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Resumen

El cacao es la almendra con la cual se prepara el chocolate, placer universal, domesticado
en las tierras bajas y presente en contextos arqueoldgicos al menos desde hace 4000 afios.
El objetivo del presente trabajo es evaluar el efecto de distintas etapas del procesamiento y
tipo de cultivar en la calidad de la semilla de cacao (Theobroma cacao L.) que se utiliza en
la elaboracion de chocolates, asi como determinar el efecto de diferentes porcentajes de
cacao (70, 80, 100%).

Las semillas de cacao fueron evaluadas en diferentes etapas del procesamiento: sin
fermentar, fermentado y tostado, asi como los chocolates de cinco casas productoras;
mediante los cambios del contenido de polifenoles totales (PT), capacidad antioxidante,
parametros de calidad (color, contenido de grasa, humedad, coliformes totales, materia

extrafia, aflatoxinas y ocratoxina).

Los polifenoles fueron determinados luego de su extraccion en solucién metandlica. La
muestra de cacao fermentado presentd una disminucion del 67% respecto a la muestra sin
fermentar. Los chocolates artesanales mostraron hasta 4 veces mas contenido de polifenoles
a lo reportado por otros autores. La actividad antioxidante fue destaca para el chocolate de
la casa 3 con 80% de cacao con 312.71 TEumo/g, seguida por la casa 5 con 100 % de cacao
con 277.099 TEumo/g, siendo la muestra de la casa 5 con 70%, la que presentd la menor
capacidad antioxidante con 46.37 TEumo/g. La luminosidad de los chocolates tuvo
tendencia a aumentar segun su contenido de sélidos de cacao ademas se encontro presencia
de insectos y pelos de roedor en algunas casas productoras al igual que coliformes totales
(720 UFC/qg), lo que sugiere malas practicas de manufactura. En cuanto al contenido de
aflatoxinas, se encontraron niveles de 1 a 2 pg/kg en chocolates con 70% de cacao,
cumpliendo con la norma de calidad mexicana. Se presentd Ocratoxina A en todos los
chocolates evaluados, encontrandose hasta 7ug/kg, asi como, en el cacao tostado, de
ambos cultivares, considerando que la Ocratoxina A no se encuentra regulada por las
normas mexicanas es dificil concluir sobre el aspecto de calidad e inocuidad de estos

chocolates haciendo énfasis en la necesidad de una legislacion que incluya los limites
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Cacao y Chocolate !j’ﬁ

maximos permisibles de estd micotoxina en este tipo de alimentos. Sin embargo,

presentaron calidad, cumpliendo lo establecido por la norma oficial mexicana (NOM-186-
2221/SCFI1-2002) por lo que pueden competir con productos comerciales.
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Introduccion

El cacao o cacaotero (Theobroma cacao) es un grano con alto contenido en grasa, se
clasifica en tres variedades principales; criollo, reconocido por su calidad y utilizado en la
elaboracion de los chocolates mas finos, el forastero, que es el mas cultivado en el mundo,
debido a su facilidad de cultivo y manejo y el trinitario, cruce entre criollo y forastero,

crece en las zonas tropicales cerca de la linea del Ecuador (Avendafio et al., 2011).

Los principales paises productores en el mundo son Costa de Marfil, Ghana, Indonesia,
Nigeria y Brasil. México no juega un papel preponderante entre los paises productores de
cacao ocupando apenas el décimo primer lugar, aunque diversos historiadores lo dan como
origen de esta especie (FAOSTAT, 2012; Kakaw, 2012).

En el mercado internacional el cacao es el grano que mas se comercializa, y se clasifica en
dos categorias: cacao corriente, que proviene de los arboles de forastero, y el cacao fino de

aroma, que se produce a partir del arbol criollo (ICCO, 2012).

México cuenta con estas variedades de cacao, lamentablemente la produccidén apenas
supera las 21, 300 ton esto a causa de las enfermedades que presenta el cacao y que han
destruido gran parte de los cultivos mexicanos; pese a las diversas enfermedades,
constituye una alternativa econémica y sostenible para el desarrollo rural, y puede
representar una oportunidad para diversificar, consolidar y/o asegurar nuevos mercados
(FAOSTAT, 2012).

El consumo de los productos a base de cacao, principalmente el chocolate, no ha sido
considerado como una practica de estilo de vida saludable por su alto valor calorico;
ademas de que los granos de cacao utilizados para la elaboracién de chocolate pueden
contaminarse con mohos que, en ocasiones, producen unas toxinas llamadas micotoxinas

como las aflatoxinas y la ocratoxina que mantienen una cierta estabilidad durante la

Ingenieria en Alimentos Pdgina 3



mayoria de las etapas de procesamiento térmico del chocolate, siendo estos metabolitos

carcinogénicos, mutagénicos, teratogénicos, hepatotoxicos, neurotoxicos,

inmunosupresores, genotdxicos (Copetti et al., 2012).

No obstante durante el procesamiento industrial, el cacao se somete a pasos esenciales para
completar la formacion de los compuestos responsables del sabor de chocolate y al mismo
tiempo, esta tecnologia contribuye para la reduccion de contaminantes presentes (Copetti et
al., 2012).

Por otro lado, estudios recientes sefialan que el cacao y sus derivados presentan multiples
beneficios para la salud debido a que son una fuente rica en polifenoles, capaces de
modular eventos oxidativos vinculados con la aparicion de enfermedades cerebro
vasculares, cancer, la artritis reumatoide, Alzheimer, ateroesclerosis, diabetes; flavonoides
del cacao han mostrado tener efecto modulador sobre la funcidn plaquetaria, reduciendo el
riesgo de trombosis, se relaciona con la disminucion de la presion arterial y la
vasodilatacion periférica. Estudios metabolico-epidemioldgicos indican que el consumo
regular de productos derivados del cacao incrementan el nivel plasmatico de antioxidantes,
los que pueden prevenir la oxidacion del LDL-colesterol (Arlorio et al., 2005, Gomez-
Juaristi et al.; 2011).

Por lo mencionado anteriormente es importante evaluar el efecto de distintas etapas del
procesamiento en la calidad del grano de cacao (Theobroma cacao L.) que sera utilizada en
la elaboracion de chocolates, asi como determinar el efecto de diferentes porcentajes de
cacao (70, 80, 100%), en los parametros fisicos, quimicos y microbiologicos de los

productos elaborados artesanalmente en el estado de Tabasco, México.
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1.Antecedentes
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Cacao y Chocolate Eﬁ

1.1 Cacao
1.1.1 Historiay origen

El cacao es la almendra con la cual se prepara el chocolate, placer universal, domesticado
en las tierras bajas y presente en contextos arqueologicos al menos desde hace 4000 afios
(Figura 1). Versatil en sus caracteristicas culturales, alimenticias y medicinales, el cacao
tuvo una importancia simbdlica, social, religiosa, politica y econémica en las culturas del

Mexico prehispanico (Attolini, 2011).

Figura 1. Almendra de cacao.
Fuente: Elaboracion propia.

Se presume que la palabra “cacao” tuvo su origen en las palabras mayas “Kaj” que significa
“amargo” y “Kab” cuyo significado es “jugo” (Figura 2). La fusion de estas dos palabras
dio como resultado “Kajkab” y luego “Kajkabatl”, de la que deriva “Kakuatl”. Esta Gltima
expresion cambid para “Cacauatl” para finalmente transformarse en “cacao” por facilidad

de expresion (Instituto Nacional de Ciencias Agropecuarias, 1993).

X

u(a)

Kakau

Figura 2. Glifo del cacao. Cddice maya Dresde.
Fuente: Attolini (2011).
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El arbol del cacao, fue clasificado por Linneo como Theobroma cacao L. (en latin

Cacao y Chocolate

literalmente “cacao, alimento de dioses”), de la familia Esterculiaceas (Rusconi y Conti
2010). Las primeras plantaciones conocidas de cacao eran las que establecieron los Mayas
en las tierras bajas del sur de Yucatan alrededor del 600 después de Cristo; son famosos los
vasos mayas del clasico, que tienen representadas escenas ceremoniales donde el chocolate
aparece como parte de las costumbres reales (Figura 3). Los arboles de cacao eran
cultivados por los Aztecas en México, y los Incas en el Pert (Beckett, 2002; Coe, 2000).

Figura 3. Vasija funeraria para chocolate, con el glifo del kakaw inscrito en la tapa.
Fuente: Attolini (2011).

El arbol de cacao se cultiva en su continente nativo, América del Sur, donde todavia forma
parte de la flora natural. Se cultiva hoy en todas las regiones de la selva tropical humeda,
principalmente dentro de los 17 grados de latitud del Ecuador (Figura 4). Estas areas tienen
una temperatura media elevada (> 27°C) a lo largo de todo el afio y una alta y constante
humedad relativa originada por bastantes precipitaciones (1500- 25000 mm). El suelo debe
ser rico y profundo, debe estar bien drenado y normalmente la altitud debe ser inferior a los
700 metros sobre el nivel del mar (Beckett, 1988; Beckett, 2002).
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Figura 4. Distribucion mundial del cultivo de cacao.
Fuente: Negociosgt (2006).

1.1.2 Morfologia y taxonomia del cacao.

El cacao es un arbol relativamente pequefio, de entre 12-15 metros de altura y crecen de
modo natural en el inferior de la selva tropical perenne. A menudo se encuentra parapetado
entre otros arboles productores, como cocoteros y babaneros. Estos comienzan a producir
mazorcas tras 2 o 3 afios, pero el rendimiento pleno no lo alcanza hasta los 6-7 afios
(Beckett, 2002).

El cacao es una especie diploide (2n=20 cromosomas), Linneo en 1753, primero ubico el
género Theobroma en la familia Tiliaceae. Después considero que podria ser incluido en la
familia Esterculiaceae, y actualmente es incluido en la familia Malvaceae. La clasificacion

taxondmica se observa en la siguiente Tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion taxonémica del cacao

Reino Plantae
Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Orden Malvales
Familia Malvaceae
Género Theobroma

Fuente: Avendario et al. (2011).

El género Theobroma L. esta constituido por unas 30 especies. Son arboles de varios portes

y tamafios (Hardy, 1961). En la Tabla 2 se describe la morfologia del cacao.
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Tabla 2. Descripcion de las caracteristicas morfologicas del cacao.

Descripcién

Presenta un tronco recto que se puede desarrollar de formas muy
variadas. Principalmente en horquetas, formando varios pisos que
provoca una baja produccién y dificulta la recoleccion de los frutos.
Emite su primera ramificacion entre los 0.80 m a 1.20 m de tres a seis
ramas.

Raiz pivotante principal, que puede crecer entre 1.20 m y 1.50 m
dependiendo de las caracteristicas del suelo.

En los primeros 20- 25 cm de la raiz se desarrollan una gran cantidad de
raices laterales o secundarias.

Las hojas tienen caracteristicas propias dependiendo del tipo de tallo en
que se originan.

El tamafio esté influenciado por el ambiente donde se desarrolla la planta
a menos luz mas grande la hoja y viceversa

Las hojas del tronco ortotrépico cominmente poseen un peciolo largo (7
cma 9 cm).

Nacen en grupos pequefios llamados cojines florales y se desarrollan en
el tronco y ramas principales.

Siempre nacen en el mismo lugar.

De las flores se desarrollan los frutos o mazorcas.

Es una flor pequefia, mide de 1 a 2 cm de didmetro. es hermafrodita,
pentamera y de ovario stpero.

Forma variable (oblonga, eliptica, ovada, esférica y oblata); de superficie
lisa 0 rugosa, y de color rojo o verde en estado inmaduro, caracteristica
que depende de los genotipos.

Con tamafios que oscilan de 10 cm a 42 cm.

Contiene entre 20 0 40 semillas.

La pulpa puede ser blanca, rosada o café, olorosa y con sabor variado
entre &cido y dulce.

Fuente: Avendario et al. (2011); Enriquez y Paredes (1989); Navarro y Mendoza (2006).

Las semillas de cacao se encuentran dentro de las cinco celdas del fruto o mazorca;

rodeadas de una pulpa mucilaginosa; una vez que han llegado a su madurez fisioldgica son

blancas o moradas, dulces 0 amargas, con un contenido de humedad aproximadamente 50%
base humeda (Figura 5) (Ospina, 2002).
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Semilla

Figura 5. Estructura del cacao
Fuente: Ospina (2002)

La semilla de cacao, esté constituida por los elementos que se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3 . Elementos de la semilla de cacao

% En un grano con 6.5

Elemento Descripcion % de humedad

Cotiledon
Aspecto brillante graso, gris.
Castafio oscuro y _woleta. Se 871 %
encuentran dos cotiledones en
cada grano
Testa

Recubre los cotiledones, tiene
forma plana y es quebradiza de 12.0%
apariencia rojo pardo.

Germen o Embrién .
Es la parte que le da origen a la

0.9%
nueva planta

Tegumento
Es una membrana transparente

incolora que se encuentra entre -
los pliegues del cotileddn.

Fuente: Gavilanez y Sarmiento (2001).
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1.1.3 Composicion quimica.

El grano de cacao esta formado por la semilla, que supone del 78 al 82% del peso del grano
de cacao, y por la cascara (10-16%) que la envuelve y la protege. La composicion quimica
(Tabla 4) de la semilla del cacao depende de factores como el genotipo o las condiciones de
crecimiento del &rbol (caracteristicas del suelo, clima, horas de insolacion, entre otros)

(Tabla 4) (Kattenberg y Kemmink 1993).

Aproximadamente del 48 al 57% del peso de la semilla descascarillada y seca del grano de

cacao corresponde a su contenido en lipidos.

Tabla 4. Composicion quimica de la semilla de cacao.

Compuesto Porcentaje
Grasa 48-57
Agua 2-5

Proteina 11-16
Carbohidratos 6-9

Cenizas 2.4-4.2

Fibra 2.1-3.3

Fuente: Parra et al. (2003).

La fraccion lipidica del cacao se conoce como la manteca de cacao y es la responsable de
buena parte de las tan apreciadas propiedades sensoriales del chocolate. En la fraccion
grasa de la semilla de cacao, los acidos grasos (AG) predominantes son mayoritariamente
saturados (AGS), estearico (C18:0 - 35%) y palmitico (C16:0 - 25%), pero también
contiene una alta proporcion de AG monoinsaturados (AGMI) representados casi
exclusivamente por el acido oleico (C18:1 - 35%) y también una pequefia cantidad de

poliinsaturados (AGPI) en forma de linoléico (C18:2 - 3%) (Parra et al.,2003).
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1.1.4 Variedades de cacao.

Existen diferentes variedades de cacao entre las que destacan 3 principales; criollo,
forastero, trinitario. A continuacion se muestran (Tabla 5) las caracteristicas de estas
variedades de cacao.

Tabla 5. Caracteristicas de las variedades de cacao.

Variedad Caracteristicas
Criollo (Theobroma cacao

¢ Se produce en el Centro y Sur de América.

e Cacao fino.

e Fruto aromatico, afrutado, dulce.

e Es alargado, con una punta pronunciada, doblada y aguda.

o La superficie es generalmente rugosa.

¢ La almendra es grande, gruesa, de seccion casi redonda con los
cotiledones blancos o muy ligeramente pigmentados.

Forastero (Theobroma
cacao L. ssp.
sphaerocarpum Cuat.)

Se encuentra en Africa, y Centro y Sur de América.
Fruto de céscara dura y lisa.

Almendra aplanada de color morado.

Sabor amarga.

e Esta variedad se encuentra en Africa, Asia, Centroy Sur de
América.

e Variedad obtenida del cruce del criollo y forastero
Sabor: condimentado.

e Aroma: Floral.

Fuente: Beckett, (1988); Kakaw, (2012).
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1.1.5 Produccién mundial y nacional de cacao.

El cacao se cultiva principalmente en Africa del Oeste, América Central y Sur América y
Asia (Monografia del cacao, 2009). Siendo Africa el mayor productor de cacao en el
mundo, con una produccion superior a las 2,300,000 toneladas (Figura 6) (FAOSTAT,
2012).

2500000 +

2000000 -

1500000 -

1000000 -

Produccién (Ton)

500000 -

Africa Asia ., America Oceania
Region

Figura 6. Grafico comparativo de la produccién de cacao por continente.
Fuente: FAOSTAT (2012).

0 -

La produccién de Africa se ha incrementado en una media del 3.7% anual, mientras que la
produccion de cacao en América crecio a un ritmo medio inferior del 3.1% anual, y su
cuota de la produccion mundial se quedo6 estancada en el 14% (Canacacao, 2012). Con el
incremento de la produccion de cacao en Africa las exportaciones netas de cacao en grano y
productos de cacao en términos de equivalente de grano demuestran que esta region,
representa el 77% de las exportaciones netas mundiales de cacao, es el mayor proveedor de
cacao en los mercados mundiales, seguida de Asia, Oceania (16%) y América (6%)
(Canacacao, 2012; FAOSTAT, 2012).

Los datos sobre importaciones netas de cacao para el periodo de cinco afios que finaliz6 en
2010/2011, demuestran que los paises europeos representaban el 58% de las importaciones
netas de cacao, sequido de América (27%), Asia (14%) y Africa (2%) (Figura 7). Estados
Unidos es el primer importador mundial de cacao, con un 20% de las importaciones netas

globales, seguido de Alemania (13%), Bélgica (7%) y Francia y la Federacion de Rusia
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(6% en ambos casos). Aunque los Paises Bajos importan una cantidad considerable de

cacao en grano, gran parte de sus importaciones se destinan a la fabricacion de productos de
cacao que posteriormente son re exportados (Canacacao, 2012).

60% -
50% -

c

'S 40% -

g

€ 30% -

Q.

£20% -
10% -
0%

America Asia . Africa Europa
Region

Figura 7. Comparativo de las importaciones de cacao, por region
Fuente: Canacacao (2012).

En México, la produccion de cacao se encuentra concentrada en 4 estados: Tabasco (61 %),
Chiapas (38%), Oaxaca (0%) y Guerrero (1.0%) (Figura 8) (SIAP, 2012).

Guerrero Oaxaca;

Figura 8. A) Estados productores de cacao, B) Produccién
Fuente: SIAP (2012).

Tabasco produjo 26,993 toneladas anuales en promedio entre el afio 2002 y 2008; sin
embargo, para el 2009 la produccion total fue de 13,155.66 toneladas. El afio de 1993 fue el
afio en que se registrd la mayor produccion de cacao para este estado, ya que se produjeron
39,924 toneladas (Monografia del cacao, 2009). En Tabasco la variedad de cacao que se

cultiva de manera preponderante es el forastero, ya que es resistente a las enfermedades y
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tiene mayor rendimiento. Los municipios de Tabasco donde se produce cacao son:

Huimanguillo, Paraiso, Cardenas, Tacotalpa, Balancan, Nacajuca, Comalcalco, Cunduacéan
de Méndez y Teapa (SIAP, 2009).

Chiapas como segundo estado productor de cacao entre 2002 y 2008 produjo en promedio
11,687 ton por afio, y para el cierre de 2011, la produccion total fue de 8,025.05 toneladas,
cifra -7.78 % menor a la produccion de 2010. En 2003, Chiapas alcanzd una produccién
récord de 16,746.4 toneladas; sin embargo, a partir de ese afio, su produccién presenta una
tendencia a la baja y de igual manera que para los otros estados (Monografia del cacao,
2009).

A nivel nacional la produccién total en 2011 fue de 21,387.52 toneladas, lo que representd

una disminucion del 21. 29 % respecto al afio anterior (SIAP, 2012).

Tres son los problemas principales que enfrenta esta industria en el sureste de México

(Kakaw, 2012).

e El bajo costo del grano, lo cual desincentiva a los agricultores a mejorar su produccion.

e Laantiguedad de las plantaciones que en promedio alcanzan los cincuenta afos, lo que
facilita las infecciones sanitarias.

e La llegada a México de la enfermedad agricola de la Monilia que ataca directamente a

los frutos del cacao.

Ante este panorama, los terrenos cacaoteros van desapareciendo cediendo su lugar a
plantaciones de monocultivos como la palma africana o la jatropha, asi como a pastos
ganaderos, cultivos que en nada contribuyen a la ecologia y el paisaje (Kakaw, 2012). Por
otro lado México exportdé 781,258 toneladas de cacao durante el periodo 2002-2007 y
productos derivados, que representa 1,255,216 miles de dolares. Las exportaciones de
productos derivados de cacao en dicho periodo han tenido un comportamiento inestable
(SIAP, 2009).
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Cabe mencionar que México es un pais con grandes variedades de productos, y el cacao no

es la excepcidn, ya que ofrece derivados como la manteca, grasa y aceite de cacao; cacao en
polvo con adicion de azUcar; cacao en grano, entero o partido, crudo o tostado, y por otro
lado los preparados (SIAP, 2012).

1.1.6 Procesamiento de la semilla de cacao.

La demanda de granos de calidad por parte de los industriales aunado al desconocimiento
de los agricultores en préacticas de beneficio plantean la necesidad de capacitar a estos
ultimos en técnicas béasicas que les permitan obtener un producto de buena calidad que
satisfagan los requerimientos exigidos por los compradores. Granos mal fermentados,
humedad elevada, mezcla de almendras sanas con enfermas, demasiada impurezas son
factores negativos que afectan la calidad (Ministerio de Agricultura, 2004).

En términos esquematicos, el beneficio del cacao consiste en lo siguiente (Figura 9 y Tabla
6):

Cosecha

[

semillas

Quiebra I , -Mazorca-sin-

Fermentacion | t=>atdias

].

Secado

—_—

I T=-65°C

Limpieza

[

Figura 9. Beneficio del cacao
Fuente: Beckett (1988)
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A continuacion se muestra las etapas del procesamiento o beneficio del cacao.

Tabla 6. Beneficio o procesamiento del cacao

Proceso Descripcion

e Inicia cuando el fruto o mazorca estd maduro, este cambio es
indicado por el cambio de verde a amarillo o a rojo.

e Se utilizan herramientas como: tijeras de podar, el poddn,
escaleras tipo "A", estas deberan estar afiladas y desinfectadas.

e La mazorca se cortara por el pedinculo, evitando el dafio al
cojin floral.

Cosecha o recoleccion
¢ {‘;,,1?: ~?€n '

e Consiste en partir la mazorca y extraer las almendras o semillas
del mucilago, para su después fermentacion; el tiempo entre
estos procesos no deberé exceder las 24 h.

e Se realiza con un mazo de madera con el cual se rompe la
mazorca, procurando no dafiar las semillas

También llamada "cura" del cacao o "avinagrada".

Es el proceso mas importante por los procesos bioquimicos internos
y externos de la semilla.

Consiste :

e Descomposicién y remocion del mucilago.

e Elevar la temperatura y matar el embrion, desarrollandose el
sabor a chocolate. Esta etapa es llamada hidrolisis o fase
alcohdlica.

Cambios de pigmentacion interna.

Transformacion de sabor de los cotiledones.

Desarrollo de sabor y aroma a chocolate

El tiempo de fermentacion debe ser de 5 a 6 dias, o mejor, de
120 a 144 horas contadas a partir del deposito del grano en los
recipientes.

e Reducir la humedad de un 60 a 7 %.

e Se extienden los granos en el suelo exponiéndolos al sol, si se
trata de pequefias cantidades, o exponiéndolos a calor artificial o
utilizando camaras de secado si se trata de una gran produccion.

e No se debera exceder los 65 °C durante una semana

e Se remueve el cacao frecuentemente para la distribucién
uniforme del calor y el secado.

Limpieza y seleccion Limpiar el cacao de cuerpos extrafios, separando los granos buenos
de los malos y lograr un producto homogéneo de tamafio.
e El tamafio minimo permitido de grano es de 1 gramo por grano.

Fuente: Beckett, (1988); Canacacao, (2012); Moreno y Sanchez (1989); Oliveras, (2007).
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1.1.7 Productos del cacao

A partir de las semillas del cacao se obtiene el cacao en grano, los cuatros productos

intermedios (licor de cacao, manteca de cacao, pasta de cacao y cacao en polvo) y el

chocolate (Tabla 7).

Tabla 7. Productos derivados del cacao.

Producto

Definicion

Aplicaciones

Manteca de cacao
ﬁ B

&'

Es el producto graso extraido de la pasta o
licor del cacao, mediante la prensa
hidraulica, expeler u otro procedimiento
mecanico y con o sin ayuda de
disolventes.

Elaboracion de chocolate vy
confiteria, y también puede ser
usado en la industria cosmética y
la industria farmacéutica

Pulpa de cacao

También llamado mucilago es una
sustancia vegetal viscosa que cubre la
semilla de cacao.

Produccion de bebidas
alcohdlicas y no alcohdlicas

Utilizado como alimento para

Céscara Es la capa protectora del fruto. animales
Puede ser utilizado para
Cenizas de Es el producto de la combustion de la | elaboracion de jabén y como

cascara de cacao

cascara de cacao.

fertilizante de cacao, vegetales y
otros cultivos.

Polvo de cacao

Se obtiene por la molienda Yy
pulverizacion de la torta de cacao
parcialmente desgrasado, de color propio
de las variedades de cacao y de la técnica
de proceso empleada, la cual puede haber
sido o no tratada quimicamente.

Utilizado como ingrediente en
casi cualquier alimento: bebidas
chocolatadas, postres de
chocolate como helados vy
mousse, salsas, tortas y galletas.

Pasta o licor de
cacao

Es el producto que se prepara con las
semillas de planta de cacao (Theobroma
cacao L.y su variedades) sanas, limpias,
libres de impurezas desgerminadas o no,
fermentadas o no, secas, tostadas,
descascarilladas y molidas.

Elaboracién chocolates

Fuente: NMX-F-343-1983; NOM-186-SSA1/SCFI-2002; Minicetur (2012).
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A pesar de que el mercado de chocolate es el mayor consumidor de cacao en términos de

equivalente en grano, productos intermedios tales como el cacao en polvo y la manteca de
cacao son utilizados en diversas areas (Micentur, 2012).

1.2 Chocolate.

El chocolate se define como una suspension semisélida de particulas solidas muy finas de

azUcar y cacao, dispersas en una fase continta de grasa (Figura 10) (Khampius, 2010).

Figura 10. Chocolate en barra.
Fuente: Elaboracion propia.

También se define por chocolate al producto homogéneo elaborado a partir de la mezcla de
dos o méas de los siguientes ingredientes: pasta de cacao, manteca de cacao, cOCOa,
adicionado de azucares u otros edulcorantes, asi como de otros ingredientes opcionales,
tales como productos lacteos y aditivos para alimentos, encontrdndose dentro de éste
diferentes variedades (NOM-186-SSA1/SCFI-2002).

1.2.1 Historiay origen del chocolate.

La palabra chocolate representa un neologismo, quiza un hibridismo maya-nahuatl, debido
a que su mencion en las fuentes coloniales del centro de México es muy tardia. Para la
palabra chocolate postulan la forma /cikola:tl/, que quiere decir “bebida de batidor” en

nahuatl. Con independencia de cual sea el origen, se prestaron al espafiol y de éste a las
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demas lenguas europeas. En todo caso, como la planta es nativa de la region sur de

Mesoamérica y no se cultivaba en los altiplanos centrales, tanto los linglistas como los
etnohistoriadores y arquedlogos, han esperado encontrar el origen y el centro de difusion de
las palabras en los grupos no yutonahuas del limite meridional de esta zona (Attolini,
2011).

Las semillas de cacao eran muy valoradas en la época prehispanica, se utilizaban como
dinero asi como para elaborar una bebida denominada chocolatl las habas eran tostadas en
recipientes de barro y se trituraban entre dos piedras a veces empleando mesas decoradas a
fuego y piedras para moler, luego se ponia a amasarse para dar una torta, que podia
mezclarse con agua caliente para obtener una bebida (Figura 11) (Beckett, 2002).

Figura 11 . Vasija para bebidas de cacao, 4 seres humanos, uno de ellos mujer con metate y
3 deidades en una escena palaciega con un arbol con varios frutos de cacao. Ceramica
Maya Clasica.

Fuente: Kakaw (2012).

A la bebida se le afadia vainilla 0 miel y se batia para hacerla espumosa, se decia que el

emperador Moctezuma tomaba mas de 50 vasos de esta bebida cada dia (Beckett, 2002).

A la llegada de los espafioles el emperador azteca Moctezuma ofrecio el chocolatl a Hernan
Cortes en 1519. Ya que gracias a una profecia, lo confundié con el enviado divino que
anunciaba el regreso de Quetzalcoalt. A pesar de su extrafio sabor, los espafioles pronto se

dieron cuenta de su utilidad como bebida energética (Garcia, 2011).
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Una vez realizada la conquista de México-Tenochtitlan por Cortés, el cacao se integrd de
inmediato a la cocina colonial de la Nueva Esparia, mezclandose con leche en vez de agua;
agregandosele azlcar de cafia y condimentos familiares al paladar espafiol, como la canela,
la almendra y el anis, convirtiéndose en una bebida de gran agrado también para el gusto
indigena (Attolini, 2011).

La Nueva Espafia se convirtié en el centro de comercio para la exportacion del cacao
americano a la peninsula Ibérica y de alli al resto del mundo, que quedé seducido por su
sabor (Figura 12) (Attolini, 2011).

f ; - : = - y
» Hernan Cortes inrodujo el chocolatl en Esparia,alli se le agrego
azUcar, para contrarrestar el amargor y sabores astringentes.

« Se establecieron los primeros comercios en donde se batia el
chocolate.

» Nicholas Saders comenz6 a afadir leche a esa bebida.

« Se desarrollé la prensa para cacao y asi eliminar la parte grasa.
« Implementaron el proceso de alcalinizacion durante el tostado.

Figura 12. Cronologia del Chocolate.
Fuente: Beckett (2002).

1.2.2 Proceso de elaboracion del chocolate.

En el procesado industrial del cacao para la obtencion del chocolate distintas etapas son

comunes entre los fabricantes (Afoakwa, 2010).

En la Figura 13 se muestra el diagrama de proceso global de fabricacion de chocolate.
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Lavado de la semilla de

cacao
T=130°C
Tostado t = 15-20 min
[ Descascarillado l
l Prensado ]|:> Manteca de cacao
Manteca de cacao | T=40-50 °C
Az(car Mezclado t=12-15 min
l Refinado l
T=50-70 °C
Conchado t=10-12 h
[ Atemperado l

’ Moldeado ]

Figura 13. Diagrama de proceso del chocolate

En la Tabla 8 se describe el proceso del chocolate, desde el grano hasta la obtencion del
chocolate.
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Tabla 8: Descripcion del proceso de elaboracion de chocolate.
Etapa de proceso Descripcién

Lavado de grano

e Antes de iniciar el procesado del chocolate los granos de cacao
son lavados para eliminar la suciedad y los cuerpos extrafos.

Tostado de los granos de

cacao.
e Se desarrolla el aroma original del cacao que existe en forma

de precursores generados durante el proceso de fermentacion y
secado de los mismos.

e Los granos se vuelven mas fragiles y generalmente mas
oscuros de color.

e Reduccion del nimero de microorganismos presentes en los
granos de cacao.

e Desnaturalizacion proteica.
Reaccion de Maillard entre grupos amino y grupos carbonilo
de azucares.

e Con lafinalidad de eliminar las céascaras de los granos de cacao
y dejar al grano libre, se utiliza una maquina que los
descascarilla.

e Los granos sin cascara son molidos hasta obtener una masa
denominada licor de cacao que servira para hacer chocolates o
cacao en polvo.

Prensado del licor de

caco.
e El licor de cacao es prensado mediante prensas hidraulicas con
el fin de desengrasarlo y obtener asi la manteca de cacao,

quedando una masa solida llamada torta de cacao prensada.

Ingenieria en Alimentos Pdgina 23



Tabla 8: Descripcion de proceso de elaboracion de chocolate (continuacion).
Mezclado

e En esta etapa del proceso se adicionan los ingredientes
correspondientes a cada una de las formulas del chocolate, en
base a: torta de cacao, azucar, manteca de cacao y/o leche en
polvo.

e Estos ingredientes se mezclan en un mezclador continuo o
discontinuo, utilizando combinaciones estandar de tiempo-
temperatura (normalmente 12-15 minutos a 40-50°C).

e Se reduce el tamafio del cacao y azlcar a unas 25 micras.
El tamafio final de particula tiene una influencia sustancial
sobre las caracteristicas reoldgicas y sensoriales que tendra el
producto acabado.

e Se agita y amasa la pasta de cacao con potentes agitadores
mecanicos, con objeto de obtener las propiedades necesarias.

e En esta fase se produce las reacciones de caramelizacion,
evaporandose la humedad y eliminando los &cidos volatiles
gue queden en el chocolate excluyendo asi los sabores
indeseados y obteniendo una emulsién perfecta.

e Temperatura entre los 50 y 70 °C durante 10-12h.

e Se puede afadir manteca de cacao y lecitina, normalmente de
soya, antes de la finalizacion de esta etapa

e Consiste en la reduccién de temperatura que con el conchado
alcanzo entre 70 y 80°C.

e Las 4 fases clave del atemperado son: fusion (a 50°C),
enfriamiento hasta el punto de cristalizacion (a 32°C),
cristalizacion (a 27°C) y conversion de los cristales inestables
existentes (a 29-31°C)

o El moldeado del chocolate es la ultima etapa del proceso en la
gue segun el producto deseado, los productores dan forma al
chocolate utilizando diferentes envases.

aal
5 T T
P Ny

" Fuente: Liendo (2003); Oliveras (2007); Torres (2012).
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1.2.3 Tipos de chocolates

Aunque existen muchisimos tipos de chocolates, con multitud de ingredientes afiadidos, los
mas importantes se pueden resumir en cuatro tipos diferentes (negro, con leche, blanco y de

cobertura), que son la base de todos los demas (Tabla 9) (Garcia, 2011).

Tabla 9 . Tipos de chocolates

Tipo de chocolate Caracteristicas

Chocolate con leche

Debera contener en relacion con el extracto seco, no menos del 25% de
extracto seco de cacao y un minimo especificado de extracto seco de
leche del 12%.

Y un alto contenido de azlcar a menudo de hasta 50%.

Chocolate negro

Cuanto mayor es la porcion de cacao mejor es el chocolate (70 -80 %, o
mas).
Tiene poca cantidad de azlcar.

Este chocolate es basicamente manteca de cacao que determina su

e calidad, sin pasta de cacao, pero con azlcar y leche afiadidos.

b P \ La manteca varia desde un minimo del 20 hasta el 45 % mientras que la
ﬂ leche en polvo no debe ser inferior al 14 %.

Debera contener, en extracto seco, no menos del 35% de extracto seco
total de cacao, del cual no menos del 31% ser4 manteca de cacao y el
2,5%, por lo menos, extracto seco magro de cacao.

Fuente: CODEX STAN 87-1981; Garcia (2011)
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1.2.4 Composicion nutricional del chocolate.

A nivel dietético el chocolate se considera un alimento innecesario por su elevado
contenido en energia y azucares; y es por ello, que algunos autores lo han denominado
“junk food” (comida basura) (ICCO 2012).

La composicion nutricional del chocolate depende del contenido de sélidos de cacao, de
azlcar y de otros ingredientes, como por ejemplo la leche o los frutos secos. Se trata de un
alimento de elevado contenido calérico ya que todos los chocolates que han sido reportados
contienen mas de 500 kcal por cada 100 g de producto. Concretamente, en el caso del
chocolate negro, a mayor contenido de cacao mayor aporte energético. Ello se debe, a que
al aumentar el contenido de solidos de cacao aumenta el contenido total de grasa y
disminuye el de azlcar, y cada gramo de grasa aporta mas del doble de kilocalorias que un
gramo de azucar (9 kcal/g y 4 kcal/g respectivamente) (Afoakwa 2010).

Los hidratos de carbono son la fraccion mayoritaria en cuanto a macronutrientes de la
mayor parte de derivados del cacao. El contenido total en hidratos de carbono varia entre el
45y el 65% del aporte caldrico total en funcion del tipo de chocolate (Afoakwa 2010).

La fraccion proteica del chocolate resulta baja comparativamente con la de hidratos de
carbono o la de lipidos, variando de un 4-8% segun el tipo de producto. En el caso del
chocolate con leche la biodisponibilidad y el valor biolégico de las proteinas lacteas es

superior, ya que de por si, la proteina del cacao es de bajo valor biolégico (Torres, 2012).

En la Tabla 10 se muestra la composicion de macro y micronutrientes en distintos tipos de
chocolate (gramos de nutrientes/100 g de alimento).
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Tabla 10. Composicién de macro y micronutrientes en chocolates.
Chocolate | Chocolate | Chocolate
Compuestos negro negro 69- | negro70- | Chocolate | Chocolate
45-59 % 69 % 85 % blanco con leche
cacao cacao cacao

Energia (kcal) 546 579 598 539 535
Proteina (g) 4.9 6.1 7.8 5.9 77
Lipidos (g) 31.3 38.3 42.6 321 29.7
AG Saturados (g) 18.5 22 245 194 185
AG monoinsaturados (g) 9.5 115 12.8 9.1 7.2
AG poliinsaturados (g) 1.1 1.2 1.3 1 1.4
Carbohidratos (g) 61.2 52.4 459 59.2 59.4
Fibra (g) 7 8 10.9 0.2 3.4

Calcio (mg) 56 62 73 199 189
Hierro (mg) 8 6.3 11.9 0.2 2.4
Magnesio (mg) 146 176 228 12 63
Fosforo (mQ) 206 260 308 176 208
Potasio (mg) 559 567 715 286 372
Sodio (mg) 24 10 20 90 79

Zinc (mg) 2.7 3.3 0.7 2.3
Cobre (mg) 1 13 18 0.1 0.5
Manganeso (mg) 1.4 1.3 2 0 0.5
Selenio (pg) 3 8.4 6.8 4.5 4.5
Niacina (mg) 0.7 0.8 11 0.7 0.4

Vit. A (Ul) 50 50 39 30 195

Vit. E (mg) 0.5 0.6 0.6 1 0.5
Cafeina (mg) 43 86 80 0 20
Teobromina (mg) 493 632 802 0 205

Fuente: Torres (2012).

El contenido de minerales varia en funcién del resto de los ingredientes, siendo el potasio el

elemento mayoritario. También destaca el aporte de magnesio y fosforo. En el chocolate

con leche se produce una modificacién importante frente a la materia prima (cacao), debido

al aporte de calcio y otros elementos como selenio y fosforo (Gil, 2010).
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El contenido de vitaminas esta afectado por el resto de los componentes del chocolates; el

cacao contiene acido folico y la vitamina B, en el chocolate con leche se incrementan los
niveles de vitamina A (Gil, 2010). Ademés, cabe destacar la presencia de pequefias
cantidades de algunos compuestos que presentan importantes efectos sobre el organismo.
Entre los mas significativos destacan: los compuestos fendlicos, los fitoesteroles o los

alcaloides de tipo metilxantinas, como la teobromina (Torres, 2012).

1.2.5 Cacao y chocolate como fuente de polifenoles.

Los compuestos fendlicos o polifenoles son un conjunto heterogéneo de moléculas que
comparten la caracteristica de poseer en su estructura varios grupos bencénicos sustituidos
por funciones hidroxilicas y son importantes para la fisiologia de las plantas pues
contribuyen a la resistencia a los microorganismos e insectos y ayudan a preservar su
integridad debido a su continua exposicion a estresantes ambientales, incluyendo

radiaciones ultravioletas y relativamente altas temperaturas (Gutiérrez, 2002).

Todos poseen una estructura de 3 anillos consistentes en 2 centros aromaticos (anillos Ay
B) y un heterociclo oxigenado central (anillo C) y estan tipicamente conjugados a azucares
clasificandose en 6 subgrupos: flavonoides, flavonas, flavanonas, isoflavonas, antocianinas

y catequinas (Figura 14) (Lean et al., 1999).

(“7 " ‘:1’ [i l
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Figura 14. Estructura béasica de flavonoides.
Fuente: Sotero et al., (2011).
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Los flavonoides son los polifenoles mas abundantes en el cacao, su contenido representa
del 6-8% de su peso seco. El chocolate es rico en flavonoides con la estructura de las
catequinas y epicatequinas y sobre todo de los polimeros tipo procianicidas que se forman
durante el procesamiento del grano de cacao por union desde 2 a 10 mondmeros de
epicatequina debido a la accion en esas condiciones de la enzima polifenol oxidasa (Lean et
al., 1999; Ferrazzano et al., 2009).

Los polifenoles encontrados en el grano de cacao se almacenan en las células
pigmentadoras de los cotiledones y dependiendo del contenido de antiocianinas estas
celulas pueden llegar a tener una tonalidad purpura oscura (Gil, 2012).

Abarcan a méas de 8000 compuestos distintos y han demostrado poseer importante actividad
antioxidante. El organismo humano no los produce pero representan componentes

sustanciales de la parte no energética de la dieta humana (Sotero et al., 2011).

La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos se atribuye a su facilidad para ceder
atomos de hidrdgeno de un grupo hidroxilo aromatico a un radical libre (Figura 15) y a la
posibilidad de deslocalizacion de cargas en el sistema de dobles enlaces del anillo
aromatico (Duthie et al., 2003).

Og
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Figura 15. Neutralizacion del radical libre por un antioxidante
Fuente: Criado y Moya (2009)
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Un antioxidante se puede definir como una molécula capaz de retardar o prevenir la

oxidacion (dafio en su estructura quimica) de otras moléculas. Las reacciones de oxidacion
pueden producir compuestos que en quimica se conocen como radicales libres, moléculas
con una alta capacidad para reaccionar con otras moléculas, ya sean lipidos, proteinas o
carbohidratos, lo que puede conducir a dafiar las células y provocar enfermedades. Nuestro
organismo produce de forma natural radicales libres y éstos son controlados por los
antioxidantes, eliminandolos, desactivando, minimizando o anulando los efectos
perjudiciales en las células. Debido a lo anterior, el consumo de alimentos con alto
contenido en antioxidantes favorece el sano mantenimiento del organismo (Castro y Garcia,
2009; Manthur et al., 2002).

Estudios metabdlicos epidemioldgicos indican que el consumo regular de productos
derivados del cacao incrementan el nivel plasmatico de antioxidantes, los que pueden
prevenir la oxidacion del LDL-colesterol y contribuir a la proteccion contra enfermedades

cardiovasculares (Gutiérrez, 2002)

Los mecanismos fundamentales relacionados con la patologia del cancer incluyen a las
especies reactivas de oxigeno y el dafio secundario al ADN, por lo que hay consenso de que
los antioxidantes ya sean naturales o sintéticos tienen un efecto oncoprotector (Gutiérrez,
2002).

Se ha confirmado el efecto benéfico del chocolate sobre la funcién plaquetaria mostrando
una reduccion de la agregacion, una disminucion del volumen plaquetario y una reduccion
de la degranulacion de las plaquetas (medida como liberacion de ADP) tras el consumo de

chocolate negro (Murphy et al. , 2003).

Se ha demostrado que las porcianidinas del cacao estimulan la formacién o las
prostaciclinas e inhiben la formaciédn de los leucotrienos, lo cual se traduce en un efecto que
produce una mayor fluidez de la sangre por los diferentes vasos, evitando la formacion de

trombos y el riesgo de un accidente vascular (Schramm et al., 2001).
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En la figura siguiente se muestra algunos de los beneficios que proporciona el consumo de

Cacao y Chocolate

cacao y chocolate.
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Figura 16. Algunos beneficios del consumo de cacao y chocolate:
Fuente: Nestlé, (2010).

Entre los componentes del bagazo de cacao se han encontrado 2 tipos de sustancias
cariostaticas que en ratas inhiben la produccién de caries, una de ellas es una epicatequina
polimérica con enlaces C4—C8 con accidon antiglicosiltransferasa, de la que depende su

accion antibacteriana y cariostatica (Gutiérrez, 2002).

En general, se estima que es mas conveniente consumir chocolate oscuro, ya que contiene
casi 24 mg de antioxidantes por gramo. El cacao en polvo, al ser una fuente concentrada,
contiene unos 42.5 mg por g de cacao. Una manera de apreciar estos datos es sabiendo que
en lo que a consumo de polifenoles se trata, una taza de té negro de unos 180 ml,
contribuye con unos 630 mg; un vaso de vino tinto de 100 mL, con 190 mg; un vaso de
jugo de naranja de 240 mL con 54 mg, y una racion de unos 70 g de moras azules, con

180mg (L6pez-Munguia, 2011).
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Los polifenoles presentes en el cacao desempefian un papel importante en la calidad de

alimentos derivados, ya que intervienen en su apariencia, color, olor, acidez, e incluso en
sus propiedades potencialmente beneficiosas para la salud humana. Estos pardmetros son de
particular importancia en la cadena de produccion de chocolate, ya que muchos de ellos
pueden ser evaluados y tenidos en cuenta por los transformadores de cacao en el mercado,

dando lugar a su eleccion o rechazo (Gil, 2012).

1.2.6 Importancia economica del chocolate.

El consumo de productos de confiteria de chocolate aument6 en un 10% entre 2002 y 2010
en un grupo de paises seleccionados, entre los que figuran los principales paises europeos,
Estados Unidos, Brasil, Japon y Australia, tratindose de una tasa anual de crecimiento del
1,2%. Este hecho subraya el descenso del consumo de chocolate en la mayoria de los paises
seleccionados en 2009, en el peor momento de la crisis econémica mundial. Sin embargo,
el consumo empez6 pronto a recuperarse en 2010, aumentando en 2,8%, para alcanzar un

nivel récord de alrededor de 5,54 millones de toneladas (Canacacao, 2012).

El mercado de chocolate es el mayor consumidor de cacao en grano (FAO, 2010)

e Productos intermedios como cacao en polvo y manteca son utilizados en diversas areas

e EIl consumo per capita lidera Suiza, Alemania, Bélgica, Francia, Reino Unido,
Alemania y EEUU.

e En conclusion, el cacao se produce en los paises en desarrollo y se consume

principalmente en paises desarrollados.

1.2.7 Lacalidad del chocolate.

El procesado industrial del chocolate resulta un proceso complejo en el que la manipulacion
de las distintas operaciones y los distintos ingredientes influiran en sus caracteristicas,
especialmente en los atributos sensoriales y en consecuencia, en la calidad del producto

final que se obtenga. El término calidad es muy utilizado y, en muy diversos contextos,
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tiene un significado que es poco claro, ya que cuando se analiza detenidamente tiene

significados distintos en diferentes categorias y personas (Torres, 2012).

La norma ISO 9000:2000 da una definicion bastante amplia: «la calidad es el conjunto de
propiedades y caracteristicas de un producto, de un proceso o de un servicio que le

confieren su capacidad de satisfacer necesidades implicitas o explicitas».

La evaluacion de los atributos intrinsecos (fisico-quimicos, nutricionales y seguridad
microbioldgica y toxicologica) conlleva la seleccion de los pardmetros a analizar y la
seleccion de los métodos més adecuados para realizar dicho anélisis. Estos analisis se
llevarén a cabo por el instrumento de medida idéneo. (Torres, 2012).

1.3 Micotoxinas.

Las micotoxinas son metabolitos secundarios, producidos por ciertos hongos pertenecientes
principalmente a los géeneros Aspergillus, Fusarium y Penicillium. Suelen encontrarse en
una gran variedad de productos agricolas, y son los contaminantes naturales de los
alimentos mas extendidos a nivel mundial. Son altamente toxicos, producen mutaciones
(mutégenos), producen cancer (cancerigenos), malformaciones en los fetos (teratdgenos) y
disminuyen la inmunidad (inmunosupresores). Debido a su gran variedad de efectos
toxicos, y sobre todo a su extrema resistencia al calor (termorresistencia), la presencia de
las micotoxinas en los alimentos es considerada de alto riesgo para la salud humana y de los

animales (Méndez-Albores y Moreno-Martinez, 2009).

Estos metabolitos son producidos al final de la fase de crecimiento exponencial de los
hongos y carecen de importancia aparente para el microorganismo que los produce con

respecto a su crecimiento o a su metabolismo (Figura 17) (Smith et al., 1994, Jay, 1994).
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Figura 17. Fases del crecimiento fungico y localizacion de la sintesis de micotoxinas.
Fuente: Soriano del Castillo (2007).

Dentro de las principales condiciones que favorecen el crecimiento de los hongos y la
produccion de micotoxinas se encuentran: la humedad, actividad de agua, temperatura, pH,

composicion del sustrato y presencia de parasitos (Sanchis et al., 2007).

Debe pensarse en las micotoxinas como agentes causales cuando una enfermedad afecta a
varias personas sin querer que exista una relacion evidente con un agente etiologico
conocido, como microorganismos. Dadas las caracteristicas de comercio actual, puede
producirse micotoxicosis por alimentos contaminados, cultivados localmente o importados,

tanto en paises desarrollados como no desarrollados (Peraica et al., 1999).

La informacion en México respecto a la incidencia y los niveles de contaminacion por
micotoxinas en los alimentos esta limitada por muchos factores, entre ellos los recursos
disponibles para realizar investigaciones, las facilidades de los laboratorios para llevar a
cabo los analisis, lo adecuado de los procedimientos de muestreo y la sensibilidad de los
métodos de cuantificacion utilizados. De la extensa variedad de micotoxinas, alrededor de
una veintena han sido particularmente investigadas y seis se consideran importantes desde

el punto de vista alimentario (Tabla 11).
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Tabla 11. Micotoxinas comunmente encontradas como contaminantes de los alimentos.

. . Limite de
Micotoxina Efectos Hongo productor .
tolerancia

. Nefrotoxi Penicillium verr m k
Ocratoxina A e otoxwas, enici _|u verrucosu 3 pna’kg

Nefrocancerigenas Aspergillus ochraceus (Cereales)
Zearelenona (F- | Estrogenas Fusarium graminearum 1 pa/kg
2 0 ZEN) Genotdxicas F. culmorum (cereales)
Poca evidencia experimental o 50 pg /L
Patulina clinica, de sus efectos en Penicilliun expansum (jugo de
humanos. manzana)
Tricotecenos NP Fusarium graminearum 0.5 Hgkg
. Citotdxicas - (cereales).
Deoxinivalenol INMUNOSUDIESOras F. verticilliodes 0.75 ua/k
(DON) P F. culmorum 1o UG
(harinas).
Leucoencefalomalacia en

.. . . - 1 po/ kg para
Fumonisinas equinos. Fusarium verticilliodes FB. FB
FBi, FB,y FB; Edema pulmonar en porcinos. F. proliferatum b2

, (maiz).
Céncer en humanos.

. . 20 pg/k
Aflatoxinas Cancerigenas Asperaillus flavus ar:g g
AFB,, AFB.y Mutagenas A IOar?asitic:us Zflatoxinas
AFG,, AFG, Teratgenas P totales

Fuente: Méndez-Albores y Moreno-Martinez, (2009).

1.3.1 Aflatoxinas.

El nombre de aflatoxina hace referencia al hecho de ser biosintetizadas por el hongo
Aspergillus flavus; el crecimiento de este hongo y la produccion de toxinas dependen de
muchos factores como puede ser el alimento, el grado de acidez, la temperatura o0 humedad
ambiental y la presencia de microflora competidora; en cuanto al tipo de aflatoxina B y
G,(Figura 18) se le denomina asi por el color de fluorescencia que emiten bajo la luz UV.

azul (Blue) y verde (Green) respectivamente (Soriano del Castillo, 2007).
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Figura 18. Estructuras de aflatoxinas.
Fuente: Ellis et al., (1991).

Son sustancias biogenéticas y estan estructuralmente relacionadas. Quimicamente son
cumarinas sustituidas, conteniendo anillos de bifurano y configuracion tipo lactona,
comunes a todas ellas; son estables en los alimentos y resistentes a la degradacion bajo
procedimientos térmicos. Es dificil eliminarlas una vez que se producen (Soriano del
Castillo, 2007; Urrego y Diaz, 2006).

Los alimentos considerados mas susceptibles a la contaminacion fangica y la consiguiente
produccion de aflatoxinas incluyen tipicamente al maiz, cacahuates, pistachos, nueces del
Brasil. También se han encontrado aflatoxinas en otras semillas oleaginosas como el girasol
y la soya, en los aceites vegetales sin refinar, en otros frutos secos como las almendras,
avellanas y las nueces, asi como también en las frutas desecadas como los higos, las pasas,

el café y el cacao (Soriano del Castillo, 2007).

El Mecanismo de accién

La aflatoxina B; se considera la méas importante de toda la serie, normalmente aparece con

mayor frecuencia y a mayor concentracion que las restantes aflatoxinas. Esta es absorbida

Ingenieria en Alimentos Pdgina 36



en el intestino delgado y transportada por los globulos rojos y las proteinas plasmaticas
hasta el higado (Soriano del Castillo, 2007).

Toxicologia.

La IARC (International Agency Research Cancer) ha clasificado a la AFB; dentro de la
categoria de sustancias de tipo 1 en base a la existencia de suficientes evidencias acerca de
su caracter carcinogénico para el hombre. La exposicion humana a aflatoxinas se produce
principalmente por ingestion de comidas contaminadas. La inhalacion de estas toxinas
también puede suceder ocasionalmente debido a exposicion de tipo laboral o profesional
(Soriano del Castillo, 2007; Urrego y Diaz, 2006).

Las aflatoxinas son compuestos con efectos toxicos inmediatos. El principal 6rgano diana
de los efectos tdxicos y carcinogénicos es el higado; dentro de los efectos agudos por
micotoxinas se hallan: hepatitis aguda, los sindromes de Reye y de Kwashiorkor
especialmente en nifios de los trépicos el cuadro clinico incluye higado graso y edema
cerebral severo; a largo plazo se presentan efectos carcinogénicos, mutagénicos,
teratogénicos, estrogénicos, inmunotoxicos, nefrotdéxicos y neurotdxicos (Urrego y Diaz,
2006; Peraica et al., 1999).

Las aflatoxinas pueden reaccionar directamente con las membranas de las células, con
acidos nucleicos o con proteinas y provocar una interferencia del metabolismo energético,
de la sintesis del ARN, de proteina y de las purinas, por lo cual se afecta el ciclo celular, la
mitosis de las células y gran cantidad de funciones orgénicas. Las alfatoxinas alteran el
metabolismo del calcio, del fosforo y de la vitamina D, también se ha demostrado un efecto

negativo sobre la integridad del rifidn (Peraica et al., 1999)

El comité mixto FAO/WHO de Expertos en Aditivos alimentarios (JECFA) evalud las
Aflatoxinas, y considerd que el riesgo de intoxicacion aguda es entre moderado y bajo. En

la Tabla 12 se muestran los valores de DLsg (Soriano del Castillo, 2007).
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Tabla 12. Valores de DLso dependiendo de la especie animal.

Especies DL, (mg/KQ)
Conejo 0.30
Pato 0.43
Cerdo 0.60
Trucha 0.80
Oveja 1-2
Pollo 6.30
Rata 5.50-17.90

Fuente: Soriano del Castillo (2007).

Los efectos toxicos dependen de las dosis y de la duracion de la ingestion, de la edad,

especie, el sexo y sobre todo del estado de nutricidn de la persona o del animal.

La Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA), establecio
en 1977 un limite permisible de 20 microgramos por kilogramo para las aflatoxinas totales
en los alimentos destinados al consumo humano. Sin embargo, en algunos paises europeos
se han establecido limites de tolerancia mas estrictos, especificamente para la AFB1,
reglamentando 5 microgramos por kilogramo para los alimentos destinados tanto al
consumo humano como animal (Méndez-Albores y Moreno-Martinez, 2009).

1.3.2 Ocratoxina.

Las ocratoxinas (Figura 19) son micotoxinas producidas por algunas especies de los
géneros Aspergillus y Penicillium, el primero dominante en climas tropicales y el segundo
en climas frios o templados. Fue aislada por primera vez en 1965 de un cultivo de
Aspergillus ochraceus de donde deriva su nombre. La mayoria de los hongos producen
principalmente ocratoxina y raras veces ocratoxina B (Frazier y Westhoff, 1993; Soriano
del Castillo, 2007; Ravelo et al., 2011).
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Figura 19. Estructura de la Ocratoxina A.
Fuente: Ravelo et al., (2011)

Quimicamente la Ocratoxina A es una molécula formada por un anillo de 3-4 dihidro metil
isocumarina unido por medio de un grupo carboxilo y a través de un enlace tipo amida, a
una molécula de fenilalanina. Es muy estable, incolora, soluble en disolventes organicos
polares, poco soluble en agua, con caracteristicas de acido débil y capaz de emitir
fluorescencia al ser excitada con luz UV (Monaci y Palmisano, 2004).

La ocratoxina A (OTA) se puede encontrar como contaminante natural en los cereales,
especialmente en la cebada, harinas y turto de mani y en una serie de alimentos como
granos de café, legumbres, frutas, quesos, carnes ahumadas como jamdn, tocino y

embutidos, cerveza, especias, vino y frutos de la vid (Quintana et al., 2007)

Manifestaciones clinicas.

Las principales manifestaciones de la Ocratoxina A mediante los cuales ejerce su toxicidad
son:

e Alteracion sobre la respiracion celular.

e Alteracion de la sintesis de proteinas.

e Secuestro de calcio microsomal.
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Toxicocinética.

En todas las especies estudiadas la OTA (ocratoxina A) se absorbe rapidamente en el tracto
gastrointestinal, y pasa a la circulacion sistémica, detectandose en sangre y tejidos, se
elimina lentamente, y su biodisponibilidad en especies de mamiferos es superior al 50%.
Las concentraciones més altas se detectan en los 6rganos de mayor actividad metabolica
como rifién, higado, masculos y grasa (Soriano del Castillo, 2007; Ravelo et al., 2011)

La OTA tiene una alta capacidad de fijacion a las proteinas plasmaticas, y presenta una
semivida de eliminacion larga, con valores en el cerdo de 72-120 horas y en el hombre de
840 horas siendo la fraccion libre de la toxina <0.2 %. (Studer-Rohr et al., 2000).

Toxicidad.

La OTA es nefrotoxica, inmunosupresora, genotdxica, carcindgena, teratogénica y
neurotdxica, hepatotdxica. Respecto a su actividad carcinogénica, la Agencia Internacional
de Investigacion contra el Cancer (IARC) ha clasificado a esta micotoxina en la categoria
2B, es decir como posible carcindbgeno humano, ya que produce tumores renales en
animales de experimentacién y se ha relacionado con evidencias epidemioldgicas de cancer
testicular (Arbillaga et al., 2004; Peraica et al., 1999, Ravelo et al., 2011).

En cuanto a sus efectos nefrotoxicos, estudios epidemiolégicos se han asociado al consumo
cronico de OTA con el desarrollo de ciertas enfermedades endémicas, tanto en animales

como en el hombre (Arbillaga et al., 2004; Ravelo et al., 2011).

La toxicidad aguda de la OTA presenta variaciones interespecificas. La DLsg por via oral
presenta un intervalo entre 20-50 mg/kg en ratas y ratones, y hasta 0.2-1 mg/kg en perros,

cerdos y pollos, que son especies mas sensibles (Ravelo et al., 2011).
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El comité del CODEX sobre aditivos alimentarios y contaminantes de los alimentos sefiala

que es conveniente reducir todo lo posible la exposicién a la ocratoxina A, situando la
exposicion de ingesta diaria tolerable de 1.2-1.4 ng/kg de peso corporal y un limite maximo
de 5 pg/kg para cereales sin transformar, no obstante la Comunidad Europea indican la
fijacion de un limite inferior para esta micotoxina en cereales transformados con el fin de
proteger la salud publica (CODEX, 2000).

1.3.3 Métodos de deteccidon de micotoxinas.

La importancia del analisis de micotoxinas en alimentos reside en el cumplimiento de las
reglamentaciones y en la verificacion de los sistemas de control de seguridad alimentaria
con el fin de preservar la salud de la poblacion. Se puede encontrar alrededor de cuarenta
métodos validados para analisis de micotoxinas pertenecientes a diferentes familias
qguimicas, mientras que el comité Europeo de Normalizacion ha publicado un documento
con criterios especificos para varios métodos del andlisis de micotoxinas, estos analisis
requieren un alto grado de exactitud, precision, y reproducibilidad, por esta razon se
recomienda el uso de procedimientos de garantia de calidad incluidos los materiales de

referencia certificados y las comparaciones inter-laboratorio (Soriano del Castillo, 2007).

La determinacion fisico-quimica de las micotoxinas y de su concentracion lleva consigo las
siguientes operaciones (Bourgeors et al., 1994):

e Extraccion

e Eliminacion de impurezas (purificacion).

e Separacion

e Cuantificacion, generalmente por flurodensitométria.

En la Tabla 13 se presentan algunos de los métodos y técnicas para la deteccion de

micotoxinas.
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Tabla 13. Métodos y técnicas de deteccion de micotoxinas.

Método/técnica

Lampara ultravioleta e Método rapido que detecta la
fluorescencia.

e Permite inspeccionar un gran
volumen de granos.

Anticuerpos monoclonales

e La micotoxina problema se une a los
anticuerpos monoclonales fijados en
la columna de inmunoafinidad.

e Herramienta basada en un analisis
semi cuantitativo

e Es una técnica utilizada para separar
los componentes de una mezcla
basandose en diferentes tipos de
interacciones quimicas entre las
sustancias analizadas y la columna
cromatografia.

e Es una técnica de inmunoensayo en

la cual un antigeno inmovilizado se

fv - detecta mediante un anticuerpo

Antisuseo  Confupada _ enlazado a una enzima capaz de
generar un producto detectable.

IH'JLluHIﬂ

Fuente: Requena et al. (2005)
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1.3.4 Legislacion de micotoxinas.

La necesidad de establecer una legislacion para fijar limites en la concentracion de
micotoxinas en alimentos para humanos y para animales esta generalmente reconocida en
varios paises del mundo. Préacticamente, todos los paises que tienen una economia de
mercado bien desarrollada, tienen reglamentaciones en lo que respecta a las micotoxinas.
Por el contrario, muchos de los paises que estan en fase de desarrollo y donde la agricultura
tiene una gran importancia, no tienen reglamentaciones para micotoxinas. Los fundamentos
que influyen para la reglamentacién de las micotoxinas estan sujetos a varios factores

principales, tales como (Gallego, 2010):

Disponibilidad de datos toxicologicos

e Disponibilidad de datos respecto a la incidencia de micotoxinas en varios alimentos.
e Homogeneidad de la micotoxina en la masa alimentar.

e Disponibilidad de métodos analiticos de control

e Legislacion en otros paises con los que contactos comerciales

e La necesidad en algunos paises de ser abastecidos suficientemente en cuanto a

alimentos.

El desarrollo de cada uno de los puntos anteriores muestra una gran dificultad para
establecer directrices en cuanto a fijar las concentraciones maximas de micotoxinas

permitidas en alimentos (Gallego, 2010).

En los ultimos afios la creciente preocupacion que, desde el punto de vista de la seguridad
alimentaria, ha supuesto la presencia de micotoxinas en los alimentos, se ha traducido en el
marco legislativo en un incremento del nimero de normativas que regulan no solo los
limites maximos admitidos para cada micotoxina en diferentes alimentos sino también los

protocolos de tomas de muestras y especificaciones requeridas (Soriano del Castillo, 2007).
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Mundialmente, hasta el afio 2003 al menos 99 paises poseian reglamentos para las

micotoxinas, de hecho, todos los paises con reglamentos tenian hasta este afio al menos

limites reglamentados para la aflatoxina B1 o para aflatoxinas totales (FAO, 2004)

En lo que se refiere a la ocratoxina A (OTA) se aprecia un incremento significativo en el

namero de paises que imponen limites a los alimentos principalmente para los cereales y

los productos a base de cereales considerados como la fuente de exposicion principal para

los seres humanos de esta micotoxina. La Union Europea establece un nivel maximo de 5

ng/kg para cereales sin procesar (Tabla 14) (FAO, 2004).

En el establece que se examinara el dictamen cientifico de la EFSA (Autoridad Europea de

Seguridad Alimentaria) con el fin de establecer limites maximos en productos como lo son:

Frutos secos distintos a las pasas de uva y pasas de higo, cacao y productos del cacao,

especias, productos carnicos, entre otros.

Tabla 14. Limite de Ocratoxina A, en Union Europea.

Matriz Nivel maximo (ug/kg)
Cereales sin procesar. 5
Todos los productos derivados de 3
los cereales sin procesar.
Pasas de uva. 10
Pasas de higo. 8-10**
Frutos secos distintos a las pasas de 1-2 **
uvay pasas de higo.
Café en grano 5
Café soluble 10
Productos de cacao 0.5-2 **
Vino
Cerveza 0.2**
Alimentos para bebes 0.5

Nota: Los niveles no estan fijados o estan actualmente en discusion (**).

Fuente: R-Biopharm (2011).
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2 Objetivos
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2.1 Objetivo general:

Evaluar el efecto de distintas etapas del procesamiento en la calidad del grano de cacao
(Theobroma cacao L.) que serd utilizada en la elaboracion de chocolates, asi como
determinar el efecto de diferentes porcentajes de cacao (70, 80, 100%), en los parametros
fisicos, quimicos y microbiolégicos de los productos elaborados artesanalmente en el
estado de Tabasco, México.

2.2 Objetivos particulares:

Objetivo particular 1:

Establecer el efecto de los cambios producidos en distintas etapas del procesamiento del
grano de cacao (sin fermentar, fermentado y tostado) mediante el contenido total de
polifenoles, capacidad antioxidante y coliformes totales para conocer las propiedades del

mismo como materia prima para la elaboracion de chocolate.

Objetivo particular 2:

Evaluar el efecto de distintos porcentajes de cacao en chocolates artesanales (70, 80, 100%)
en parametros de calidad (color, materia extrafia, grasa, humedad, coliformes totales),

contenido de polifenoles y capacidad antioxidante que permita relacionarlos con su calidad.

Objetivos particular 3:

Determinar la presencia de micotoxinas (Aflatoxina y Ocratoxina) mediante columnas de
inmunoafinidad, en diferentes etapas del procesamiento del grano de cacao (sin fermentar,
fermentado, tostado), asi como en chocolates artesanales con distinto porcentaje de cacao
(70, 80, 100%), para relacionarlos con la seguridad alimentaria
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3 Materiales
y métodos.
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3.1 Cuadro metodoldgico

Problema:

Evaluacion de la capacidad antioxidante, contenido de polifenoles, vy presencia de micotoxinas en
cacao v chocolates artesanales provenientes de Tabasco,

L ]

Objetivo General:

Evaluar el efecto de distintas etapas del procesamiento en la calidad del grano de cacao (Theobronu cacao
L) que serd utilizada en la elaboracion de chocolates, asi como determinar el efecto de diferentes
porcentajes de cacao (70, 80, 100%), en parametros fisicos, quimices v microbioldgicos deles productos
elaborados artesanalmente en el estado de Tabasco, México.

Y

¥

¥

Objetivo Particular 1:
Establecer el efecto de los cambios
producides  en  distintas  etapas  del
procesamiento del grano de cacao (sin
fermentar, fermentado,  tostado)
mediante el contenide  total  de
polifenocles, capacidad antiovidante v
coliformes totales para conocer las
propiedades del mismo como materia
prima para la elaboracion de chocolate.

(]

Actividades:
* Color. (Briones ef al_, 2006)
* Grasa total (NOM-086-SSA1-1994)
* Fenoles totales (Sadler v Jacobs, 1995),

* Capacidad antioxidante (Martinez er al,
012).

Objetivo Particular 2:

Evaluar el efecto de distintos porcentajes
de cacao en chocolates artesanales (70,
80, 100%) en pardmetros de calidad
(color, materia extrana, grasa, humedad,
coliformes  totales), contenido  de
polifenoles, capacidad antioxidante, que
permita relacionarlos con su calidad.

¥

h 4

Actividades:
* Color. (Briones ef al., 2006),
* Humedad (ADAC, 2005),
' Grasa total (NOM-086-55A1-1994),

* Fenoles totales (Sadler v Jacobs. 1995
* Capacidad antoxidante (Martinez ef  alf,
ENTEN
* Materia Extrafia (NOM-186-SSA1/8CFI-
Y

*  Coliformes tofales (NOM-113-SSA]-

1994). —

T

Objetive Particular 3:
. Determinar la presencia de micotoxinas

(Aflatoxinag v Ocratoxina), mediante
columnas  de  inmunoafinidad, en
diferentes etapas del procesamiente del

grano de cacao  (Sin  fermentar,
fermentado, tostado), asi como en
chocolates  artesanales  con  distinto

porcentaje de cacao (70, 80, 100%), para
relacionarlos con la seguridad alimentaria.

¥

Actividades:
* Aflatoxinas (NOM-186-S5A1SCFI-2002).
* Ocratoxing (Prado et al. 2003).

Anilisis ¥ discusion de resulindos, L

v

Conclusiones
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3.2 Material Biologico.

El Cacao (Theobroma cacao) empleado fue procedente de Comalcalco, Tabasco, en
diferentes etapas de procesamiento de dos huertos distintos, las muestras analizadas fueron:

Cacao sin fermentar, fermentado y tostado (Tabla 15).

Tabla 15. Material bioldgico (cacao) utilizado durante la experimentacion.

Cacao sin Cacao fermentado Cacao tostado

fermentar

Huerta 1

Huerta 2

También se adquirieron chocolates artesanales provenientes del Estado de Tabasco, de

cinco casas productoras con diferentes porcentajes de cacao (100, 80, 70%) (Tabla 16).

Tabla 16. Material bioldgico (chocolates) utilizado en la experimentacion.

Casa l Casa 2 Casa 3 Casa 4 Casa b

858

Casas | _ oo |

productoras MWB
o
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3.3 Tratamiento de las muestras

Las muestras fueron conservadas a temperatura ambiente, en envases con bajos niveles de

oxigeno hasta su analisis.

Efecto en los parametros de calidad y actividad antioxidante de las etapas de
procesamiento en granos de cacao

Una vez obtenidos los granos de cacao de dos huertas con diferentes etapas de
procesamiento (sin fermentar, fermentado y tostado), se evaluaron parametros de calidad
(humedad y contenido de grasa), también se cuantifico el contenido de fenoles totales, asi
como la actividad antioxidante, los métodos se describen en el apartado 3.4 al 3.6.

Evaluacion de los parametros de calidad y capacidad antioxidante de chocolates
artesanales con diferentes porcentajes de cacao.

La caracterizacion de los chocolates artesanales con distintos porcentajes de cacao (70, 80,
100 %), fue llevada a cabo mediante pardmetros de calidad (humedad, contenido de grasa,
color, materia extrafia, coliformes totales), y se cuantific6 el contenido de fenoles totales y

capacidad antioxidante, describiéndose los métodos en el apartado 3.4 al 3.6.

Determinacion de la presencia de micotoxinas (Aflatoxina y Ocratoxina) en granos de
cacao y chocolates artesanales.

Se evaluo la presencia y contenido de micotoxinas (Aflatoxina y Ocratoxina) en el cacao en
diferentes etapas de su procesamiento (Sin Fermentar, Fermentado y Tostado), asi como
chocolates artesanales con distintos porcentajes de contenido de cacao (70, 80, 100%),

utilizando el método de columnas de inmunoafinidad que se describe en el apartado 3.7
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3.4 Parametros de calidad

3.4.1 Determinacién de Color.

La determinacion del color se llevo a cabo con un colorimetro (Minolta), se realizaron seis
lecturas (Figura 20). El color puede ser evaluado mediante L, a, y b que son los parametros
del sistema color CIELAB. EIl pardmetro L proporciona un valor de la Luminosidad de la
muestra. El pardmetro a indica la zona de variacion entre el rojo y el verde del espectro. El
parametro b se refiere a la zona de variacion entre el amarillo y el azul del espectro.
(Briones et al., 2006).

Figura 20. Medicion de color en chocolates.
Fuente: Elaboracion propia.

3.4.2 Humedad, gravimetria.

La determinacién de humedad se realiz6 por el método de la estufa de aire caliente marca
Quincy Lab (Figura 21), que se basa en la determinacion gravimétrica de la pérdida de
masa de la muestra desecada hasta masa constante en estufa de aire caliente. Para lo cual se
utilizaron cajas de aluminio a peso constante, con aproximadamente 2 g de muestra
colocandolas en una estufa de conveccion a 100° C. Los resultados se expresaron en
porcentaje de humedad (AOAC, 2005).
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Figura 21. Estufa de aire caliente.
Fuente: Elaboracion propia.

3.4.3 Grasa (lipidos combinados).

El contenido de grasa se realizd por el método mencionado en la norma oficial mexicana
NOM-086-SSA1-1994, para la extraccion de lipidos combinados, donde se utilizo el medio
acido, para hidrolizar la muestra y disolver las proteinas que permitiran la separacién de la

grasa.

Dentro de un matraz Erlenmeyer de 250 mL se pesd 2 g de muestra finamente molida de
cacao Yy chocolate respectivamente, a la cual se agregd 50 mL de HCI 33%, se colocaron en
un bafio maria durante una hora manteniendo el volumen constante con adicion de agua
(Figura 22). Una vez concluido se procedi6 a filtrar la muestra y a realizar lavados con agua

caliente hasta que esta quedara libre de acido; la muestra se secé a 60°C por toda la noche.

<4

1 ﬁ:j}%aﬂ >~ 201?{‘\405 47
Figura 22. Extraccion de grasa: A) Hidrolisis acida, B) Filtrado de la muestra.
Fuente: Elaboracion propia.
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La muestra ya seca, se colocd en el extractor Soxhlet (Figura 23) utilizando éter de petroleo
como disolvente, efectuandose la extraccion durante 4 horas; finalmente se procedio a
evaporar el disolvente y llevar a peso constante. Los resultados se reportaron como

porcentaje de grasa.

Figura 23: Extraccion de grasa por soxhlet.
Fuente: Elaboracion propia.

3.5 Determinacién de Fenoles Totales.

El contenido de polifenoles totales de los extractos se determind por el método de Folin-
Ciocalteau el cual se fundamenta en el caracter reductor de los polifenoles; midiendo la
cantidad de sustancia analizada que se necesita para inhibir la oxidacion del reactivo. Se
mezclaron 1500 pl de agua con 200ul de la muestra, 200ul de una solucion de carbonato de
sodio 20% y 100ul de reactivo de Folin-Ciocalteau 2N, la mezcla se incubé 30 min a
temperatura ambiente y protegida por la luz, trascurrido el tiempo se registré la absorbancia
a 760 nm en un espectrofotometro Genesys 10uv (Figura 24). La cuantificacion se realizo
por medio de una curva estandar de acido galico con el fin de expresar los resultados en

equivalentes de acido galico (GAE) (Sadler y Jacobs, 1995).
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Figura 24. A) Espectrofotometro Genesys 10uv utilizado en la determinacion de
polifenoles; B) Curva estdndar de Acido gélico.
Fuente: Elaboracion propia.

3.6 Determinacion de Capacidad Antioxidante.

La actividad antioxidante se realiz6 por reduccion del 2,2'azinobis-(3-etilbenzotiazolin 6-
acido sulfonico) (ABTS) con lecturas de la absorbancia a una longitud de onda de 734 nm.
Se obtienen los extractos de las muestras con metanol hasta que se produce una inhibicion
del 20 al 80%, en comparacion con la absorbancia del blanco, tras afiadir 100 pL de la
muestra con 1900 pL de dilucion del radical ABTSe+ (Figura 25). La absorbancia se mide
transcurridos 7 minutos. La cuantificacion se realiz6 por medio de una curva estandar de
trolox, con el fin de expresar los resultados en TEAC (actividad antioxidante equivalente a
Trolox) (Martinez et al., 2012).

C ‘.o
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Figura 25: Radical ABTS.
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3.6.1 Determinacion de materia extrafia para chocolate.

Para la determinacion de materia extrafia se tomaron 50 g de muestra de chocolate, el cual
se mezcl6 en una solucion detergente de lauril sulfato de sodio al 2% a una temperatura de
entre 50 y 70°C durante 3 horas (Figura 26). Posteriormente se vertio en una malla de 0.06
mm y se lavo con agua caliente (70°C), se elimino la grasa y materiales finos, el residuo se
pasa a un matraz en el cual se vertio 500 mL de agua y se dej6 hervir por 10 min, se dejé
enfriar a temperatura ambiente y se afiadié agua para completar 1 L; se afiadié 50 mL de
heptano con agitacion constante, se dejo reposar durante 30 min. Posteriormente se decantd
los liquidos sobre un vaso de precipitado. Seguido a esto, se afiadieron 35 mL de heptano,
para hacer una segunda extraccion, la cual dejé reposar por un periodo de 15 min,

finalmente se juntaron las dos extracciones.

Se coloco papel filtro rayado para conteo dentro de un embudo de succion y se vertié
uniformemente en él, el contenido del vaso de precipitado. El papel filtro se pas6 a una caja
Petri, que se observd al microscopio y se realiz6 el conteo de material extrafio. Los
resultados fueron expresados como el promedio de insectos enteros o sus fragmentos, asi
como pelos de roedor contenidos en 50g de muestra (NOM-186-SSA1/SCFI-2002).

B

Figura 26. Extraccion de materia extrafia (Lavado con solucidn detergente).
Fuente: Elaboracion propia.
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3.6.2 Determinacion de coliformes totales.

El método para determinar coliformes totales permite determinar el nimero de
microorganismos presentes en una muestra, utilizando un medio selectivo (Agar Mc
Conkey modificacion de la NOM-113-SSA1-1994) Se procedio a esterilizar el material y el
medio de cultivo en una autoclave a 121°C durante 15 minutos (NOM-113-SSA1-1994).

Posteriormente se prepararon las diluciones a utilizar en el sembrado, para lo cual se tomd
10 g de muestra que se diluydo en 90 mL de agua previamente esterilizada, una vez
homogeneizada esta solucion, se tomd 1 mL y se diluyo en 9 mL, se repitid esta operacion
hasta obtener una dilucién de 10 (Figura 27) Terminadas las diluciones se procedi6 a
sembrar por superficie en la cajas petri con agar. Se rotularon las muestras y se incubaron
por 24 horas a 35x 2 °C.

Realizar dilucionas decimales empleando tubos con 9.0 mL
1.0 mL 1.0 mL 1.0 mL
—
. nmOa | | J
m'2 10 10
\-\.
Homogeneizar b
Pesar 10 g de la muestra con \.
muestra en 90.0 mL de - — —~ " -
 m— T g R [ — {
b e N il e i T kT T
e — \h_———:, \.k_-——: 4 \‘::__F_—___

Figura 27. Determinacion de coliformes totales.
Fuente: Camacho et al. (2009)

Después del tiempo de incubacion se procedidé a hacer el conteo de las colonias. Los
resultados se expresaron segun el numero de colonias encontradas, si estas fueron menores
a 15, solo se reporta el numero de colonias seguido de la dilucion, pero cuando la cantidad
de colonias superaba las 15, el resultado se expresa como la cantidad de colonias por el

inverso de la dilucion.
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3.7 Cuantificacion de micotoxinas.

3.7.1 Aflatoxinas

El contenido de aflatoxinas se determind de acuerdo al método descrito en la norma oficial
mexicana NOM-186-SSA1/SCFI-2002, utilizando columnas de anticuerpos monoclonal
para aflatoxinas. La extraccion se realizoO mediante la molienda de 25g de muestra con 5 g
de cloruro de sodio y 100 mL de metanol. La mezcla se filtr6 a través de un papel filtro
Whatman N° 1 pre-doblado, del filtrado se tomaron 10 mL y se diluyo en una solucién de
40 ml de acetato de zinc/ cloruro de aluminio, la preparacion diluida se pas6 por un
segundo filtrado con papel filtro de fibra de vidrio. Del filtrado se tomaron 10 mL y fueron
transferidos a una columna de inmunoafinidad (Aflatest). Posteriormente, la columna se
lavo dos veces con 10 mL de una solucién de metanol- agua (20-80 v/v) (Figura 28).
Finalmente se pasé por una columna de inmunoafinidad con 1 ml de metanol grado HPLC
recolectandose en un vial, consecutivamente se adicioné a este eluido 1 mL de solucion
reveladora (solucion de bromo al 0.002%), se agitd y se cuantific el contenido de

aflatoxinas en un flourémetro VICAM serie 4.

Figura 28 . Extraccion de Aflatoxinas: Filtrado del extracto.
Fuente: Elaboracion propia.
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3.7.2 Ocratoxinas.

La extraccion se realizd mediante la molienda de 25g de muestra con 50 mL de metanol:
1% NaHCOj3; (70:30 v/v). La mezcla se filtré a través de un papel filtro Whatman pre-
doblado, del filtrado se tomaron 10 mL y se diluyeron en una solucién de 40 mL de PBS/
2% Tween 20, la preparacion diluida se pasé por un segundo filtrado con papel microfibra.
Del filtrado se tomaron 10 mL y fueron transferidos a una columna de inmunoafinidad
(Ochratest). Posteriormente, la columna se lavd dos veces, la primera con 10 mL de PBS/
2% Tween-20, el segundo lavado se llevd a cabo con agua destilada. Las toxinas se
eluyeron con 1.5 mL de la solucion de elucion Ochratest, se agitd y se cuantifico el
contenido de ocratoxinas en un flourémetro VICAM serie 4 (Prado et al., 2003) (Figura
29).

T L s 1
Figura 29. Extraccion de ocratoxina por el método de columna de inmunoafinidad.
Fuente: Elaboracion propia.

3.8 Andlisis estadistico

Para el tratamiento de resultados se realizO mediante analisis estadistico de varianza
(ANOVA) vy se aplicaron pruebas de rango mdaltiple (Tukey) para establecer diferencia
significativa (0=0.05) entre diferentes tratamientos, utilizando el programa estadistico
SPSS version 18
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4. Resultados y
Discusion
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4.1 Evaluacion del grano de cacao procedente de Tabasco, en distintas etapas de su

procesamiento.

4.1.1 Evaluacion de los parametros de color en distintas etapas del procesamiento
del grano de cacao.

El color es una propiedad de la materia directamente relacionada con el espectro de luz; con
base al color se pueden identificar muchas de las propiedades de los alimentos, ademas de
ser el primer contacto que tiene el consumidor con el producto (Badui, 1993), dada la

importancia del color en los alimentos se evalu6 en el grano de cacao.
En la Figura 30 se muestra la luminosidad de la semilla de cacao en distintas etapas de su

procesamiento sin fermentar, fermentado y tostado provenientes de dos huertos del estado

de Tabasco, mostrando diferencias significativas (p<0.05) entre huertos.

m Huerto 1

luminosidad

m Huerto 2

Sin Fermentar Fermentado Tostado
Etapa de proceso

Figura 30. Luminosidad del grano de cacao en distintas etapas de procesamiento,
procedentes de dos huertas del estado de Tabasco. Las barras verticales representan la
+D.E. las medias con la misma letra no tienen diferencia significativa, la primera letra
corresponde a la diferencia por huerto, mientras la segunda concierne a la etapa de proceso
(p <0.05).
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La luminosidad en los granos de cacao se vio afectada por la etapa de proceso; presentando

mayor luminosidad en el cacao sin fermentar; de alrededor de 29.53 para la huerta 1, y de
40.12 unidades de luminosidad para la huerta 2. Observando que la luminosidad es menor

en el cacao fermentado seguido del cacao tostado.

La luminosidad del grano de cacao sin fermentar de la huerta 2 tuvo una disminucion de
37.87 % en comparacion al cacao tostado de la misma huerta, existiendo diferencia
significativa (p<0.05); estos resultados pueden deberse a que el cacao sin fermentar
contiene pigmentos polifendlicos, que cuando son perturbados y dependiendo del contenido
de antocianina, el rango de pigmentos en las células de almacenamiento de polifenoles, le
confieren un color morado oscuro a los cotiledones frescos de cacao forastero (Nazaruddin
et al.,2001); posteriormente para el desarrollo del aroma a partir de los precursores de los
granos de cacao continda durante el secado con el desarrollo de un color marrén
caracteristico. Las principales reacciones de oxidacion de los polifenoles son catalizadas
por polifenol oxidasas, dando lugar a nuevos componentes del aroma, y la pérdida de la

integridad de la membrana, induce la formacién del color marron (Gonzélez et al. 2012).

Mientras que en el proceso de tostado, el cacao sufre un pardeamiento adicional al
observado durante etapas previas de fermentacion y secado, en este proceso participan
maultiples reacciones como son oxidaciones y polimerizaciones de polifenoles, degradacion
de proteinas, y reacciones de Maillard (Ramli et al., 2006). Debido a estas reacciones
producidas en el cacao durante el tostado se encuentra diferencia significativa (p<0.05)
respecto al cacao que no ha sido fermentado, en cambio no se presentan diferencia
significativa (p>0.05) entre el cacao sin fermentar y fermentado. Los resultados obtenidos
son menores a los obtenidos por Nogales et al. (2006) en cacao fermentado durante el
secado solar, la diferencia puede radicar en la variedad de cacao utilizado asi como las

condiciones de proceso a las que es sometido el grano de cacao.

En la Figura 31 se aprecia la pureza del color, también llamado croma, se observa que

existe diferencia significativa (p<0.05) por el huertos, siendo el huerto 2 el que mayor
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croma presenta en cada una de las etapas de proceso, excepto en el cacao sin fermentar, en

dicha etapa el huerto 1 presenta mayor pureza del color, durante la etapa de tostado el
huerto 2 se encuentra en un 36% por encima del huertol.

m Huerto 1

Croma

m Huerto 2

Sin Fermentar Fermentado Tostado
Etapa de proceso

Figura 31. Croma del grano de cacao en distintas etapas de proceso, procedentes de dos
huertas del estado de Tabasco. Las barras verticales representan la +D.E. las medias con la
misma letra no tienen diferencia, la primera letra corresponde a la diferencia por huerto,
mientras la segunda concierne a la etapa de proceso. (p < 0.05).

Los mayores valores de croma que se obtuvieron fue en el cacao tostado, los valores son
7.5y 10.31 (Huerto 1y 2, respectivamente), seguidos del cacao fermentado 2.41 y 3.86 por
ultimo el cacao sin fermentar 2.22 y 1.73, indicando que hay diferencia significativa
(p<0.05) entre el cacao tostado respecto al cacao que no ha sido fermentado y el que ya
sufrio este proceso. No obstante las unidades presentadas de cromaticidad son bajas,
ubicando al cacao segun la escala CIELAB en la zona de grises, lo cual indica una baja
pureza de color para este producto, sin importar el huerto utilizado o la etapa de proceso en

la cual se tome la lectura de color.
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4.1.2 Contenido de grasa en distintas etapas del procesamiento del grano de
cacao.

La grasa de cacao historicamente es de todas las grasas la mas utilizada e importante en la
confiteria, no sélo por ser un constituyente natural del chocolate, sino también por disfrutar

de la calificacion de estandar de referencia que por muchos afios se ha tratado de imitar
(Liendo, 2004).

Dada la importancia de la grasa de cacao se evalud su contenido; la Figura 32 muestra la

variacion del contenido de grasa en las etapas del procesamiento de cacao.

(o))
o

aa aa aa aa

[¢)]
o o o

m Huerta 1
® Huerta 2

(8]

Contenido de grasa (%)
w w g by a1

N
o1 o

N
o

Sin Fermentar Fermentado Tostado
Etapa de Procesamiento

Figura 32. Contenido de grasa en granos de cacao en diferentes etapas de procesamiento,
procedentes de dos huertas del estado de Tabasco. Las barras verticales representan la
+D.E. las medias con la misma letra no tienen diferencia, la primera letra corresponde a la
diferencia por huerto, mientras la segunda concierne a la etapa de proceso (p < 0.05).

El contenido de grasa oscil6 entre 51.18 a 54.25%, estadisticamente no mostraron
diferencia significativa (p>0.05) tanto por etapa de proceso como por huerto utilizado; lo
que indica que el contenido graso no se ve modificado por el proceso del cacao, la
fermentacion que es un proceso fundamental del beneficio de cacao, no modifica en nada el

contenido de grasa del grano de cacao, como lo hace con otros componentes. En cuanto la
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evaluacion por huerto, no existio variacion debido a que fue cosechado durante la misma

época, ademas de ser de la misma variedad, esto es similar a lo reportado por Reyes et al.
(1999) que indico que el contenido de grasa puede variar entre 48 y 60% segun su genotipo,
ademas de que depende del nivel de precipitaciones recibidas por la planta. Los valores
obtenidos concuerdan con lo reportado por Perea-Villamil et al. (2011) quienes evaluaron
el cacao distintas regiones de Colombia reportando contenidos entre 51-56 %, mientras que
en el cacao de Venezuela, Alvares et al. (2007) registro valores de 54-56 %.

En México no existe alguna norma que establezca los factores de calidad del cacao, como
en otros paises, como lo es Cuba, el cual establece que para un cacao de grado 1, siendo
este el de mayor calidad, el contenido graso debe ser mayor a 50% de su composicién, en
base a este pardmetro se pude establecer que el cacao de Tabasco pertenece al grado 1

segun la normativa Cubana.

4.1.3 Evaluacion del contenido de fenoles en distintas etapas del procesamiento

del grano de cacao.

Recientemente ha habido un gran interés en polifenoles, en particular de flavonoides, como
antioxidantes. Los flavonoides son sintetizados por todas las plantas vasculares. Como
resultado, las frutas, verduras, frutos secos, semillas, hierbas, especias y granos enteros son
fuentes de flavonoides en la dieta (Miller et al., 2006), los flavonoides son los polifenoles
méas abundantes en el cacao, y fue evaluada la concentracion de compuestos fenolicos
totales en diferentes muestras del grano de cacao, los resultados se muestran en la Figura
33, en la cual se observa que respecto al huerto utilizado no presenta diferencia

significativa, esto atribuido a que el grano utilizado procede de la misma variedad de cacao.
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Figura 33. Contenido de polifenoles totales en granos de cacao en diferentes etapas de
procesamiento, procedentes de dos huertas del estado de Tabasco. Las barras verticales
representan la £D.E. las medias con la misma letra no tienen diferencia, la primera letra
corresponde a la diferencia por huerto, mientras la segunda concierne a la etapa de proceso.
(p <0.05).

En cuanto a las etapas de proceso del grano de cacao; el cacao sin fermentar presento el
mayor contenido de fenoles 214.42 mgGAE/g para el huerto 1, seguido del cacao tostado
del huerto 2 con 141.96 mgGAE/g y por ultimo el cacao fermentado del huerto 1 con 70.27
mgGAE/g. El contenido de fenoles totales decrece en el cacao fermentado, siendo 67%
menor en comparacion con el cacao sin fermentar mostrando diferencia significativa
(p<0.05). Esto concuerda con Amores et al. (2006) y Verdesoto (2009); quienes observaron
que el contenido de polifenoles totales en muestras de grano de cacao no fermentado fue
mayor que en muestras después de ser sometidas al proceso de fermentacion,
encontrandose una disminucion hasta del 80 % durante esta etapa (Wollgast et al., 2000).
Esto se debe a que la fermentacion, al ser el tratamiento post-cosecha esencial, permite
desarrollar sabores adecuados y/o precursores de aromas, variando en gran medida el
contenido de polifenoles totales, debido a que las paredes celulares se hacen mas
permeables y se producen fenomenos oxidativos, predominando las reacciones de

oxidacion y condensacion de los compuestos fendlicos (Brito et al., 2002).
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Se observd un ligero incremento en el contenido de fenoles en los granos tostados de

alrededor de 77.5% en comparacién con los granos de cacao fermentados del huerto 2 y
21.43% para el huerto 1, presentando diferencia significativa (p< 0.05) entre los granos
fermentados y tostados, esto concuerda con lo reportado por Suazo (2012), el cual describe
que en granos de cacao en condiciones de tostado de 150°C/45 min, hay un ligero
incremento de contenido de fenoles, debido a la posible formacion de otros compuestos en
la reaccion de Maillard y a la formacién de nuevos compuestos polifendlicos provenientes
de reacciones de epimerizacién y condensacion, los cuales pueden presentar respuesta

positiva al reactivo de Folin-Ciocalteu.

4.1.4 Determinacion de capacidad antioxidante en granos de cacao en diferentes

etapas de procesamiento.

La actividad antioxidante, consecuencia de la presencia y estructura quimica de los
polifenoles, ha centrado interés en los posibles efectos beneficiosos para la salud de los
alimentos y bebidas ricos en polifenoles (Scalbert y Williamson, 2000), el grano de cacao
cuenta con altas concentraciones de polifenoles y a su vez con actividad antioxidante, la
cual fue evaluada mediante el ensayo ABTS, los resultados se presentan en la Figura 34.

450 +
400

a,b

m Huerto 1
® Huerto 2

Capacidad Antioxidante
m

Sin Fermentar Fermenado Tostado
Etapa de Procesamiento

Figura 34. Capacidad antioxidante en granos de cacao en diferentes etapas de
procesamiento, procedentes de dos huertas del estado de Tabasco. Las barras verticales
representan la £D.E. las medias con la misma letra no tienen diferencia, la primera letra
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corresponde a la diferencia por huerto, mientras la segunda concierne a la etapa de proceso.
(p <0.05).

Los resultados de capacidad antioxidante por medio del ensayo ABTS mostraron que no
presentaron diferencia significativa (p>0.05) entre los huertos evaluados, presentando
220.87 TE pmol/g para el huerto 1, y de 278.14 TE umol/g para el huerto dos, debido a que
el grano de cacao procede de la misma region en Tabasco, ademas de ser de la misma

variedad de cacao.

Sin embargo la capacidad antioxidante se ve afectada por el proceso; se observa que el
cacao no fermentado cuenta con un gran potencial antioxidante, y este potencial se ve
reducido en la etapa de fermentacion, esto concuerda con lo encontrado en el contenido de
fenoles totales debido a la disminucién de los compuestos fendlicos como lo son.
catequinas, epicatequinas, antocianinas, pro-antocianidinas, acidos fendlicos, taninos
condensados, flavonoides y algunos otros compuestos minoritarios (Sanchez-Rabaneda et
al., 2003), estos y otros compuestos otorgan la actividad antioxidante al cacao; para la
muestra del huerto de cacao 1, se aprecia que la reduccion en la etapa de fermentacién es de
57% de la capacidad antioxidante, mientras la muestra del huerto 2, presentd una
disminucion de 49%, por lo que existe diferencia significativa (p< 0.05) entre estas etapas

de procesamiento.

Se observo (Figura 34) un aumento de la capacidad antioxidante en la etapa de tostado de
0.5 veces aproximadamente para el huerto 1 (216.39 TE pmol/g), mientras que en el huerto
2 la capacidad antioxidante fue de 395.98 TE pmol/g lo que equivale a 1.5 veces el
aumento en la reduccion del radical, respecto al grano de cacao fermentado. Esto no parece
concordar con lo descrito en la bibliografia donde se han observado descensos de la
actividad antioxidante durante el tostado de cacao a temperaturas moderadas de 100-130°C
(Arlorio et al., 2007). No obstante las temperaturas altas pueden promover la formacién de
compuestos con actividad antioxidante como los productos de la reaccion de Maillard
(melanoidinas). Durante la ultima etapa de la reaccion de Maillard, se forman estos
compuestos poliméricos de color café. Las malanoidinas influyen en el color, sabor y
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textura de los alimentos sometidos a temperaturas altas. Entre algunas actividades

bioldgicas importantes de las melanoidinas se encuentran la actividad antioxidante y la
quelante (Tagliazucchi et al., 2010). El incremento de la capacidad antioxidante después
del tostado se puede deber a que a pesar de que se pierden compuestos con capacidad
antioxidante durante el proceso, la capacidad antioxidante se puede mantener o incrementar
debido a la formacion de estos nuevos compuestos sefiala Pérez et al. (2013) en estudios

realizados en café.

Aunado a esto, estudios realizados por Kofink et al. (2007), quienes pretendieron
evidenciar el efecto de los tratamientos industriales sobre la epimerizacion de catequinas en
cacao, lograron demostrar que los granos no fermentados, secos, pero no tostados,
contienen principalmente (+)-catequina y (-)-epicatequina; adicionalmente, en granos de
cacao tostado también encontraron (-) catequina, lo cual atribuyeron a los procesos
térmicos que contribuyen a la conversion de (-)-epicatequina a (-)- catequina. De igual
manera En estudios realizados por Payne et al. (2010), encontraron que cuando se
sometieron granos de cacao no fermentados a un proceso de tostado a 120°C, hallaban un
incremento de hasta casi 7 veces en el contenido de catequina. Por lo que se puede atribuir
el aumento de la capacidad antioxidante a un posible incremento de catequina en los granos
de cacao tostados.

4.2 Evaluacion de los chocolates artesanales provenientes de Tabasco.

4.2.1 Color en chocolates artesanales.

En 1986, la Commission Internationale de L'éclairage (CIE) estableci6é uno de los métodos
de evaluacion del color de mas amplio uso en alimentos, conocido como CIELab,
basandose en la determinacion de valores triestimulo que permiten definir cada color a
partir de unas coordenadas denominadas L*, a* y b*. El eje vertical L* es una medida de la
luminosidad, y varia desde completamente opaco (0) a completamente transparente (100).

En los ejes de tonalidad, a es una medida de la intensidad de color rojo (+) o verde (-), y b
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de la intensidad del color amarillo (+) o azul (-) (C. I.E., 1986). A continuacion se muestran

los resultados obtenidos de luminosidad en chocolates con diferentes porcentajes de cacao
procedente del estado de Tabasco.
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Figura 35. Luminosidad de distintos chocolates artesanales procedentes de diferentes casas
productoras de Tabasco. A) Chocolates artesanales con 70% de cacao, B) chocolates
artesanales con 80% de cacao, C) Chocolates artesanales con 100% de cacao. Las barras
verticales representan la +D.E. las medias con la misma letra no tienen diferencia, la
primera letra corresponde al porcentaje de cacao, mientras la segunda concierne a la
diferencia por casa (p < 0.05).
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En la Figura 35 se muestran los resultados obtenidos de luminosidad en chocolates

artesanales con 70, 80 y 100 % de cacao, se observa que la Casa 1 es estadisticamente

diferente (p<0.05) a otras casas productoras de chocolates artesanales.

Los chocolates que exhibieron mayor luminosidad fueron los provenientes de la casa 1 y
casa 4, estos presentaron el fendémeno denominado Bloom de grasa, donde la grasa tiende a
emigrar hacia la superficie y recristalizarse en ella, formando manchas palidas; este
fendmeno es presentado debido a las fluctuaciones de temperatura y condiciones
inapropiadas de templado que pudieron darse en el proceso de elaboracion (Briones y
Aguilera, 2004), por lo que al medir la luminosidad, se estaria midiendo también la de la
grasa expuesta; sabiendo que la luminosidad es O para el negro y 100 para el blanco, y la
grasa tiene una coloracion grisacea en la superficie (Gonzales et al., 2012), que es mas

cercana al color blanco, tiende a existir un aumento en la luminosidad de los chocolates.

Briones y Aguilera (2006) sefialan luminosidades en chocolate en un rango de 25 a 45, por

lo que todos los chocolates evaluados en este trabajo se encuentran en este intervalo.

La luminosidad de los chocolates con 100% de cacao (Figura 35C) fue mayor en
comparacion con los otros chocolates estudiados (Figura 35A) presentando un aumento en
su luminosidad de 25.32 % con respecto a aquellos que contienen 70% de solidos de cacao,
presentando diferencia significativa (p< 0.05), de igual manera presenta diferencia

significativa (p< 0.05) con aquellos que contienen 80% de cacao.

Los resultados obtenidos del croma evaluado en los chocolates con diferentes porcentajes
de cacao se muestran en la Figura 36 A; representa el croma en chocolates con 70% de
cacao, presentado la menor pureza de color la casa 2 con solo 4.21 unidades, mientras que

el mayor croma esté dado por las casas 1, y 3, con 7.9 unidades de croma.
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Figura 36. Croma de distintos chocolates artesanales procedentes de diferentes casas
productoras de Tabasco. A) Chocolates artesanales con 70% de cacao, B) chocolates
artesanales con 80% de cacao, C) Chocolates artesanales con 100% de cacao. Las barras
verticales representan la £D.E. las medias con la misma letra no tienen diferencia, la
primera letra corresponde al porcentaje de cacao, mientras la segunda concierne a la
diferencia por casa (p < 0.05).

En la Figura 36B se presentan los resultados para chocolates con 80% de cacao,
apreciandose una tendencia a aumentar la cromaticidad respecto a los chocolates evaluados
con 70% de cacao, presentando diferencia significativa (p<0.05) debido al contendido de
solidos de cacao en los chocolates, de igual forma los chocolates que presentan mayor

cromaticidad son aquellos que pertenecen a las casa 1 y 3, aumentando la cromaticidad en
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73.64% en ambas casas, respecto a los chocolates con 70% de cacao (Figura 36A); no

obstante, la casa 2 siguid manteniéndose con la de menor cromaticidad (3.04 unidades de
croma), presentando una reduccion de 27.79% unidades de croma respecto al chocolate de

la casa 2 con 70% de cacao (4.21 unidades de croma).

En cuanto a los chocolates con 100% de cacao (Figura 36C), se mantiene la tendencia de
aumentar la cromaticidad segun los sélidos de cacao confiriendo mayor pureza al color del
chocolate presentando diferencia significativa (p<0.05). Respecto a los chocolates con 70 y
80% de cacao; de los chocolates que presentan mayor pureza de color fueron aquellos
pertenecientes a la casa 4, el cual, aument6 aproximadamente 3 veces en comparacion a la

casa 4 con 70% de cacao (Figura 38).

El grado Hue (tono) (Tabla 17) para los chocolates con 70% de solidos de cacao tuvo
variaciones (29°-49°) entre casas, presentando diferencia significativa (p<0.05),con este
valor en la escala CIELAB indica la zona de colores rojos , tomando en cuenta la pureza de
color, no pas6 las 10 unidades, se puede decir que el chocolate con 70% de cacao se
encontraron en la zona de tonos grises, esto significa que el rojo estd muy mezclado con el

gris, lo que indica un color de baja pureza.
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Tabla 17. Angulo Hue o de tono para chocolates artesanales.

Casa productora | Contenido de cacao Angulo Hue (°)
70 49.15+9.22 3, ¢
C1 80 60.63+4.34 3, C
100 56.95+5.26 b, ¢
70 33.83+2.074a,a
C2 80 30.76+ 2.00 a, a
100 38.65+2.61 D, a
70 29.61+4.814a,b
C3 80 32.88+7.224a,b
100 63.96+ 12.25 b, b
70 30.44+4.894a,b
C4 80 30.44+4.894a,b
100 65.04+ 3.71 b, b
70 34.74+1.374a,b
C5 80 29.16+1.024a, b
100 56.70+2.37 b, b

Nota. Las medias con la misma letra no tienen diferencia, la primera letra corresponde al
porcentaje de cacao, mientras la segunda concierne a la diferencia por casa (p < 0.05).

En el caso de los chocolates con 80% de sélidos de cacao, el &ngulo Hue (tono) no tuvo
variaciones, encontrandose dentro de los 30°, excepto en la casa 1, la cual tuvo 60°
mostrando diferencia significativs respecto a las otras casas (p<0.05). En los chocolates con
100% de solidos de cacao, se observa que en 4 de las 5 casa evaluadas, presentaron un
angulo de tono que oscila entre 56 y 60° aproximandose a la zona de amarillos segun la

escala CIELAB, excepto la casa 2, presentando 38° , ubicada en la zona de colores rojos.

Los resultados del angulo Hue o tono, muestran un ascenso respecto al contenido de cacao,
siendo de 70% a 80% no significativo (p=0.05), mientras que los chocolates con 100%
muestran diferencia significativa (p<0.05) respecto a los otros porcentajes de solidos de
cacao en chocolates, con un ascenso del 56.74% en relacion a el chocolate con 80% de

cacao.
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4.2.2 Contenido de Humedad en chocolates artesanales del estado de Tabasco.

El contenido de humedad es un parametro importante en los chocolates, pues este ademas
de ayudar a disminuir el riesgo microbioldgico, nos dara ese sonido caracteristico del
chocolate al mordelo. A continuacion se muestran los resultados obtenidos para los
chocolates con diferentes porcentajes de cacao.
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Figura 37. Contenido de humedad de distintos chocolates artesanales procedentes de
diferentes casas productoras de Tabasco. A) Chocolates artesanales con 70% de cacao, B)
chocolates artesanales con 80% de cacao, C) Chocolates artesanales con 100% de cacao.
Las barras verticales representan la +D.E. las medias con la misma letra no tienen
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diferencia, la primera letra corresponde al porcentaje de cacao, mientras la segunda
concierne a la diferencia por casa (p < 0.05).

Los chocolates con 70 % de cacao (Figura 37A) presentaron un contenido de humedad de
alrededor del 2%, a excepcion de los chocolates de la casa 4 que presentd el mayor
contenido de humedad 10.5%, presentado diferencia significativa (p< 0.05) con respecto a
las otras casas, mostrando un 93.16% mas humedad con respecto al resto de las casas, esto
es debido a las caracteristicas de estos chocolates, dado que el chocolate de la casa 4, fue
elaborado con miel, esta le proporciond mayor humedad al chocolate aportandole diferentes
caracteristicas, ademas que al ser chocolates artesanales son elaborados bajo distintas
condiciones de proceso; Mércia de Freitas y Suzana (2004) hacen referencia a que la
humedad de los chocolates depende directamente de la humedad de los ingredientes y/o de
procesamiento del chocolate, ellos evaluaron distintos chocolates del mercado brasilefio,

reportando un intervalo de humedad de 0.37-4.04 %.

Con respecto a los chocolates con 80% de cacao (Figura 37B), la menor humedad
concierne a los chocolates pertenecientes a la casa 5 con 1.29% de humedad, sin embargo,
no presenta diferencia significativa (p>0.05) con respecto a la casa 1 y 2; la casa 4 al igual
que en los chocolates con 70% de cacao (Figura 38A) es la que presenta el mayor contenido
de humedad (9.86%).

En los chocolates con 100% de cacao la casa 4 mostré un descenso de 87.35% de humedad
(Figura 37C), mientras que las otras casas mantuvieron la humedad aproximadamente al

2%. Siendo la casa 3 la que presenté mayor humedad con 4.50%.

El efecto presentado por el porcentaje de sdlidos de cacao, muestra un descenso de
humedad a mayor contenido de cacao; los chocolates con 70 y 80% de cacao muestran
humedades similares, por lo cual estadisticamente no presentan diferencia significativa
(p>0.05), pero al compararlos con aquellos con 100% sélidos de cacao, se observa una

notable diferencia
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Estudios anteriores han reportado contenido de humedad en intervalos de 1.5% a 2% en

chocolates con leche y con almendras. (INCAP, 2012); para chocolates de mesa del 0.63-
1.02 % (Caldrona y Osorio, 2003); mientras que Romanchick (2002) reporté valores de 6-
8.5 % de humedad, por lo que los chocolates artesanales se encuentran dentro de los datos

reportados para distintos chocolates.

4.2.1 Contenido de grasa en chocolates artesanales del estado de Tabasco.

El contenido de grasa de un chocolate depende en gran medida de la variedad de cacao
empleado para su elaboracién, en estas muestras oscil6 de 39 a 55% (Figura 38), no
viéndose afectado por el contenido de cacao en el chocolate, no representa diferencia
significativa (p>0.05). El contenido de materia grasa debe ser superior al 25%, especifica la
norma NMX-F-061-1964 para chocolates amargos, todos los chocolates evaluados

superaron lo establecido por esta horma.

El contenido de grasa para los chocolates con 70% de cacao se observa en la Figura 38,
mostrandose que la casa productora 1 es la que mayor contenido de grasa tiene en sus
chocolates, con 52% para este porcentaje de cacao, mientras que la casa 3 contiene 39.41%
de grasa, presentando una disminucién de 25.46 % respecto a la casa 1, exhibiendo

diferencia significativa (p<0.05).
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Figura 38. Contenido de grasa de distintos chocolates artesanales procedentes de diferentes
casas productoras de Tabasco. A) Chocolates artesanales con 70% de cacao, B) chocolates
artesanales con 80% de cacao, C) Chocolates artesanales con 100% de cacao. Las barras

verticales representan la =D.E. las medias con la misma letra no tienen diferencia, la

primera letra corresponde al porcentaje de cacao, mientras la segunda concierne a la
diferencia por casa (p < 0.05).
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Resultados similares se pueden observar en los chocolates de 80% y 100% de cacao
(Figura38 B y C respectivamente). En el caso de los chocolates con 80%, 4 de las 5 casas
evaluadas presentaron un contenido graso menor al 45%; mientras que la casa 5 presentd un

contenido de grasa del 54.94%, sin embargo, no existe diferencia significativa (p>0.05) con
respectoalacasal, 2y 4.
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El mayor contenido de grasa se da en los chocolates con 100% de cacao (Figura 38C),

sobresaliendo el chocolate de la casa 4 100% de cacao, con un contenido de 55% de grasa.;
mientras que el chocolate que pertenece a la casa 5 obtuvo 39.72 % de grasa, siendo de los
chocolates con 100% de cacao con el menor contenido de grasa; las otras casas de

chocolates el contenido de grasa se presento en un intervalo de 47-51%.

Los resultados obtenidos son similares a los reportados por Naranjo (2011) en chocolates

de Tabasco, obteniendo resultados de 23-48% de grasa.

La importancia del contenido de grasa en los chocolates radica en un 60% de la grasa de
chocolate es saturada, rica en acidos grasos como el estearico (34%) o el palmitico (28%),
motivo por el cual es dificil que un chocolate adquiera un sabor rancio. Pero contiene
también acidos grasos insaturados como el oléico (35%) (de ese que abunda en el aceite de
oliva y en el aguacate) y juega un papel preponderante en la proteccion vascular al
disminuir el colesterol y las LDL (Lipoproteinas de Baja Densidad) y aumentar las HDL

(Lipoproteinas de Alta Densidad o colesterol bueno) (L6pez-Munguia, 2011).

4.2.2 Contenido de Polifenoles en chocolates artesanales procedentes del estado de

Tabasco.

El consumo de alimentos con alto contenido de antioxidantes como los polifenoles es cada
dia mas trascendente por sus beneficios sobre la salud. A continuacion se muestran los

resultados obtenidos para los chocolates artesanales provenientes del estado de Tabasco.
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Figura 39. Contenido de polifenoles totales de distintos chocolates artesanales procedentes
de diferentes casas productoras de Tabasco. A) Chocolates artesanales con 70% de cacao,
B) chocolates artesanales con 80% de cacao, C) Chocolates artesanales con 100% de cacao.
Las barras verticales representan la £D.E. las medias con la misma letra no tienen
diferencia, la primera letra corresponde al porcentaje de cacao, mientras la segunda
concierne a la diferencia por casa (p < 0.05).

Los chocolates con 70% de cacao (Figura 39A) presentaron contenidos de fenoles alrededor
de 12.5-124.83 mg GAE/qg, los chocolates de la casa 2 presentaron el mayor cantidad de
fenoles 124.83 mg GAE/g seguida de la casa 4 con 59.26 mg GAE/g mientras que la casa 5
presentd 12.5 mg GAE/g, por lo cual existié diferencia significativa (p<0.05), esto puede
deberse a que al ser chocolates artesanales no tienen un proceso estandarizado, y cada
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productor elabora los chocolates segun sus propias tradiciones, y es posible que los

chocolates de la casa 2 tuvieran una mayor exposicion al calor por lo cual puede haber
disminuido los niveles de polifenoles; no obstante, este intervalo es superior al reportado
para el té verde (46,46 mgGAE/g) asi como mayor contenido de polifenoles que la
manzana (3,6-5,3 mg GAE/Q), la pera (3,3-4,6 mg GAE/qg) y el kiwi (3,0 mg GAE/qg), lo

cual posiciona al chocolate como un alimento funcional (Imeh y Khokhar, 2002).

Cabe destacar que los resultados de fenoles obtenidos son mayores a los expresados por
Miller et al., (2006), quienes evaluaron chocolates comerciales con 70% de cacao
procedentes de Estados Unidos, encontrando valores de apenas de 11 a 15 mg GAE/g, por
lo que el contenido de polifenoles de los chocolates artesanales es aproximadamente 8
veces mas que los comerciales con el mismo contenido de cacao. En un estudio realizado
en 2009 por Perea-Villamil et al. sefialan un contenido de 33.98 mg GAE/g para chocolates
de mesa amargos de Colombia, y nuevamente los elaborados por los artesanos de Tabasco
cuentan con mayor contenido de polifenoles, la cantidad de compuestos fendlicos presentes
en el cacao y por lo tanto en el chocolate depende las caracteristicas genéticas, el clima
(temperatura y humedad), propiedades del suelo, la regién de crecimiento, entre otros

aspectos (Jalil e Ismail, 2008)

Los chocolates con 80% de cacao (Figura 39 B) presentaron un incremento en el contenido
de polifenoles con respecto a los que contenian 70% de sélidos de cacao por lo que
presentan diferencia significativa (p<0.05). En cuanto a las casas productoras el mayor
contenido de polifenoles se presenta en la casa 2 con 122.48 mgGAE/g seguida de la casa 1

con 111.24 mg GAE/g y el menor contenido se da en la casa 5 con 38.24 mgGAE/qg.

La cantidad de polifenoles presentes en chocolates con 100% cacao, mostro diferencia
significativa (p<0.05) con los chocolates de 70 y 80% de cacao (Figura 39C), esto debido a
gue existié una tendencia a aumentar segun el contenido de cacao. En los chocolates con

100% de cacao el mayor contenido se dio en la casa 1 con 169.21 mg GAE/g, seguido de la
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casa 2 con 132.18 mg GAE/g y el menor fue del chocolate de la casa 4 con 41.92 mg

GAE/g. La casa 4 y 3 no presentan diferencia significativa (p>0.05).

Borchers et al. (2000) menciona que estos chocolates contienen catequina y epicatequina,
flavonoles como la quercetina y antocianidinas como las cianidinas y sustancias
estimulantes como las metilxantinas (teobromina y cafeina), pese a los beneficios que
conlleva el consumo de chocolates con 100% de cacao no son consumidos directamente

debido a que son muy amargos y astringentes.

4.2.3 Capacidad Antioxidante de chocolates artesanales provenientes del estado de
Tabasco.

La capacidad antioxidante de un alimento depende de la naturaleza y concentracion de los
antioxidantes naturales presentes en él. El contenido de los principales antioxidantes en los
alimentos varia de un alimento a otro. El hecho que los alimentos difieran en su poder
antioxidante explica que también difieran en su capacidad para prevenir las enfermedades
cronicas no transmisibles (ECNT) asociadas al estrés oxidativo (Morillas y Delgado, 2012).

Debido a un alto contenido de procianidinas oligoméricas que presentan mayor capacidad
antioxidante que polifenoles monoméricos, el cacao y productos derivados de cacao poseen
excelentes propiedades antioxidantes Komes et al. (2013), dicha propiedad se puede
observar en la Figura 42 donde se exhibe la capacidad de los chocolates para eliminar el

cation radical ABTS™ presente en el medio de reaccion.
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Figura 40. Capacidad antioxidante de distintos chocolates artesanales procedentes de
diferentes casas productoras de Tabasco. A) Chocolates artesanales con 70% de cacao, B)
chocolates artesanales con 80% de cacao, C) Chocolates artesanales con 100% de cacao.
Las barras verticales representan la £D.E. las medias con la misma letra no tienen
diferencia, la primera letra corresponde al porcentaje de cacao, mientras la segunda
concierne a la diferencia por casa (p < 0.05).

En la Figura 40 A donde se observa el potencial antioxidante de los chocolates con 70% de
cacao sefiala a los chocolates provenientes de la casa 2 como los que mayor capacidad
antioxidante (261.45 TEumo/g) y la casa 4 la que menor reduccién del radical ABTS
presenta con 46.37 TEumo/g, existiendo diferencia significativa (p< 0.05) entre estas casas,

sin embargo la casas 2 y 3 no presentaron diferencia significativa (p>0.05), presentando

Ingenieria en Alimentos Pdgina 82



valores similares de capacidad antioxidante; los resultados obtenidos, son superiores a los

reportados por Viluzca et al. (2012) quienes estudiaron chocolates de Venezuela con 70%
de cacao reportando capacidad antioxidante de 3.06 TEumol/g. Tabernero et al. (2006),
evaluaron la capacidad antioxidante en chocolates amargos obteniendo como resultado

78.80 TEumol/g y en chocolates con leche 42.72 TEumol/g

En la Figura 40 B se observan los resultados de chocolates con 80% de cacao, destacando
el chocolate de la casa 3, la cual mostrd las mejores propiedades de depuracion de radicales
ABTS (312.71 TEumol/g), este resultado es superior a lo presentado por Perea-Villamil et
al. (2009) con 270.11TEpmol/g en chocolates amargos. Respecto a los chocolates de 100%
(Figura 40 C) las casas 1, 2, y 5 superan los 200 TEumol/g, destacando las casa 5 con
100% de cacao con la mejor capacidad antioxidante (277.00 TEumol/g), estos resultados
sobresalen a los chocolates venezolanos reportados por Viluzca et al. (2012) el cual
presentd de 1.93 TEumol/g de inhibicion del radical ABTS.

Un ascenso en la capacidad antioxidante se observé segln la cantidad de sélidos de cacao
que contenian los chocolates de la casa 1 , Casa 5, sin embargo, no todos presentaron esta
tendencia, existiendo diferencia significativa (p<0.05) entre las muestras segin su
contenido de cacao. La diferencias que existen entre cada una de las casas que fueron
estudiadas puede atribuirse a los granos utilizados asi como al proceso de manufactura del

producto, causando alteraciones quimicas en el contenido de antioxidantes.

4.2.4 Contenido de materia extrafa en chocolates artesanales con diferentes

porcentajes de cacao provenientes del estado de Tabasco.

A diferencia de contaminantes como los quimicos y los microbioldgicos, la contaminacion
fisica es macroscépica, es decir, en la mayoria de los casos se aprecia a simple vista. Sin
embargo, no por ello deja de ser una contaminacion alimentaria que debe evitarse ya que, al

igual que ocurre con otros contaminantes, pone en peligro la seguridad del alimento. Se
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relaciona con la presencia de cualquier elemento diferente a éste, que ha llegado hasta él de

forma accidental (Eroski Consumer, 2011)

La materia extrafia es una sustancia, resto o desecho organico o no, que se presenta en un
producto por contaminaciébn o por manejo poco higiénico del mismo durante su
elaboracion, considerdndose entre otros. Excretas y pelos de cualquier especie, fragmentos
de hueso e insectos, que resultan perjudiciales para la salud (NOM-186-SSA1/SCFI-2002),
debido a esto, se realizé la evaluacion de materia extrafia en chocolates artesanales. La

Tabla 18 presenta el contenido de materia extrafia en chocolates artesanales.

Tabla 18. Contenido de materia extrafia en 50 g de chocolate.

Muestras Porcentaje de | Contenido de Pelos Conter!ido de Fragmentos
cacao (%o) de Roedor en 50 g de insectos en 50 g
70 55 NP
Casa 1 80 16.5 3.5
100 5 NP
70 0.5 8
Casa 2 80 1.5 6
100 1 7.5
70 2 0.5
Casa 3 80 NP NP
100 NP 1
70 NP NP
Casa 4 80 NP NP
100 NP NP
70 NP NP
Casa 5 80 NP NP
100 NP NP

*NP= No presento

El 46.6 % de las muestras presentd pelos de roedor, siendo el chocolate con 80% cacao de
la casa 1 el que presentdé mayor contenido de pelos de roedor, con 16.5 pelos presentando 3
veces mas pelos de roedor que lo permitido por la norma NOM- 186- SSA1/SCFI-2002 la

cual establece un maximo de 5 pelos de roedor por 50g de muestra, mientras que las casas 4
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y 5 no presentaron materia extrafa, esto sugiere una mayor higiene y control en el proceso

de elaboracion de los chocolates artesanales en la casa 4 y 5.

La presencia de fragmentos de insecto se da en el 40% de las muestras analizadas,
obteniéndose hasta 8 fragmentos de insecto en el chocolate de la casa 2 con 70% de cacao.
La norma oficial mexicana (NOM- 186- SSA1/SCFI-2002) indica como limite m&ximo 70
fragmentos de insectos, sin embargo ninguna de las muestras analizadas presento tal
cantidad, por lo que cumplen con los establecido por la norma para la presencia de insectos
podemos considerarlos como chocolates de calidad aptos para el consumo, excepto los
chocolates pertenecientes a la casa 1 con 70 y 80 % de cacao, por su elevado contendido de

pelo de roedor.

Figura 41. Insecto encontrado en chocolate.

4.25 Conteo de Coliformes totales en chocolates artesanales del estado de
Tabasco.

La seguridad es solamente un aspecto que domina la calidad de un alimento. Al contrario
de otros aspectos de la calidad, es un hecho que el consumidor solamente lo note por su
ausencia, normalmente los consumidores dan por hecho que todos los alimentos que

consumen son necesariamente seguros (Canacacao, 2012).

Las especificaciones microbioldgicas para chocolates y pasta de cacao, se muestran en la
norma mexicana NOM-186-SSA1/SCFI-2002, la cual establece como maximo un total de

10 UFC/g de muestra.
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La muestra de chocolate de la casa 4 con 100% de contenido de cacao (Figura 42) obtuvo
un total de 720 UFC/g el cual supera 72 veces la cantidad permitida por la norma antes
mencionada. Las etapas del procesado que siguen al tostado de los granos, cotiledones o
licor de cacao, tales como el molido, refinado, conchado, atemperado tienen poco efecto
sobre la flora final del chocolate, incluso si alcanzan temperaturas de 60-80°C, pues los
microorganismos estan protegidos por su baja actividad de agua y su alto contenido de
grasa (ICMSF,1998). La presencia de bacterias se debe a la carga inicial en los granos de
cacao, al tipo de tostado aplicado, adicion de ingredientes o a las malas précticas de
manufactura que esté relacionado con el lavado de manos y sanitizacion de los utensilios

utilizados en el proceso (Bravo Martinez, 2004).

Figura 42. Chocolate con presencia de coliformes totales.

Los chocolates de las otras casas, representando el 93% de las muestras analizadas,
cumplieron con la norma mexicana, al no contener coliformes totales mostrando en general
condiciones de higiene adecuadas, lo cual es un aspecto positivo, ya que se ha demostrado
en algunos estudios la clara significancia estadistica en las caracteristicas higiénicas de los

establecimientos y la aparicidn de bacterias coliformes (Carrascal et al., 2002).
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4.3 Evaluacion de la presencia de micotoxinas (Aflatoxinas y Ocratoxinas) en cacao

con diferentes etapas de proceso procedente del estado de Tabasco.

El aseguramiento de la inocuidad de los alimentos se ha constituido en los ultimos afios en una
meta importante de accion internacional. Resultan preocupantes tanto los peligros
microbioldgicos como los quimicos. Entre los peligros quimicos la Organizacion Mundial de
la Salud ha caracterizado recientemente la contaminacion de los alimentos y de las raciones
con micotoxinas (OMS, 2002). En varias partes del mundo, las micotoxinas actualmente

representan un tema de la mayor importancia relacionado con la inocuidad de los alimentos.

4.3.1 Contenido de aflatoxinas en grano de cacao en distintas etapas de
procesamiento.

Se evallo el contenido de aflatoxina en el grano de cacao sin fermentar, fermentado y
tostado de dos huertos de Tabasco, sin embargo, no se detectd la presencia de esta
micotoxina en ninguna de las muestras de grano de cacao, esto puede ser debido a que fue
almacenado bajo condiciones apropiadas de humedad y temperatura, de esta manera es
bastante estable y su deterioro muy lento (Doyle et al. 1997). En estudios resientes se ha
estudiado la accion de los polifenoles en la sintesis y acumulacion de aflatoxinas en los
alimentos ha sido observado por Molyneux et al. (2007). Ellos evaluaron el efecto de
diferentes constituyentes fendlicos cominmente presentes en las semillas oleaginosas
(nueces, almendras y pistachos) en la produccion de micotoxinas y la inhibicion encontrada
entre 59,5 y 99,8% de la sintesis de aflatoxinas. Se sabe que el cacao es un producto rico en

polifenoles los cuales podrian actuar como inhibidores de las aflatoxinas en este producto

4.3.2 Contenido de ocratoxina A en grano de cacao en distintas etapas de

procesamiento.

En la Tabla 19 se puede observar la presencia de la micotoxina Ocratoxina A (OTA) en
etapas del procesamiento de cacao, para dos huertos, los resultados revelan que no existe
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presencia de la toxina en el grano de cacao que no sufrio el proceso de fermentacion, sin

embargo se muestra la existencia de 0.7 pg/kg en el grano fermentado del huerto 2, tal
concentracion disminuyo en un 50% durante la etapa de tostado para este huerto, ya que el
tostado del cacao contribuye a la reduccion de contaminantes presentes. Este tratamiento se
considera suficiente para eliminar las células vegetativas de microorganismos, pero por otro
lado, se sabe que algunas micotoxinas, como las aflatoxinas y la ocratoxina mantienen una
cierta estabilidad durante la mayoria de las etapas de procesamiento térmico de los
alimentos (ICMSF, 2005; Ferraz et al., 2010; Manda et al., 2009).

Tabla 19. Presencia de Ocratoxina A en grano de cacao procedente de Tabasco, en distintas
etapas de proceso.

Contenido de ocratoxina
Huerto Etapa de proceso (Lg/ka)

Sin Fermentar NP

Huerto 1 Fermentado NP
Tostado 0.6

Sin Fermentar NP

Huerto 2 Fermentado 0.7
Tostado 0.35

*NP= No presento.

En cuanto al cacao del huerto 1, la ocratoxina A, se hace presente hasta la etapa de tostado,
esto puede ser debido a la produccién de micotoxinas durante el secado, proceso siguiente a
la fermentacién del cacao, ya que durante esta etapa hay suficiente agua para sostener el

crecimiento de hongos y la produccion de micotoxinas.

La comision del CODEX ALIMENTARIUS en el documento de debate sobre la ocratoxina
en el cacao, reportaron estudios por contaminacion de OTA en el 17,6% de 56 muestras de
granos de cacao, en concentraciones de 100 a 500 pg/kg. En el analisis de granos de cacao
tostados, 3 de las 19 muestras analizadas en busca de OTA resultaron contaminadas (100

Hg/kg), en este mismo documento se sefiala que a partir de 1999 la industria europea ha
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analizado muestras del grano de cacao importados, de distinto origenes, encontrando

contaminacion en todos las regiones productoras (aunque no se incluyeron todos los paises
productores) (CX/CF 07/1/19).

De igual manera Mounjouenpou et al. (2008) evaluaron el contenido de Ocratoxina A en
cacao fermentado y seco de la regién de Kumba, Camerdn, encontrando una contaminacion
de 0.27 pg/kg hasta 5 pg/kg (limite para café tostado), y asocio la contaminacién al A.

niger.

4.3.3 Contenido de Aflatoxinas en chocolates provenientes del estado de Tabasco

La Tabla 20 se presentan los resultados obtenidos del contenido de aflatoxinas totales
realizado en chocolates artesanales. Del total de muestras solamente el 33% presentd
contaminacion por esta micotoxina, presentando mayor incidencia en chocolates con 70%
de cacao; se muestra que de las 5 casas productoras de chocolates evaluadas las muestras de
la casa 5 presentaron aflatoxinas, esto sugiere que el cacao utilizado para la elaboracion de
sus chocolates pudo estar contaminado con aflatoxinas, debido a una mala o nula
fermentacion, que impidio la distribucion de la cafeina de cacao, en la cual se encuentran
metilxantinas que inhiben la produccion de aflatoxinas, provocando la falta de
disponibilidad del zinc, que es esencial para el desarrollo de esta micotoxina (Stevenson et
al., 1993).

Sin embargo, todos los chocolates evaluados cumplieron con el limite establecido por la
norma oficial mexicana (NOM- 186- SSA1/SCFI-2002), la cual indica que para consumo

humano los alimentos deberan contener un maximo de 20 pg /Kg.
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Tabla 20. Contenido de aflatoxinas en chocolates artesanales de Tabasco.

Chocolate

Contenido de Aflatoxinas ( ng/ kg)

Casal-70

Casa 1-80

Casa 1-100

Casa 2- 70

Casa 3-70

N | P NN

El contenido de aflatoxinas en las muestras evaluadas de chocolate fue mayor a los

reportado por Copetti et al. (2012) quienes en Brasil detectaron en chocolates negros de

0.43pg/kg y en chocolates amargos 0.66 pg/kg; mientras que en Japdn (Kumagai et al.,

2008) detectaron la presencia de aflatoxina en 22 de 42 productos, con un minimo de

contaminacion de 0.18 pg/kg y maximo de 0.60 pg/kg.

4.3.4 Contenido de Ocratoxina A en chocolates provenientes del estado de Tabasco

La Ocratoxina A (OTA) es una micotoxina neurotéxica, inmunosupresora, genotoxica,

carcindgena y teratogénica de gran actualidad que contamina alimentos de consumo

humano, principalmente cereales y derivados, bebidas alcohdlicas y productos de molienda

(café, cacao). Dada la importancia de esta micotoxina, fue evaluada en los chocolates

artesanales, los resultados se muestran en la Figura 43.
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Figura 43. Presencia de Ocratoxina A de distintos chocolates artesanales procedentes de
diferentes casas productoras de Tabasco. A) Chocolates artesanales con 70% de cacao, B)
chocolates artesanales con 80% de cacao, C) Chocolates artesanales con 100% de cacao.
Las barras verticales representan la £D.E. las medias con la misma letra no tienen
diferencia, la primera letra corresponde al porcentaje de cacao, mientras la segunda
concierne a la diferencia por casa (p < 0.05).

La Figura 43A se observa el contenido de Ocratoxina A en los chocolates con 70% de
solidos de cacao; la muestra con mayor presencia fue aquella que corresponde a la casa 3
con un contenido de ocratoxina de 5.85 pg/kg y la casa 1 fue la que present6 menor
contenido (2.9 ug/kg), sin embargo, estos resultados son superiores a los mostrados por
Copetti et al. (2012) en chocolates de Brasil, con 70% de cacao aproximadamente, los

cuales presentaban 0.31 hasta 0.92 pg/kg de ocratoxina A.
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La presencia de Ocratoxina en los chocolates con 80% de cacao se observa en la Figura
43B, el contenido de ocratoxina A en el chocolate estd por debajo de los 4ug/kg en todas
las muestras; la casa productora 3, presento 3.36 pg/kg, mientras que la casa 2, presento el
menor contenido de OTA para chocolates con 80% cacao, sin embargo, no existe diferencia

significativa (p>0.05) entre cada una de las casas productoras.

En el caso de la Figura 43C, muestra la presencia de la OTA en chocolates con 100% de
cacao, se observa que no existe diferencia significativa (p>0.05) entre casas que producen
los chocolates, sin embargo, la casa 3 presenta el mayor contenido de OTA alrededor de 7
Hg/kg; no obstante, la comision del CODEX ALIMENTARIUS en el documento de debate
sobre la ocratoxina en el cacao sefiala un estudio realizado en 2005 con 41 chocolates en
venta minorista en Japdn, todas las muestras mostraron alguna concentracion de
contaminacion por OTA. Las concentraciones de 14/41 muestras fueron inferiores al limite
de cuantificacion (0,10ug/kg), las restantes muestras sus concentraciones fueron superiores
a 0,20 pg/kg, todas en el rango de <0,10 a 0,94 pg/kg (CX/CF 07/1/19). Mientras que Brera
et al.(2011) evalud el contenido de OTA en diversos chocolates del mercado italiano,
encontrando en chocolates negros contaminacion de 0.74 ug/kg, en otro estudio que fue
realizado en Esparia, se analizaron 296 muestras de distintos tipos de chocolate y cacao en
polvo de Espafia, de 13 paises europeos, Argentina y Japon reportando resultados de
contaminacion por OTA de 0.268 ug/kg en chocolates negros Burdaspal y Legarda (2003);
estos resultados son menores a los encontrados en los chocolates artesanales de Tabasco,
por lo cual se puede atribuir presencia de la toxina al cacao con el que fue elaborado los
chocolates, pues como sefiala Coppetti et al. (2012) la presencia de micotoxinas en los
productos tales como chocolate, que no tiene suficiente agua para apoyar el crecimiento
microbiano y produccion de micotoxinas, se produce debido a la proliferacion de hongos
toxigeénicos en pasos previos de procesamiento de la materia prima . Un ejemplo de esto es
el almacenamiento de los granos de cacao en las zonas tropicales y generalmente no son las
mas optimas, sobre todo debido a la alta humedad, ya que el grano de cacao la absorbe, si la
humedad es alta. Si el contenido de humedad se eleva por encima del 8%, el moho se puede
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desarrollar en el interior del grano. En 8% de humedad, los granos de cacao estan en

equilibrio con la humedad relativa ambiente (aproximadamente 70% y las temperaturas
normales en la tropicos). Cuando la humedad relativa supera este nivel durante periodos

prolongados existe el peligro de desarrollo del moho y a su vez de la produccion de
micotoxinas (CX/CF 12/6/15).
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5Conclusiones y
recomendaciones




5.1 Conclusiones.

Con base a los resultados obtenidos se concluye lo siguiente:

El proceso de fermentacion de los granos de cacao afecto el contenido de fenoles y
capacidad antioxidante; mientras que la operacion de tostado provoco un aumento
en estos compuestos.

Las casas productoras de chocolates artesanales presentd diferencias en el contenido
de grasa, humedad, contenido de fenoles y capacidad antioxidante de los productos,
esto ocasionado por el proceso de elaboracion. Ademas se present6 diferencia en el
color, debido al efecto llamado “Bloom de grasa” que exhibieron algunos
chocolates producidos en las diferentes casas.

El porcentaje de cacao en los chocolates artesanales, influyd en el contenido de
fenoles y capacidad antioxidante, presentando los valores mayores para ambos
parametros los chocolates con 100% de cacao comparados con los de 70 y 80%.

Los diferentes granos de cacao (no fermentado, fermentado y tostado) no
presentaron Aflatoxinas, sin embargo, en los granos fermentados procedente de la
huerta 2 se registr6 presencia de Ocratoxina A, asi como en el grano tostado de
ambos huertos.

En el 75% de las casas productoras de chocolates artesanales estudiadas, se detect6
presencia de aflatoxinas, sin embargo, todas cumplieron con lo establecido por la
norma oficial mexicana.

En el 100% de los chocolates artesanales evaluados se presentd Ocratoxina A,
siendo los chocolates de la casa 3 la que presentd la mayor concentracion de esta
micotoxina. La presencia de micotoxinas no fue influenciada por la cantidad de
cacao presente en los chocolates.

Considerando que la Ocratoxina A no se encuentra regulada por las normas
mexicanas e internacionales es dificil concluir sobre el aspecto de calidad e

inocuidad de estos chocolates haciendo énfasis en la necesidad de una legislacion
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que incluya los limites maximos permisibles de estd micotoxina en este tipo de

alimentos.
e Los chocolates elaborados artesanalmente en el estado de Tabasco, presentaron
buena calidad cumpliendo con lo establecido en la norma de oficial mexicana, por

lo que pueden competir con productos comerciales

Ingenieria en Alimentos Pdgina 96



CacaoyChocolate i

5.2 Recomendaciones.

e Estudiar otras variedades de granos de cacao como lo son el cacao criollo y
trinitario.

e Realizar el mismo estudio a granos de cacao procedente de los distintos estados
productores de México, asi como, de los mayores productores mundiales.

e Determinar el contenido de otros compuestos de importancia en el cacao, como lo
son la teobromina y cafeina.

e Realizar un estudio comparativo entre chocolates comerciales y los producidos
artesanalmente.

o Identificar los compuestos fendlicos presentes en los chocolates estudiados

e Se recomienda realizar mayores estudios sobre la presencia de la Ocratoxina A en
chocolates, cacao y café, para poder sustentar la importancia de esta micotoxina y la

necesidad de una norma mexicana que incluya los limites maximos permisibles.
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