun et al., 2011; Garcia-Alamilla et al., 2012; Jaiyeoba et al., 2016; Sandoval™et al.,
2019).
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El grado de esfericidad del grano se calculé utilizando la ecuaciones (1) y (2) descritas
y'usadas por Bart-Plange et al. (2003); Jaiyeoba et al. (2016); Kwino et al. (2017) y Sandoval
et al.(2019):

- (2 2

)

[@]1/3 Donde B = (WT)?® (2)

Didmetro medio geométrico
El diametro medio geométrico de las muestras se calcul6 usando la expresion citada
por Bart-Plange et al. (2003); Gareia-Alamilla et al. (2012); Jaiyeoba et al. (2016); Sandoval

et al. (2019). Donde: Dy es el diametro\medio geométrico (mm).
1
D, = (WTL) /3 3)

Area de superficie
Se calcul6 usando la expresion matematica dada por Bart-Plange et al. (2003); Garcia-
Alamilla et al. (2012); Jaiyeoba et al. (2016); Sandeval-¢t al. (2019). Donde: S es el area

superficial.
BL?
§=-—=  S=(nDg)* (4)

El area superficial ha sido estimada a partir del Dg a partir de la expresion propuesta
por McCabe, Smith y Harriott (Bart-Plange et al., 2003).

S =mnDj§ (5)

Volumen
El volumen se calcul6 usando la expresion matematica dada por Garcia-Alamilla et
al. (2012):
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o mB%12
" 6/(2L-B)

(6)

7.8 EXtracto etéreo
La¢@xtraccion de grasa se llevo a cabo utilizando la metodologia propuesta por la
norma deseable~ “NMX-F-615-NORMEX-2004" Alimentos-determinacion de extracto
etéreo (método sexhlet)”. Se considero 5 g de polvo de cotiledon y la grasa fue extraida
utilizando éter de petraleo durante 18 h de reflujo en el sistema Soxhlet. El porcentaje fue
estimado a partir de:
%=(P-p)x100 /M (7)

La ecuacion matematica para determinar el porcentaje de grasa fue la descrita y
utilizada en el manual de practicas~de la Unidad de Aprendizaje de Bromatologia de la
Universidad de Nayarit, México (Rea*Paéz, 2017). Donde P: masa en gramos del matraz de
fondo plano con grasa, p: masa.en gramos del matraz de fondo plano a peso constante, y M:

es la masa en gramos de la muestra:

7.9 Determinacion de cadmio,smacro y micCroelementos

De acuerdo con la metodologiaspresentada por Guldas (2018), se pesaron 2.5 g de
muestra (polvo tamizado de cotiledon y eascarilla) eologandose en la mufla a 550 °C durante
5 horas. Las cenizas obtenidas se disolvieron'con 1 ml de HNOsz concentrado y 10 ml de agua
desionizada. La solucion digerida se filtr6 con papel Whatman No. 42 y afora a 25 ml en
agua desionizada. La concentracion de Cd, Mg, Fe, K, Zn, Ca, Na, Cu y Mn elementos de
las muestras se leyd en un equipo de absorcion atomica Perkin Elmer modelo Analisys 100,
calibrado con el estandar respectivo. En todos los casos se llevoca, cabo por triplicado
presentando sus medias y desviacion estandar.
7.10 Procesamiento de datos y analisis estadisticos

Se realiz0 estadistica descriptiva para todas las variables evaluadas en’10s granos de
cacao y se aplico un analisis de componentes principales (ACP). EI ACP de las.variables de
estudio se realizo con las desviaciones normalizadas y por un método de auto escalado por

MetaboAnalyst 5.0, un analisis de correlacién de Pearson y mapa de analisis de clustéres.
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8. Resultados y Discusion
El estudio comprendio tres etapas, la primera de ellas fue determinar las propiedades
fisicas de lgs.granos, para conocer y comparar con otros granos de cacao producidos en el
mundo; la Segunda etapa se dirigio al estudio de cadmio, macro y microelementos y su
analisis, en ambas_etapas se utiliz6 analisis multivariado; conocer como las caracteristicas

particulares de lasimuestras estudiadas fue la tercera etapa.

8.1 Propiedades fisicasdel grano

Entre los indicadorespara medir la calidad fisica de los granos de cacao se encuentra
el tamafio y conteo del granopor.cada 100 g (Kongor et al., 2016); mientras que otro factor
de importancia relevante es la humedad del grano que debe cumplir con un 7 %, debido a
que un porcentaje mas elevado ‘genera el deterioro del grano por la presencia de
microorganismos (hongos) y un.valor'menor al 6 % afecta al grano al volverse quebradizo
(Andrade-Almeida et al., 2019)~1za'Tabla 2,/ muestra los valores promedio de las muestras
respecto a las granos de cacao lavades-secosty fermentados-secos. La evaluacion general de
todas las muestras en cuanto a mediciones fisicas sonun indicador de la variabilidad existente
entre los granos comercializados, lo cual est4 asociado a diferentes factores, como son la
genética, condiciones edafocliméticas y manejo postcosecha. La variable humedad del grano
es un punto critico que indicé las muestras que estuvieronporarriba de los limites, lo que las
hace susceptibles a la contaminacién microbiana.

Tabla 2 Propiedades fisicas de granos de cacao en cacaos mexicanos comerciales.

Caracteristica fisica del grano Promedio Max Min +DE % CV
Humedad (%) 5.24 9.1 2.4 1.3 24.93
Peso promedio 100 granos (g) 112.96 202.3 71.3 22:30 19.74
Grasa en cotileddn (%) 49.66 75.13 27.34 6.70 13.48
Largo LG (mm) 21.54 25.56 17.19  101.66 8.72
Ancho AG (mm) 12.65 21.27 8.70 1.22 9.64
Espesor EG (mm) 7.34 9.46 5.99 0.73 9.93
Razén LG/EG 2.94 3.69 2.17 0.27 9.94

Fuente propia
La apariencia visual del grano define el cuidado durante el manejo postcoSecha

(fermentacién y secado), impactando en el sabor, lo que es fundamental en un grano® de
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calidad (Sanchez et al., 2017). Sin embargo, el peso del grano juega un papel importante. Ene
este’sentido Alvarez et al. (2007) afirman que hay una relacion entre el peso promedio del
granasde.cacao fermentado y secado con su contenido de cascara (testa), ademas, el peso es
importante-dado que afecta en el rendimiento de grasa. Los resultados mostraron que existe
variabilidad.(>24 %) en el peso promedio, que tiene diferentes causas, entre ellas, la humedad
no es homogeénea entre las muestras, la genética y el manejo postcosecha. En cuanto al
manejo postcosecha;se tienen muestras que son lavadas-secas y fermentadas-secas, por lo
anterior, si el procese~de fermentacion no degrad6 adecuadamente el mucilago, el peso del
grano serd mayor a que silesa muestra hubiera sido lavada y se refleja en el porcentaje de
cascara (testa). También hay que considerar que en grano fermentado las paredes celulares
se destruyen exponiendo al grano a factores quimicos afectando sus propiedades, entre estas
las organolépticas (Vera et al:;»2014). En lo que respecta al grano lavado y seco, las
condiciones ambientales como la temperatura y la humedad afectan sus propiedades, entre
estas el porcentaje de la humedad determinada por el proceso de secado, factor determinante
en la calidad (Andrade-Almeida et-al., 2019) y segln la norma mexicana NOM-116-SSA1-
1994 para granos de cacao la humedad debe ser un maximo de 7.5 %. La variable que menos
se vio afectada en el estudio, fue7el* contenido_de grasa con un promedio de 49 %
aproximadamente.

Diversos autores han evaluado las dimensiones’lineales de los granos de cacao (Tabla
3) en diversos paises productores de cacao con variedades«€emerciales nativas o mejoradas.
El peso promedio de grano realizado por Bart-Plange y Baryeh (2003) y Andrade-Almeida
(2019) estuvieron por arriba del presente. En el caso de cacaes de América del Sur (ICS,
CCN51) son materiales mejorados sefialados con altos rendimientos/por hectarea y tamafios
sobresalientes. De lo reportado en el estudio, cabe sefialar que no se trabajo,con una variedad
genética especifica, sino son materiales comerciales con la existencia desmateriales criollos
como Carmelo y cruzas no identificadas. Es importante sefialar que dentro_de las muestras
evaluadas se tienen cacaos lavados y secos, a diferencia de los reportados en lasTabla 3, que
corresponden a cacaos fermentados y secos, asi también, el valor de humedad ¢omo se ha
comentado representa un factor critico en las dimensiones lineales. Asi, por ejemplo/Vera et
al. (2014) registraron en muestras fermentadas de 15 clones en Ecuador un peso promedio/de

100 granos un valor de 136 g, con contenidos de humedad de 6.49 %, por arriba de los
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reportado en el presente estudio, pero también con humedad mas elevada. En el mismo
sentido, Alvarez et al. (2007) reportd un contenido de humedad entre 4.26-6.37 %, para los
genotipos 'y de 5.17 % para la muestra comercial reportada en la Tabla 3, por lo que la
variabilidad-es atribuida a esté parametro, mientras que el contenido de grasa reportado en
su estudio fue'de 54.61-56.07 % para los diferentes genotipos y en la muestra comercial 56.01
%, valores porarriba de los cacaos estudiados en nuestro estudio.

Tabla 37Propiedades fisicas de granos de cacao reportados en otros paises.

Autores Peso Largo Ancho Espesor Pais
promedio (Q) (mm) (mm) (mm)
Bart-Plange y 123 20.0-26.0 10.0-14.0 6.0-10.0 Ghana
Baryeh (2003)
Alvarez et al. 1.19<142 20.6-23.2 12.813.5 8.4-10 Venezuela
(2007)
Oyedokun et al. 1.09 21.6 12 7.3 Nigeria
(2011) (Hibridos)
Garcia-Alamilla et 1.12 24.048- 14.139- 10.085- México
al. (2012) 23.64 13.710 8.013 (Carmelo)
Andrade-Almeida 1.24 21.96 12.32 8.19 Ecuador
et al. (2019) (Nacional)
1.30 23.39 12.82 9.32 Peru
(ICS)
1.50 22.45 12.79 8.24 Ecuador
(CCN51)
1.41 29.97 13.80 9.78 Peru
(CCN51)

Fuente propia.

Las dimensiones lineales del grano de cacao permitieron estimar el diametro
geomeétrico, esfericidad, area superficial y Volumen que se ‘presentan en la Tabla 4. Al
evaluar estas caracteristicas Oyedokun et al. (2011) afirman que“estan relacionadas con la
variedad del cacao y su morfologia muestra indices de calidad, rendimiento, asi como,
resistencia de las plagas de almacenamiento o susceptibilidad. Particularmente la forma, &rea
de superficie, volumen y tamario en los granos de cacao dependen de la cantidad de agua
almacenada por lo que, a mayor agua contenida, mayores dimensiones (Garcia-Alamilla et
al., 2012). Se determina la esfericidad en funcion de que el grano acerque su forma a una
esfera, lo que impacta en la tendencia para rodar en productos agricolas, esta propiedad es
util especialmente en el disefio de tolvas y en equipos de descascarillado (Garcia-Alamita et

al., 2012; Jaiyeoba et al., 2016). Como se establecio en el apartado de materiales y métodos,
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laestimacion de propiedades para esfericidad y area superficial se utilizaron dos ecuaciones.
LesTesultados encontrados en el presente estudio de las dimensiones geométricas estuvieron
por arriba en relacion con los presentados por Bart-Plange y Baryeh (2003), mientras que con
respecto/a-les valores de Garcia-Alamilla et al. (2012) los datos fueron menores para area
superficial' (1006.99-890.48 mm?3) y volumen (1280.17-873.76 mm?). En el caso de Sandoval
etal. (2019) engranos Trinitarios fermentados sus dimensiones geométricas estan por encima
a nuestros registrosyeon un diametro geométrico de 15.9 mm, superficie de area 742.4 mm?
y esfericidad 0.61.

Los resultados de cada variable, se infiere, estan relacionadas con caracteristicas muy
particulares las cuales conocemos gracias al cuestionario participativo de cada productor
correspondiente a las muestras analizadas, al respecto, se observa una densidad de plantacién
por ha promedio de 614.09 arboales.hat, una productividad (kg/ha) de 95-649 kg ha®, una
edad promedio de 31 afios con ¢replantaciones jovenes en su mayoria, plantaciones
biodiversas casi en su totalidad .con“Un“manejo de buenas practicas y pocos productores
utilizan agroquimicos, el origen_genético-de las muestras en orden ascendente es trinitario,

forastero, criollo y clones.

Tabla 4. Dimensiones lineales del grano.de cacao.de muestras comerciales.

Caracteristica fisica Promedio.. Max Min +DE %CV
Dg (mm) 12.55 15.17 10.66 0.91 7.22
Esfericidad (ec 2) 0.58 0.65 0.50 0.03 4.44
Esfericidad (ec 3) 9.59 11.71 F13 0.72 7.51

Area superficial (mm?) (ec 5) 420.23 609.51 306.99 59.70 14.21
Area superficial (mm?) (ec 6) 498.30 724.04 365.37 71.03 14.25
Volumen (mm?) 681.39 1195.50 436.77 146.20 21.46

Fuente propia.

La Tabla 5. muestra la correlacién entre las variables fisicas evaluadasen.el presente
estudio de muestras comerciales de los tres estados productores (Tabasco, Chiapas, y
Oaxaca). El analisis de correlacion mostro que el diametro geométrico, areas superficiales
(ec 1 y 2), largo del grano, razén largo/ancho, mostraron una correlacion negativa

significativa con respecto al peso promedio, la humedad y en la mayoria de los casos con el
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espesor del grano. La esfericidad fue altamente significativa (p<0.001) negativa con respecto
aldiametro geométrico, con la humedad, espesor y el ancho del grano, lo cual es de esperarse
puesto’que la ecuacion para el calculo depende de estas dos Ultimas dimensiones lineales. En
el caso del-peso promedio fue altamente significativo (p<0.001) positivo con respecto al
ancho del grano, si bien, se hubiera esperado una relacion con respecto a la humedad, pero
no se presentod: En todos los casos la humedad es la variable critica de la cual dependen las

mediciones geomeétricas.
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Tabla 5. Correlacion de variables fisicas dé.granos de cacao de estados productores en México (Tabasco, Chiapas y Oaxaca)

PROP. i . ) Humedad Esfericidad Esfericidad
FISICAS Dg (mm) Areal(mm) Area2(mm) LG (mm)s Razon LG/EG  PS(g) (%) EG (mm) B AG (mm) 1 2

Dg (mm) 1

Area 1 (mm?) 0.81929 1

Area 2 (mm?) 0.77716 0.98822 1

LG (mm) 0.76633 0.97886 0.99831 1

Razon LG/EG 0.77508 0.97464 0.99649 0.99937 1

PS (9) -0.18595*  -0.26003** -0.32025*** -0.32579***  -0,33218*** 1

Humedad (%6) 0.32875**’; -0.27906*** -0.22084**  -0.19746* -0419167*  -0.018422 1

EG (mm) -0.018633  -0.42643*** -0.50505*** -0.53395***  -0.52444%** 0.10704¢" % -0.13928 1

B -0.36722 -0.72581 -0.79167 -0.81658 -0.81362 0.14369 [ -0.034217 0.87074 1

AG (mm) -0.82754 -0.74779 -0.71552 -0.70007 -0.70807 (0.26384*** (.33528%** -0.15529 0.29804*** 1

Esfericidad 1 0.54193**’; -0.75401 -0.70203 -0.69101 -0.67524  -0:21347**  0.2515**\ 0.51944***  0.69627 0.41474*** 1

Esfericidad 2 0.56036**’; -0.81386 -0.74186 -0.71356 -0.69274  -0.076399 0.35642**%¢ 0435811*** 0.5541*** 0.51834*** 0.92261 1

Dg=Diamétro geométrico; Area 1 (ec 5); Area 2 (ec 6); LG=Largo del grano; Razon LG/EG=Raz6n Lérge/Espesor; PS=Peso promedio de 100 g; EG=Espesor
del grano; AG=Ancho del grano; Esfericidad 1 (Ec. 2); Esfericiad 2 (Ec. 3). P <0.05 *, P < 0.01**, P <0.001***



El anélisis de componentes principales explicd el 97.3 % de la variacion total
observada con los dos primeros componentes (Figura 1. A) entre las muestras de cacao que
proceden.de los tres estados de estudio (Tabasco, Chiapas, y Oaxaca). El primer componente
principal (PC1) explico el 92.3 % de la variacion total, donde el peso de la semilla, el ancho
y espesor del'grano, la esfericidad 1y 2, el pardmetro B (ver ecuacion 3) y la humedad fueron
las que presentaron mayor contribucion (Tabla 6). Todas las variables significativas
presentaron una €orrelacion positiva en este componente.
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Figura 1. Varianza acumulada (linea verde) e individual (azul) explicada por los componentes principales
(A), distribucion espacial de puntaciones (B) y cargas (C) por andlisis de componentes‘pringipales (ACP)
de las muestras de cacaos mexicanos evaluados con respecto a las variables fisicas.

El segundo componente principal (CP2) explico 5 % de la variacion total,-dende el

largo del grano, la razon L/A, el area 1y la humedad fueron las variables que describierpn
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esta’variacion (Tabla 6). De las cuatros variables que describen la correlacion en este eje,

sole'fue negativa la contribucion del Area 1 (ec 5).

Tabla 6£Analisis de Componentes Principales de las propiedades fisicas del grano

Variables PC1 PC2 PC3
PS (9) 0.3078* -0.0656 -0.0347
LG (mm) -0.0898 0.5313* -0.1915*
AG (mm) 0.3343* 0.0738 -0.0299
EG (mm) 0.3211* -0.1976 0.1868
Razon LG/EG -0.0586 0.6535* 0.3981*
DG (mm) 0.2595 0.0937 0.1474
Esfericidad 1 0.4544* -0.0233 0.1545
Area 1 (mm?) 0.1188 -0.2110* 0.0275
B 013346* -0.0635 0.1108
Esfericidad 2 0,3989* 0.1028 0.1844
Area 2 (mm?) 04315 -0.0268 -0.0052
Humedad % 0.3204* 0.4155* -0.8216

Variables de mayer contribucion para cada componente principal (*).

PS: peso de grano, LG: largo de grane,-AG=ancho de,grano, EG: espesor de grano, RL_A: Razon largo/espesor
del grano, DG: Diamétro geométrico de grano:

La figura 1 B presenta la distribueion espaeial-de las muestras de cacao mostrando el
peso de los dos componentes principales ‘obtenide”de las desviaciones normalizadas. El
gréafico de puntaje mostro la presencia de tres grupos, dos de ellos formados Unicamente por
una muestra (Huimanguillo y Cunduacan), mientras que“en.un grupo se integro a todas las
demas. Las variables que explicaron el comportamiento de acuerdo con el grafico de cargas
(Figura 1 C) fueron esfericidad (ec 2) para un grupo, humedad, razén LG/EG, largo del grano
y area 1 (ec 6) para un segundo grupo y las demas variables para eltercero. Oyedokun et al.
(2011) en el estudio de ACP encontraron que se formaron cuatro grupos y el factor
determinante fue el peso de grano, la correlacion mas alta fue entre el"ancho y grosor de
grano, rasgo caracteristico para la agrupacion. De igual forma, Jaiyeoha.et al. (2016)
observaron una relacion inversa en la relacion entre el contenido de humedad y las

dimensiones axiales, el didmetro geométrico, la esfericidad y la superficie.
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8.2°Contenido de cadmio, macro y microminerales

Los reportes cientificos muestran avances importantes sobre la bioacumulacion de Cd
en granos de cacao. El Cd se caracteriza como un elemento con alta movilidad y tener
propiedades intermedias entre el Zny el Hg (Florida-Rofner, 2021), es asi como, a mayor Zn
en el suelo-disponible menor es la absorcion de Cd en plantas (Abt y Robin, 2020), esta es
una correlacion que con frecuencia se observa en el contenido mineral en cacao. El contenido
de Cd en granos de cacao se ha relacionado directamente a tres aspectos importantes, los
factores y propiedades.del suelo, la planta y sistema de cultivo, asi como, el procesamiento
(Chavez et al., 2016; Gramlich et al., 2017; Anyimah-Ackah et al., 2019 Arguello et al.,
2019), y por consecuencia _los niveles de Cd contenidos en el producto final como el
chocolate derivan de la cantidad’de sélidos de grano que tenga el producto (Vanderschueren
et al., 2021). Al respecto, cuande hablamos de cuestiones de suelo en comparacion a otras
partes del mundo, América Latina posee niveles méas altos de metales pesados contenidos en
granos de cacao, especialmente Cd y Pb atribuyendo este hecho a las cuestiones geoldgicas,
dado que, son suelos jovenes ricos-en minerales sin dejar de mencionar otras caracteristicas
que hace que los minerales estén biodisponibles.como pH, materia organica, conductividad
eléctrica (Bertoldi et al., 2016; Arévalo-Gardini et al., 2017; Arglello et al., 2019). En
cuestiones de nutricion, manejo y especielen Theobroma cacao (L). diversos autores han
mencionado que influyen en el contenido de €d en los granos (Chavez et al., 2016; Maddela
et al., 2020; Suhani et al., 2021). Respecto a los procesospostcosecha Vanderschueren et al.
(2020), mencionan que en funcion de los cambios en pH durante el proceso de fermentacion
disminuye potencialmente la cantidad final del Cd almacenade en el cotiledon. La Tabla 7
muestra el contenido promedio (mg kg) de Cd obtenido de las.muestras analizadas para
cotiledon y cascarilla de los granos de cacao analizados. Los valores’para K, Ca, Zny Fe
fueron mas altos (Tabla 8) que los niveles promedios encontrados por Anyimah-Ackah et al.
(2021). Por otro lado, los reportes de Bertoldi et al. (2016), en un analisis a granes de cacao
de cinco diferentes areas (este y oeste de Africa, Asia, centro y sur de Améried).mostraron
concentraciones de macro y microelementos que los ubican por arriba de nuestrg™estudio
(Tabla 8). Lanza et al. (2016) en Venezuela, analizaron granos de cacao (hibrido y porcelana)
con concentracion inferior a los encontrados en el estudio realizado (Fe 35.3-890, Cu.6:0-

89.4 mg/kg™). En Pert, Tolentino et al. (2019) analizaron 31 muestras en grano de cacao
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eneontrando niveles mas elevados que nuestro estudio para Ca, Cu y menor contenido para
Ky-Na; Cu, Fe, Zn y Mn. En indonesia fueron analizados granos fermentados de tres clones
por AsSast al. (2018) mostrando resultados para Cu (PBC 123 de 19.343 mg kg%, BR 25 de
10.391 mg-kg* y MCC 02 de 18.594 mg kg?) valores menores a los nuestros (26.80 mg kg~
1. En Perti, Rosales-Huamani et al. (2020) reportaron para Zn una media de 79.03 mg kg
en granos de GCN-51 y 69.72 mg/kg* en Criollo, valores mayores a nuestros datos.

Tabla 7. Contenide“mineral en cotileddn y cascarilla del grano de cacao

Cotiledon (mg kg™)

Cascarilla( mg kg™)

Mineral  Promedio Miéx Min +DE %CV  Promedio Max Min +DE  %CV
cd 0.46 £33 020 023 5011 087  3.09 036 055 63.40
K 1135.24 1994.00-823.00 212.84 18.75 2051.52 3853.00 2568 987.59 48.14
Na 482.18 1002.00°_108.00 184.85 38.34 168.09 1653.00  29.00 238.66 141.98
Ca 62.96 15400 @800 30.10 47.80 161.06 378.00  22.00 81.71 50.73
Mg 379.39 904.00 26500 %90.35 23.82 613.31 141100  16.00 26291 42.87
Cu 845 5360  2.80( \6.89 8149 1835  35.80 520 711 3871
Mn 1729 3820 1090 «529 30.59 2975 6440 1430 1271 4271
Fe 39.67 42500 16.10 5567 140.34 171.67 45500  19.20 104.64 60.95
Zn 1825 121.00 950 1575 \86.30 3165 15100  13.00 2298 72.60

Tabla 8. Valores de macro y microelementos reportados en literatura
Cd K Na Ca Mg Cu Mn Fe Zn
Autores
mgkg™

Lanzaet al. (2016)  0.95- 4.87- 5.13-

2.09 21.36 34.26

Tolentino et al. 12950- 12550-  33.044~,29.02- 4051-  90.46

(2019) 24429.2 314208 4,07 14.46
1714.58-  42.08- 3.78 20.75
2942917 35575

Anyimah-Ackah et 12000-  10-31.7  1130-  3390- 20.1-24/C214-  655-  39.4-

al. (2021) 145000 11730 3830 3544 183 73.4

Fuente propia.

Bertoldi et al. (2016) reportaron niveles de Cd en granos (de’ cacao a las
concentraciones que se reportan en el presente estudio (1.32 mg kg1), evaluadas en cinco
areas diferentes (0.092-1.38 mg kg 1), siendo los niveles mas altos en granos provenientes de
centro y sur América. Por otro lado, Lanza et al. (2016) reportaron para las variedades de
cacao estudiadas en Santa Barbara del Zulia, en Venezuela un intervalo entre 0.95-2.09 mg

kg2, lo que los ubica por arriba del promedio de Cd reportado en el estudio presente. Assa
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et.al. (2018) en sus estudios con granos fermentados de tres clones de cacao (PBC 123, BR
25-y' MCC 02) reportaron 0.05 mg kg en cotiledén y 0.10 mg kg en cascarillaen Sahar
Cocoa'Viltage (SCV), Indonesia, lo cual representa niveles de concentracion bastante bajos
comparados- con otros reportes cientificos; y mas tarde Mohamed et al. (2019) reportaron
concentraciones de Cd de 0.25 mg kg en granos de cacao provenientes de pequefios
productores en Malasia, lo que indica que en esta region los niveles se encuentran por debajo
de los reportados’en-otra zonas del mundo. Rosales-Huamani et al. (2020) en Perq, reportaron
una media de 0.96 mgkg de Cd en granos de cacao criollo y CCN-51. En Per( Tolentino
et al. (2019) observaronique 25 de 31 muestras estaban por debajo de los limites
internacionales y su rango determinado fue de 0.05-1.20 mg kg™*. En Perti también, Oliva et
al. (2020) evaluaron plantaciones de cacao, las concentraciones de Cd en suelo oscilaron de
1.02 y 3.54 mg kg2, el Cd dentre’de los arboles de cacao medidos a partir de raices, hojas,
testa y cotiledon oscilé entre 0.49°mg kg hasta 2.53 mg kg™, los arboles de cacao
presentaron variabilidad de Cd del suéloa sus tejidos, con cantidades de Cd mayor en raices
que en el suelo y 2.85 veces mayaores en-€l cotiledon. Los datos obtenidos respecto a los
niveles de Cd en cotiledon y cascarilla promedios fueron de 0.46 mg kg~* en un rango de 0.2-
1.33 mg kgt y 0.82 mg kgt en ur'rango.de 088°'mg kg a 2.5 mg kg? respectivamente,
estas cifras son coincidentes para los pafses producteres de América incluidos los valores
obtenidos para Meéxico en nuestro estudio./En Ecuader, Romero-Estévez et al. (2019)
determinaron que el 33.3 % de las muestras fue superior 80:8-mg kg y no existié correlacion
entre el contenido de Cd, Ni y Pb en las muestras analizadas; de igual forma en Ecuador
Arguello et al. (2019), determinaron que la concentracion de-€d en cotiledén fue 0.90 mg
kg™! debido al potencial de absorcién del Cd en cacao, este Valor“fue mayor a nuestro
promedio. Un estudio realizado en Ecuador por VVanderschueren et al..(2020) en grano lavado
y seco (no fermentado), registro un contenido de Cd de hasta 0.78 mg kg™, afirmando que,
estos niveles son disminuidos en un factor de 1.3 al fermentarse. En Honduras, Engbersen
et al. (2019) registraron concentraciones de Cd en granos de cacao sobre el valor0.8 mg kg
por dos 0 més niveles. Para granos, De Oliveira et al. (2020) determinaron un centenido de
0.022-0.050 mg kg™ con muestras de Ecuador, en Africa se obtuvo un rango de 0.037-1.04
mg kg !y para Brasil 0.022-2.53 mg kg todos estos niveles fueron menores a nugstros
valores evaluados. Gil et al. (2022) en Colombia, determinaron en granos de la region un
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promedio de 0.40 mg kg de Cd. Para Per(i Zug et al. (2019) determinaron cifras alarmantes
en-gfranos lavados y secos registrando niveles de hasta 12.56 mg kg ! sugiriendo que esto se
debe al contenido de Cd en el suelo, el uso de fertilizantes y la vegetacion alrededor de los
arboles de-muestra. De Araujo et al. (2017) afirman que el aumento de las concentraciones
de Cd en‘el suelo impacta en la absorcion, acumulacién y distribucion de macro y
micronutrientes en la planta de cacao y por lo tanto se infiere que se reflejaran en el contenido
en el grano; estaafirmacion tiene sentido cuando se observan resultados como el de Lewis et
al. (2018), donde, se deScriben correlaciones significativas entre hoja y grano de Cd con Mn.
Por otro lado, investigaciones de Chavez et al. (2015) y Albarracin et al. (2019), han
determinado de forma especifica una correlacion entre Cd y Zn en suelo, asi también en la
bioacumulacion en el grano como funcion del suelo de forma positiva. La correlacién entre
Cd y Zn es controvertida, debide que los estudios reportan tanto sinergismo como
antagonismo, asi también con P y AS (Arévalo-Gardini et al., 2017; Arguello et al., 2019).
Estas interacciones son mostradas especificamente en granos de cacao principalmente para
Cd con Ca, Mg, Mn 'y Zn los cuales;se correlacionan significativamente (Lewis et al., 2018).
En la Tablas 8 y 9 se observan lag correlaciones .de macro y microelementos contenidos en
los granos de cacao analizados. Estas-correlaciones_han sido estudiadas, tal es el caso de
Anyimah-Ackah et al. (2021) donde, a través del andlisis de correlacion de Pearson (p<0.05)
se determinaron cinco categorias significativas de interaccion entre los elementos en los
granos de cacao en funcion de su direccion y magnitud<de correlacion; el primer grupo
formado por Ca, Cr, Fe, Mo, K, Sc, Se, Ti, V y Zn constituyen el grupo de elementos
benéficos que se correlacionan positivamente entre si, el segundo grupo Sc, Ti, V, Cr, Fe, Zn
y Se mostraron una correlacion positiva con elementos toxicos, el Ca’y U se ubicaron en el
tercer grupo con correlacion negativa de elementos benéficos ‘con elementos tdxicos
reforzando la sospecha de que el U es un mimético del Ca, el cuarto grupo mostro que el S
no tiene una correlacién significativa, positiva o negativa, con ningln otro-elemento y el
quinto grupo formado por Zr, Sr, U, Th, Pb, Au y Hg son los elementos toxicos que se
correlacionaron positivamente. Nuestros resultados mostraron que el Cd mostr6 una
correlacion en cotileddn con cinco de los minerales evaluados (Mn, Ca, Na, K, MQ) y en
todos los casos fue positiva, mientras que la cascarilla se correlaciono con cuatro minerales

de forma también positia (K, Mg, Na, Fe). Sin embargo, a pesar de los resultados reportados
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n

enda revision previa, no se encontro correlacion con respecto a Zn (Tabla 10) en cotiledon,
i, en cascarilla (Tabla 9), donde se encontr6 una correlacion positiva alta

signifi }'Vamente (p<0.001)
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Tabla 9. Anélisis de correlacion cotileddn

Cotileddén
Cd

Mn
Ca
Na
K
Mg
Fe

Cu
Zn

Cd
1

0.36923***

0.25895**
0.43948***
0.37685***

0.31014***
-0.1487

0.09468
-0.0958

Mn

1
0.23364**
0.46916***
0.54364***

0.41478***
-0.3132

0.15847
0.00741

P<0.05* P <0.01**, P <0.001***

Ca

1
0.40958***
0.37055%**

0.6546
-0.1551

-0.1185
0.00035

Na

1
0.58673***

0.5024***
-0.2064

-0.1202
0\L7153*

1
0.65461***
-0.2754

0.06606
0.16515*

Mg

1
-0.2624

-0.0084
0.14528

Fe

1

0.23506**
0.32273***

Cu

1
0.53169***

Zn
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Tabla 10. Anélisis de correlacion cascarilla

Cascarilla

Ca
K
Mg
Na
Fe
Cu

Mn
Cd
Zn

Ca

1
0.4033***
0.3809***

-0.13261
-0.10076

0.27521***

0.23199**
0.13549
0.18017*

K

1
0.76871
0.17198*
0.11469

0.49968***

0.56245***
0.58332***
0.39513***

P<0.05* P <0.01**, P <0.001***

Mg

1
-0.16694
-0.080853

0.53371***

0.51918***
0.52758***
0.57328***

Na

1
0.78503

0.48778***
0.59798***
0.36386***
0.26456***

Fe

1

0.53361***

0.6478
0.27795***
0.26976***

Cu

1
0.85842
0.67173
0.67059

MN

1
0.66293
0.7348

Cd

1
0.59399***

Zn
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La Figura 2 describe el comportamiento de las variables de Cd, macro y
mierolementos en el cotiledon a través del analisis de componente principales (ACP), donde
los des primeros componentes principales explican el 56.9 % de la variacion total observada.
El primer.componente (PC1) explico el 37.5 % de la variacion total siendo el Zn, Cuy Fe
las de mayer‘contribucion; mientras que el segundo componente (CP2) explic6 19.4 % de la
variacion total,donde el K, Mg, Na, Mn, Ca y Cd fueron las variables que describieron esta

variacion.
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Figura 2. Biplot del Analisis de Componentes Principales (ACP) para las variables de
minerales en el cotileddn.

La cascarilla del grano es rica en macronutrientes (proteinas, carbohidratos, lipidos)
y micronutrientes (vitaminas y minerales), asi como, fibra dietaria; si bien el contenido de
elementos esenciales es alto, se registra de igual forma un alto contenido de minerales toxicos
entre los cuales destaca el Cd (Briones et al., 2020; Bari'sic” et al., 2022).El analisis
realizado por Ramtahal et al. (2015) demostré una correlacion positiva y significativa
(P<0.05) de 0.63 entre las concentraciones de Cd del cacao fermentado y seco en cotiledon
(Vanderschueren et al., 2019).
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La Figura 3 describe el comportamiento de las variables de macro y microelementos
en-la cascarillay ACP explico el 73.4 % de la variacion total observada con los dos primeros
compenentes. El primer componente principal (PC1) explicé el 50.8 % de la variacion total
siendo el.Na, Fe, Mn y Cu las de mayor contribucion; mientras que el segundo componente
(CP2) explicé 22.6 % de la variacion total donde el Mg, K, Ca, Cd y Zn fueron las variables

que describieron esta variacion.
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Figura 3. Analisis de componentes principales cascarilla

En las figuras 2 y 3 se observa el agrupamiento de los macro.y microelementos en los
granos de cacao analizados. En este sentido, Tolentino et al. (2019)presentaron para el ACP
3 agrupamientos, dos de ellos con una correlacion negativa con Ca (Cal grano lavado y Ca2
grano fermentado) en granos de cacao lo que responde a factores tales coma_el suelo, clima
y variedad; al igual que el Ca el K tuvo mayor concentracion en grano lavades, el resto de
los minerales evaluados tuvieron menos influencia en la variabilidad de las réspuestas. Las
muestras que destacaron en la variabilidad de las respuestas e influyeron en los PCAfueron
en granos fermentados; en lo que respecta a Cd el CP1 mostro el 99 % de este mineral.en.las
muestras en granos lavados. EI mismo comportamiento mostraron estas variables en el

estudio reportado por Bertoldi et al. (2016), donde, el elemento con mayor nivel registrado
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fueel K seguido del P, Mg y Ca lo cual coincide con la literatura y diversos estudios; en el
caso del andlisis de ACP los dos primeros componentes mostraron el 56 % de la variabilidad
registrando una diferencia geografica (Este y Oeste de Africa, Asia, Centro y sur de América)
respecto/al-contenido mineral en muestras de granos. Acierno et al. (2020) reportaron en las
primeras des'dimensiones de su analisis de componentes principales (muestras de granos de
diferentes paisesyy_sus respectivos chocolates), donde, PC1 mostro una correlacion
significativa (coefieiente de correlacion de Pearson = 0.65) entre los granos de cacao y los

chocolates.

8.3 Datos particulares de Jassmuestras evaluadas

Los resultados del formulario aplicado y respuesta que dieron los productores se
muestran en la figura 4. Esto implica una diversidad de aspectos a considerar para poder
correlacionar los datos cuantitativog'que dio el analisis de multivariado. En todos los casos,
existe escasez de certificacion y. el manejo de buenas practicas culturales predomina. No
existe un conceso sobre material genético;"que se refleja en la poca respuesta en la pregunta
correspondiente. La proporcion entre el material fermentado y lavado practicamente es
equivalente. En cuanto a tamario, las~respuestas_solo confirman lo que sucede con la
produccion mundial, es decir, el cacao sg"produce-en unidades pequefias de produccion, con
densidad promedio de 614 plantas por hectarea, rendimiento bajos de 450 kg y con edades
avanzadas.

La Figura 5 muestra las diferencias en concentracion de Cd entre el cotiledén y
cascarilla. Los resultados confirman lo descrito en el apartadozanterior, demostrando que la
bioacumulacion de este mineral en la region de la cascarilla. Los'tres/picos maximos que se
muestran en la cascarilla en cuanto a concentracion (izquierda a derecha) corresponden a
fermentado, lavado y fermentado. La nomenclatura de las muestras en lasiniciales indica el
estado, por ejemplo, T de Tabasco, C de Chiapas y O de Oaxaca. Tres muestras.rebasan los
limites permisibles (0.8 mg/kg) en el cotileddn, y en la concentracion en la.eascarilla de
muchas muestras también estan por arriba. Sin embargo, la cascarilla no se utiliza~para la

elaboracion de licor o chocolate.
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Figura 5. Comportamiento‘delcontenido de Cadmio en cotiledon (G-Cd) y en cascarilla
(C-Cd).

A nivel estado, se presenta los resultados en las Figura 6 y 7, donde se aprecia que
Tabasco presenta el menor nivel promedio de Cd, comparado con Chiapas y Oaxaca (Figura
6). Cabe destacar que estas muestras son<de’lugares que tienen manejo organico, el cual
pudiera estar asociado a los niveles asoeiados al reciclar materia organica y estar
concentrando este mineral en el suelo y-por ende ser bioacumulado en los granos de cacao.
Por otro lado, del muestreo total de 52;"solo tres’muestras corresponden a Oaxaca y la
desviacion como se puede apreciar es la mas alta en el‘estudio, por lo que se requiere visitar
la zona y realizar un estudio de las condiciones del cultive®Por otro lado, Chiapas también
presenta una desviacion alta, el nimero de muestras fue de 12,y en Tabasco donde se aprecia
la menor desviacion el universo de muestreo fue de 36. Por lo-gue la desviacion puede estar
asociada al situacion geografica.
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Figura 6. Contenido mineral de Cd entre los tres Estados productores de cacao.
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El contenido de minerales varia en funcién de la region de cultivo, tipo de suelo y
manejo. La distribucion mineral en el total de muestras en el presente estudio estuvo en el
orden” de K>Na>Mg>Ca>Fe>Zn>Mn>Cu para el caso del cotiledon vy
K>Mg>Fe>Na>Ca>Zn>Mn>Cu para el caso de la cascarilla. Esta distribucion varia en
funcion del.estado productor, como se aprecia también en la Figura 8.6. en cualquier caso, el
Cu fue el mineralique presentd la menor concentracion, mientras que Fe y Zn son los que
muestran mayor diferencia entre los estados en cuanto a niveles de concentracion.

Como se meneiono en los antecedentes, autores como Tolentino et al. (2019), De
Oliveira et al. (2020) yPalma et al. (2021) mencionan los beneficios de estos minerales por
su capacidad antioxidante,y_funcionalidad, lo que complementaria con respecto a otras
sustancias presentes en el cacao'como son los flavonoides y las metilxantinas. Pero también
implicaria estudios especificos parapoder conocer la sinergia entre los minerales y las otras
sustancias que proporcionan estos efectos. Asociado con ello, la diversidad de suelos, por lo
que la trazabilidad es fundamental con estudios integrados entre suelo, planta y fruto.
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9. Conclusion

El peso del grano fue la variable cuantitativa que presento siginificancia, las otras
mediciones-como largo, ancho y espesor de grano de forma individual no presentaron
significancia,’sin embargo, combinadas en las expresiones de area superficial y volumen
fueron significativas, La humedad es un pardmetro critico en los granos de cacao secos, sin
embargo, no mostr6 tna significancia en las mediciones fisicas-geométricas.

El contenido¢promedio de Cd encontrado en el cotiledén en las muestras de los
estados de Tabasco, Chiapas'y Oaxaca no supera el limite internacional. El estudio confirmo
que la cascarilla es la parte del grano donde se presenta mayor bioacumulacion de cadmio,
con niveles mayores a los limites. permitidos. No se encontré evidencia de la existencia de
una correlacion entre el Cd y Zn'para.el cotileddn, sin embargo, esta correlacion es altamente
significativa positiva entre el Cd y Zn'en la cascarilla. Los estudios mostraron una correlacion
positiva entre el Cd y los elementos Mn, Ca, Na, K, Mg y K, Mg, Na, Fe en cotiledon y
cascarilla respectivamente.

El estudio no permitié encontrar en las muestras evaluadas diferenciacién geogréfica
a partir del andlisis multivariado con componentes.principales. Un analisis cuidadoso de un

dendograma y de mapas de calor es necesario.
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11. Anexos

Anexo A. Cuestionario para recopilacion de informacion

Descripcion del productor, asociacion, cooperativa, etc

1 Nombre-del productor

2 Indicar si‘es.cacao lavado o fermentado

3 Direccion (Geoferenciacion)

4 Datos de contacto(Direccion completa de
acuerdo al INE y numero de teléfono)

Descripcion de la finca, parcela, etc.

5 Tamafio de la finca o pafcela

6 Densidad de arboles de cacao/por hectarea

7 Productividad (kg de grahos de cacao seco/ha)

8 Edad promedio de los‘arboles

9 Tipo de practicas de cultive

10 Arboles de sombra permanente’(si/o), ¢ Cuales
?

11 Que tipo de frutales o maderables hay en la
plantacién

12 Certificacion

13 Uso de fertilizantes, pesticiadas. (si/no) ¢é
Cuales?

Origen genéticos de la muestra y propagacion

14 Nombre local o asignado

15 Origen genético dominante

16 Si es un curece, especifique (madre x padre)

17 ¢El material fue plantado por semillas, injertos

u otra técnia de propagacion?
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