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RESUMEN

El presente estudio que se plantea a continuacién, fue realizado con el
propoésito de detectar los mohos del cacao (Theobroma cacao) fermentados,
secados y almacenados, provenientes de diferentes proveedores del Estado
Miranda (especificamente en los sectores de Tapipa, El Rosario, El Verde,
Curiepe, La Trinidad y Rio Chico) de los Municipios Acevedo, Paez, Brion,
Pedro Gual y San José de Barlovento; y el Vigia en el Estado Mérida, a fin de

establecer tedricamente su posible capacidad micotoxigénica.

Con respecto a los analisis fisicoquimicos para las muestras
fermentadas y secadas, se encontré que en cuanto a la composicién quimica
proximal, el contenido de humedad oscilaba entre 5,15- 6,30%, para las
cenizas los valores se encontraban entre 3,75- 4,50%, proteinas crudas entre
14,27-16,49%, grasa cruda entre 40,49-45,50%, fibra cruda entre 12,58% y
18,06% Yy otros carbohidratos entre 15,13-17,66%. Por otra parte, los valores
de pH oscilan entre 5,54-6,43 y para la acidez total titulable se alcanz6 un

rango entre 0,81-1,32%.

El andlisis microbiolégico mostré un recuento total de mohos en
granos sin fermentar y secados de 2,972 Logio (UFC/g) y 5,256 Logio
(UFC/g), para las muestras designadas como Oderi | y Oderi Il,
respectivamente. Ahora bien, para los granos fermentados, secados y
almacenados se obtuvo un contaje igual a 3,649, 4,628, 4,327, 6,980, 5,540
y 5,604 Logip (UFC/g) para las muestras de INIA, El Rosario, El Verde, El

Vigia, Curiepe y La Trinidad, respectivamente. En cuanto al grado de

Xii



infestacion, se determiné que las muestras de El Vigia, Curiepe y La Trinidad
mostraron una infestacion de granos maxima (100%), seguida por la de El
Verde (71%), la de INIA (70 %) y la de EI Rosario cuyo porcentaje de
infestacion fue de soélo 60 %. La muestra Oderi | 90%, mientras que la

muestra Oderi Il 75% de infestacion.

Ademas se pudo aislar e identificar 14 especies de mohos en la
totalidad de las muestras, las cuales fueron: Penicillium citrinum, Penicillium
variable, Penicillum expansum, Geotrichum candidum, Fusarium
sambucinum, Fusarium proliferatum, Aspergillus penicillioides, Aspergillus
flavus, Aspergillus candidus, Aspergillus versicolor, Rhizopus sp., Alternaria
alternata, Cladosporium sphaerospermum, Cladosporium macrocarpum. De
las especies mencionadas anteriormente casi todas tienen capacidad de
producir metabolitos téxicos, con excepciéon de Geotrichum candidum,
Rhizopus sp., Aspergillus penicillioides, Cladosporium sphaerospermum y

Cladosporium macrocarpum, que no son considerados micotoxigénicos.

Las muestras correspondientes a Oderi | y El Rosario, fueron las que
mostraron mayor diversidad de mohos durante el aislamiento. Ademas
Penicillium citrinum estuvo presentes en ambos casos, siendo mas
predominante en la primera muestra con un 48%. Esta misma especie se
encontré en la muestra de El Vigia, pero fue la Unica aislada, constituyendo

el 100%.
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Se deben tomar medidas preventivas al momento de manipular las
muestras designadas como Oderi | y Oderi Il, INIA, El Rosario, El Verde, El
Vigia y Curiepe, ya que las mismas revelaron desarrollo de mohos

micotoxigénicos, no asi para la muestra de La Trinidad.
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I. INTRODUCCION

La palabra cacao proviene del maya “Kaj”, que quiere decir amargo y
“Kab”, que quiere decir jugo. Estas dos palabras al pasar al castellano,
sufrieron una serie de transformaciones que terminaron en “cacaotal’, que
luego pasé a “cacao” (Enriquez, 1985). Los aztecas creian que el arbol de
cacao era de origen divino y que su bebida conferia discrecion y sabiduria.
Por eso Linneo asigné a la especie el nombre de Theobroma, que significa

alimento de los dioses (Batista, 2009).

El cultivo del cacao tuvo su origen en América, pero no se puede
indicar con precision el lugar especifico ni su distribucién. Aun hoy dia sigue
siendo tema de discusién. Algunos autores indican que el cultivo de cacao se
inici6 en México y América Central y sefialan al mismo tiempo que los
espafioles no lo vieron cultivado en América del Sur cuando arribaron este
continente, aunque lo encontraron creciendo en forma natural en muchos
bosques a lo largo de los rios Amazonas y Orinoco y sus afluentes (Batista,

2009).

Segun estudios de Pound (1934), el cacao es originario de América
del Sur, del area del alto Amazonas, que comprende paises como Colombia,
Ecuador, Peru y Brasil, siendo este ultimo donde se ha encontrado la mayor
variabilidad de la especie. Desde este lugar de origen las especies se fueron

difundiendo.



El cacao es una planta que se cultiva desde tiempos inmemorables.
En la época de Cristobal Colén era empleada por los mayas y los aztecas en
diferentes formas. Desde el descubrimiento de la planta por los europeos, el
desarrollo del cultivo ha evolucionado rapidamente (Instituto Interamericano
de Cooperacion para la Agricultura, 1984). Las semillas de cacao fueron
llevadas de su habitad natural para otros territorios. En la actualidad el cacao
se ha expandido a todos los paises que disponen de tierras tropicales
humedas, convirtiéendose en un cultivo verdaderamente popular (Enriquez,

1985).

El cacao en Venezuela fue encontrado en forma silvestre durante la
conquista, aunque no puede decirse con exactitud que nuestros aborigenes
lo cultivasen, sin embargo, se acepta que éstos preparaban una infusion
conocida como “Chorote”, a partir de granos de cacao que procedian de
plantaciones del estado Mérida (Liendo, 2000). Posteriormente, se
desarrollaron cultivos en las cercanias del lago de Maracaibo y cordillera

andina (Salazar y Guaita, 1985).

En Venezuela la producciéon cacaotera esta repartida en 3 regiones
grandes, que comprenden 13 entidades federales. La region Nor-oriental
(estados: Sucre, Monagas y Delta Amacuro); la region centro Norte-costera
(estados: Miranda, Aragua, Guarico, Carabobo y Yaracuy) y la region Sur-

occidental (estados: Tachira, Apure, Barinas, Mérida y Zulia) (Leal, 1999).



El cultivo de cacao ha sido una actividad de larga tradicion de
Venezuela, cuya produccién ha significado un importante rubro agricola,
tanto para la inversién como por las fuentes de trabajo que se originan en las
zonas donde se explota. Por ser un cultivo permanente y dependiente de la
mano de obra, la calidad de sus granos continlan gozando de fama
internacional, constituyendo hasta los actuales momentos un renglon

generador de divisas para el pais (Alvarez, 1998).

Es preciso afiadir que las malas condiciones de almacenamiento y alta
humedad determinan el desarrollo de mohos en los granos de cacao.
Adicionalmente estos microorganismos pueden, bajo condiciones
determinadas, generar micotoxinas, que no son mMAas que productos
metabdlicos toxicos que representan un peligro para la salud humana y
animal (Liendo, 2000). Pueden causar dafios variables dependiendo del tipo
y concentracion en los alimentos. El dafio puede ser leve y pasar
desapercibido o hacerse cada vez mas severo hasta ocasionar la muerte

(Mazzani, 1983).

En el presente trabajo de investigacion se pretende detectar e
identificar los mohos en granos de cacao (Theobroma cacao L.), asi como
establecer comparaciones con sus caracteristicas fisicoquimicas, cumpliendo
para esto con una metodologia previamente establecida, disefiada
experimentalmente y un analisis estadistico de resultados, que constituiran

un gran aporte a la agroindustria del pais.



Il OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1. OBJETIVO GENERAL

Detectar los mohos del cacao (Theobroma cacao L.) fermentados,
secados y almacenados, provenientes de diferentes productores del Estado

Miranda y establecer tedricamente su posible capacidad micotoxigénica.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Cuantificar y aislar los mohos de granos de cacao fermentados y
secados, provenientes de distintos productores.

e Evaluar el grado de infestacion de los mohos del cacao.

¢ Identificar taxondmicamente los principales mohos colonizantes del
cacao. Establecer la diferencia en la contaminacion de mohos entre
los distintos productores.

e Determinar las caracteristicas fisicoquimicas de los granos de cacao
provenientes de diferentes proveedores.

e Relacionar las caracteristicas fisicoquimicas con la contaminacién de
mohos.

e Establecer teéricamente, su posible capacidad micotoxigénica, de los

diferentes mohos aislados.



[I. REVISION BIBLIOGRAFICA

1. EL CACAO

El cacao, Theobroma cacao, es una especie diploide (2n=20), nativa
del bosque pluvial del Neotropico, perteneciente a la familia Malvaceae, del
género Theobroma y a la especie cacao, y es la Unica especie del género

Theobroma que se explota comercialmente (Cuatrecasas, 1964).

2. CARACTERISTICAS DEL CACAO

2.1 EL ARBOL

Alcanza una altura entre 6 a 8 metros, con algunas excepciones que
llegan a medir hasta 12 metros. La altura depende de factores ambientales.
Cultivado con alta luminosidad el tamafio es menor que con exceso de

sombra (Batista, 2009).

Fig. 1. Arbol de cacao

Fuente: http://www.confiteriamarques.com/index.php/m,37/el-cacao



http://www.confiteriamarques.com/index.php/m,37/el-cacao

2.2 SISTEMA RADICAL

Tienen una raiz primaria pivotante, su longitud y forma varia de
acuerdo a las condiciones fisicas del suelo, pudiendo alcanzar hasta 3
metros en forma recta. La mayoria de las raices secundarias se encuentran
en el cuello de la planta, en la porcion superior de 15 a 20 cm. de la capa
superficial del suelo. Estas raices secundarias crecen horizontalmente y se
dividen muchas veces, pudiendo extenderse hasta 5 a 6 metros del tronco.
Sus puntos terminales tienden a crecer hacia arriba dentro de la capa humica

(Ramos, 1993).

Fig. 2. Raiz de la planta de cacao

Fuente: Batista, (2009).

2.3 TALLO Y RAMAS

Las ramas del arbol de cacao, al igual que las de otras especies del
género Theobroma, son dimoérficas. Unas son de crecimiento vertical hacia

arriba, denominadas ramas de crecimiento ortotrépico; otras son de



crecimiento oblicuo hacia afuera, denominadas ramas de crecimiento
plagiotropico. Las plantas de cacao reproducidas por semillas, desarrollan un
tallo principal de crecimiento vertical que puede alcanzar 1 a 2 metros de
altura, a la edad de 12 a 18 meses. A partir de ese momento la yema apical
detiene su crecimiento y del mismo nivel emergen de 3 a 5 ramas laterales

(Batista, 2009).

2.4 LA HOJA

Exhiben pigmentaciones diferentes, siendo desde muy hasta poco
pigmentadas. En todo caso las hojas adultas son completamente verdes, de
lamina simple, entera, con forma que va desde lanceolada a ovalada,
margen entero, nervadura pinnada, y ambas superficies glabras. El nervio
central es prominente y el apice de la hoja es agudo. Las hojas estan unidas

al tronco o a las ramas por medio de los peciolos (Batista, 2009).

]

Fig. 3. Hojas de una planta de cacao

Fuente: Batista, (2009).



2.5 LAFLOR

Las flores nacen directamente en la madera vieja del tallo principal y
las ramas laterales. Las flores se agrupan en inflorescencias conocidas como
cima dicasiforme, pero las ramas de la cima estan muy reducidas o
comprimidas en una estructura corta en forma de tallo conocida como cojin
floral, un solo cojin contiene 40 a 60 flores. La flor abre de 20 a 25 dias
después de aparecer el botén floral, y de no ser fecundada, esta se cae
mediante un estrangulamiento en la zona de abscision del péndulo (Guzman,

2007).

Fig. 4. Inflorescencia de la planta de cacao

Fuente: Batista, (2009).

La flor es hermafrodita, pentamera, de ovario supero. Esta constituida
en su estructura floral por 5 sépalos, 5 pétalos; el androceo conformado por
10 filamentos de los cuales 5 son fértiles (estambres) y los otros 5 son

infértiles (estaminoides); el gineceo (pistilo) estd formado por un ovario



supero con 5 léculos fusionado desde la base donde cada uno puede

contener de 5 a 15 dvulos, dependiendo del genotipo (Batista, 2009).

Otro factor muy importante en el desarrollo del cultivo ha sido la
caracteristica de incompatibilidad genética. Este aspecto ha desarrollado
muchas investigaciones; a consecuencia de esto se determind la alta
condicion de alogamia, tanto asi, que alcanza un 95% de auto-
incompatibilidad. En este sentido para la fecundacion de la flor es necesario
que el polen provenga de otra planta, cuya formula genética de
compatibilidad sea diferente al arbol madre ya que algunos genes influyen
para que el propio polen de la planta no pueda fecundar sus 6vulos. Otra
caracteristica que favorece la incompatibilidad genética, es la estructura de la
flor del cacao que por la disposicion natural de sus 6rganos, se dificulta en
grado extremo la transferencia de polen por medio de insectos y la

imposibilita definitivamente por medio al viento (Batista, 2009).

La polinizacion natural del cacao es estrictamente entomofila.
Normalmente ocurre en horas de la mafana cuando el estigma de la flor
recién abierta esta receptivo y el polen funcional. El insecto visita la flor y en
su recorrido por su interior deja algunos granos de polen, que normalmente
vienen de la flor visitada anteriormente y que tenia adherido a los pelos de
las patas y el abdomen. En este momento la flor queda polinizada. Solo una
mosquita diminuta del género Forcypomia es la responsable de la

polinizacién de cacao (Soria, 1973).



2.6 EL FRUTO

El fruto del cacao es el resultado de la maduracion del ovario de la flor
fecundada. Dentro de su clasificacion botanica el fruto de cacao es una
drupa normalmente conocido como mazorca. Tanto el tamafio como la forma
de los frutos varian ampliamente dependiendo de sus caracteristicas
genéticas, el medio ambiente donde crece y se desarrolla el arbol, asi como

el manejo de la plantacion (Batista, 2009).

El fruto de cacao presenta una cascara o pericarpio, con tres partes
bien diferenciadas: el epicarpio o seccion exterior, que puede o0 no tener
pigmentacién, es esponjoso y suave, de espesor muy diverso, que
dependiendo del arbol puede medir entre 15 -25 cm de largo por 7-10 cm de
ancho (Belitz y Grosch, 1988). El mesocarpio forma la segunda capa y esta
constituida por células semilefiosas que difieren en su grado de dureza de
acuerdo al genotipo de la planta. La capa interior o endocarpio es carnoso,
suave y su espesor es variable; es una capa casi continua con el mucilago
de la mazorca, pero se diferencia claramente al madurar el fruto (Alvarez,

1998).

El color de las mazorcas varia con muchas tonalidades, pero en
realidad existen dos colores basicos, el verde y el color rojo. Las superficies
de las mazorcas se presentan desde lisas hasta fuertemente rugosas, con

surcos superficiales o profundos y lomos individuales o pareados. Por sus
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formas estdn clasificadas como: Amelonado, Calabacillo, Angoleta y

Cundeamor (Batista, 2009).

Amelonado: son ovaladas, redondeadas por el extremo, con 0 sin
constriccidon en la base, el ancho es inferior a la mitad de su longitud.
Superficie lisa 0 suavemente verrugosa, con sSurcos poco marcados

(Alvarez, 1998).

Calabacillo: son de formas redondeadas a ovaladas, con o sin cuello
de botella, generalmente simétricas, de puntas cortas, cascaras lisas y

con los surcos pocos marcados (Alvarez, 1998).

Angoleta: la mazorca es larga y semiredonda, con una extremidad en
forma de punta redonda, amplia en la base sin presentar
estrangulacion a modo de cuello de botella. Los surcos son muy
profundos y la superficie es muy verrugosa. Es considerada como la

variedad més cercana al tipo Criollo (Alvarez, 1998).

Cundeamor: la mazorca es alargada, puntiaguda en su extremo
apical, presenta una base angosta en forma de cuello de botella. Los

surcos son profundos y de superficie muy verrugosa (Alvarez, 1998).
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Fig. 7. Cacao Angoleta Fig. 8. Cacao Cundeamor

Fuente: Batista, (2009).

La cascara del fruto es, en general, un subproducto voluminoso que se
aprovecha durante las cosechas y comprende alrededor del 70-80 % del
peso total del fruto (Fondo Nacional de Investigaciones Agropecuarias,
1989). Generalmente, es utilizado como abono organico por su alto

contenido de sales de potasio (Adomako, 1996).
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2.7 LA SEMILLA

El fruto del cacao puede contener entre 20 a 50 semillas o almendras,
cuyo tamafo y forma varian segun el tipo genético. La semilla del cacao esta
constituida por dos cotiledones y un embridon que esta protegido por ambos
cotiledones. En el exterior se encuentra el endosperma, que es sumamente
reducido y toma la forma de una membrana conocida como testa, la cual es
delgada y coriacea, envuelta en su periferia por una pulpa 4cida y azucarada

gue se llama mucilago (Batista, 2009).

La pulpa o mucilago que rodea a los granos dentro del fruto provee las
condiciones adecuadas para el proceso de fermentacion y a la formacién de
las sustancias precursoras del sabor y aroma de los granos de cacao. El
mucilago se compone aproximadamente de 80% agua, 10% azUcares, 2%
acido citrico, pectinas y aminoéacidos libres (Fondo Nacional de

Investigaciones Agropecuarias, 1993).

La semilla del cacao no necesita un periodo de reposo para su
germinacién, que puede ocurrir inmediatamente cuando el fruto alcanza su
madurez y el mucilago que la cubre desaparece. Este tiene sustancias
inhibidoras, por lo que no se puede almacenar fresco ni ser sometido a
temperaturas extremas que provocarian la muerte del embrién por
fermentacion o deshidratacion. En condiciones Optimas, las semillas inician la

germinacion en 4 dias (Batista, 2009).
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Fig. 9. Semillas de cacao

Fuente: Batista, (2009).

3. CLASIFICACION DEL CACAO

Desde el punto de vista botanico, la especie Theobroma cacao se
diferencia en tres grandes grupos: cacao Criollo, Forastero y Trinitario

(Rohan, 1964).

3.1 CACAO CRIOLLO

Fueron antiguamente cultivados en América Central y México
(Braudeau, 1975). Proporciona lo que comercialmente se designa como
“extrafino”, se trata de un cacao muy aromatico, que presenta un ligero sabor
amargo y es utilizado en la industria chocolatera para la fabricacién de
productos de lujo, también es aprovechado para la produccién de cacao en
polvo con sabores aromatizantes para ser incorporados en bebidas

instantaneas (Manual de productos basicos, 1991).
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Las semillas son de color blanco o crema, con una gran calidad
(Marquez, 2003). De igual manera los granos son grandes, de 3 a 4 cm. de
longitud y de forma cilindrica, su pulpa o mucilago es muy dulce, tiene un
olor muy pronunciado y dulce. Su periodo de fermentacion es corto y su
cascara es mucho mas facil de desprender, lo cual reduce los costos de

procesamiento (Liendo, 2000).

Asimismo las mazorcas son rojas, de base ancha, alargadas,
asimétricas, con la punta algo desviada hacia el tronco, de paredes
delgadas, su superficie es muy rugosa (Instituto Interamericano de

Cooperacion para la Agricultura, 2003).

3.2 CACAO FORASTERO

Se encuentran en Brasil, en el Oeste Africano, Ecuador, en Centro y
Sur América; es probable que se hayan originado en el alto Amazonas
(Liendo, 2000). Son mazorcas verdes, con semillas violetas, de calidad
inferior (Marquez, 2003). Sus semillas son aplanas, menores de 3 cm., color
oscuro, sabor amargo, aroma poco pronunciado y requieren de 5 a 7 dias
para lograr su completa fermentacion, su produccién es mas elevada y es

bajo su contenido de grasa (Liendo, 2000).

Las mazorcas son ovoides, amelonados, con diez surcos superficiales,
de céascaras lisas o ligeramente verrugosas, delgadas o gruesas, con una

capa lignificada presente en el centro del pericarpio, los dos extremos de la
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mazorca son redondeados y a veces con un pequefio cuello de botella en la

base (Alvarez, 1998).

3.3 CACAO TRINITARIO

Es producto de una mezcla entre los dos grupos anteriores (Criollo y
Forastero), por ello tienen diversidad de formas, tamafios y colores en la
mazorca y semilla; la calidad es regular. Entre ellos hay clones que dan muy
buen aroma y sabor a chocolate (Marquez, 2003). Este cacao fue introducido

en Venezuela, desplazando a los antiguos cacaos Criollos (Liendo, 2000).

4. BENEFICIO DEL CACAO

Son todas aquellas operaciones a las cuales ha de someterse un
producto agricola natural para convertirlo en un articulo comercializable; en
el caso del cacao estas operaciones consisten, sucesivamente en: cosecha,
desgrane, fermentacion, secado, seguido de una buena clasificacién y
almacenamiento (Alvarez, 1997). Con la realizacion del beneficio se

persiguen los siguientes objetivos:

= Descomponer y remover el mucilago azucarado que cubre el grano
fresco, para facilitar el secado y almacenamiento.

» Elevar la temperatura que mata el embrién, para facilitar el desarrollo
del sabor a chocolate.

= Mejorar el sabor y aroma de las almendras.

» Facilitar la separacion final de la cubierta seminal del grano.
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» Dar una buena apariencia en el mercado (Enriquez, 1985).

El proceso se puede resumir mediante el siguiente esquema:

Recoleccion de la mazorca

;

Extraccion de los granos

;

Fermentacion

v

Secado

v

Clasificacion y Almacenamiento

Fig. 10. Esquema del proceso de cacao

4.1 COSECHA

Comprende la recoleccion de las mazorcas maduras, considerando el
momento indicado por su cambio de color y cuando la placenta se encuentra
suelta en el interior. Se cosecha casi todos los meses del afio, pero con
mayor intensidad en determinadas épocas que son denominados picos de
cosecha y que estan intimamente relacionados con el régimen de lluvia de la

localidad (Rohan, 1964).

La forma de recoleccion de las mazorcas es, en general, mediante el
uso de herramientas bien afiladas como tijeras, machetes y/o cuchillos, para

las partes bajas del arbol, las mazorcas de las partes altas se cosechan con
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herramientas especiales como desgarraderas. El corte debe ser lo méas
cercano a la base de la mazorca, por el péndulo, para evitar dafios en el

cojinete floral de donde brotan los frutos (Rohan, 1964).

Si el fruto no esta lo suficientemente maduro, adn no tiene pulpa, por
lo que no se lleva a cabo la fermentacion; los granos seran aplastados o
achatados, de color morado, sabor amargo, en general de mala calidad. Por
el contrario, si estan excesivamente maduros también se afecta la calidad,
tiene lugar la insuficiencia de pulpa, que afecta el proceso de fermentacion, y
pueden germinar los granos, con el posterior dafio por plagas y
enfermedades durante el almacenaje (Rohan, 1964). Antes de proceder se
deben separar las mazorcas enfermas de las sanas con el uso de utensilios

limpios (Marquez, 2003).

4.2 DESGRANE

La siguiente fase es abrir la mazorca para extraer los granos. Esta
operacion es costumbre hacerla con el machete, lo mas comdn es tomar la
mazorca con la palma de la mano y con la otra mano hacer un corte
transversal con el machete y palanquear para que la cascara se abra en dos,
extrayéndose los granos y quedando la placenta adherida a la parte basal

(Marquez, 2003).

El otro método es haciendo un corte en la parte apical, otro en el basal

y uno a cada lado (a lo largo), se extraen los granos junto a la placenta y se
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separa esta posteriormente. Los granos se echan en canastas, cubos o

cestas plasticas (Marquez, 2003).

Fig. 11. Desgrane de mazorca de cacao

4.3 FERMENTACION

El cacao es uno de los productos que desarrolla sus caracteristicas
por una serie de fermentaciones que tienen lugar alrededor de la pulpa o
mucilago. La secuencia y duracion de las mismas son gobernadas por el
tiempo e intensidad de la aireacion y por las condiciones fisicoquimicas que
regulan la proliferacion y actividad microbiana (Passos, 1984). La adecuada
fermentacién de los granos frescos es el resultado de un proceso bioquimico
de transformacion externa e interna del cotiledén, que da como resultado la
remocién de la pulpa que cubre el grano, la muerte del embrion, la
conservacion de los cotiledones y la generaciéon de los precursores del

aroma y sabor (Marquez, 2003).
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La etapa inicial de la fermentacién transcurre durante las primeras 24
a 36 horas, donde las levaduras transforman los azucares disponibles en
alcohol etilico, que finalmente a partir del cuarto dia es oxidado en é&cido
aceético por accién de las bacterias acido lacticas, que luego se oxida a CO; y
agua. Los cotiledones que tiene un pH cercano a la neutralidad (6,6) al
absorber el acido acético disminuyen su pH a valores proximos a 4,5

(Senanayake, 1997).

La altas temperaturas (alrededor de los 45°C) y la penetracion del
acido acético a los tejidos internos de los cotiledones, promueven la muerte
del embrién; al mismo tiempo ocurre una pérdida de la integridad celular por
descomposicion de la pared y membrana celular, y una difusion de los
componentes del jugo celular, este fenOmeno es mejor conocido como

osmosis (Jinap, 1990).

Las enzimas celulares se activan, para iniciar reacciones hidroliticas,
donde los pigmentos cianidinglucésidos de color purpura, son transformados
a azucares y cianidina. A pesar de que estos pigmentos no son los
responsables del aroma, hay una relacion inversa entre desarrollo del sabor
y el color purpura retenido. Por otra parte, las antocianinas son hidrolizadas,
por accién de las enzimas glicosidasa, en productos no coloreados que por
oxidacion toman un color pardo caracteristico. Asimismo, se produce la
condensacion quimica de los compuestos polifendlicos en productos
complejos insolubles, que tienen poco o0 ningun sabor. Los cotiledones

disminuyen su astringencia considerablemente (Guzman, 2007).
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Los métodos mas comunes para la fermentacion son: en montones en
el suelo, en canastos y en cajones de madera. La fermentacion en montones
es la practica mas tradicional para fermentar el cacao, porque requiere de
dispositivos que son de escaso valor. Los granos humedos se amontonan
sobre hojas de platano, los cuales poseen pequefios orificios para facilitar el
drenaje de las exudaciones, la masa se cubre igualmente con el mismo
material. Esta Ultima operacion es para disminuir la pérdida de calor durante
la fermentacion. Una variante del método consiste en levantar del suelo la

capa de hojas que constituye la base, con palos de madera (Liendo, 2000).

La fermentacion en canastos estd mas generalizado en pequefas
plantaciones cacaoteras. El método es sencillo porque sélo requiere cestas
hechas de cafia amarga u otro material de caracteristicas parecidas. Los
granos frescos son depositados en las cestas y luego estas son cubiertas
con hojas de platanos. El exudado de los granos ocurre por los lados
laterales. Facilita la manipulacion de la masa fermentante, su transporte y

como medio de almacenamiento (Liendo, 2000).

La fermentacidon en cajones de madera esta mas orientado hacia la
mayoria de las zonas cacaoteras de Centro, Surameérica, Indonesia, entre
otras (Rohan, 1964). Se desarrolla en grandes plantaciones donde son
elevadas las cantidades de cacao a fermentar. Las cajas se construyen de
madera dulce diversas y con una variedad de formas y tamafos, las tablas
estan separadas 0,5 cm. para formar rejillas por donde salga el exudado de

las almendras y proporcionar mayor ventilacion a la masa (Liendo, 2000).
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Fig. 12. Fermentacion de cacao en cajones de madera

4.4 SECADO

Este es un proceso fisico, quimico y mecanico, mediante el cual se
elimina el exceso de humedad de los granos y se completa la formaciéon de
los precursores del aroma y color caracteristico (Fondo Nacional de
Investigaciones Agropecuarias, 1993). Por lo tanto, es imprescindible
disminuir el contenido de humedad hasta 8% aproximadamente. Un
deficiente secado en los granos causa importantes pérdidas financieras a
compradores e industriales debido al desarrollo de hongos. Por otra parte,
con un exagerado secado se obtendrian granos quebradizos y susceptibles

al ataque de insectos, plagas, entre otros (Alvarez, 1998).

Los métodos de secado son natural (al sol) y artificial. Cuando el
secado se realiza en forma natural, se corre el riesgo de enmohecimiento
indeseable si la operacién no se realiza con el cuidado que se requiere, o las

condiciones climaticas son desfavorables (lluvias consecuentes y
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abundantes). No obstante, por ser mas lento permite que se completen las
reacciones oxidativas y se facilita la eliminacion de la acidez de los granos,

produciendo un cacao con buenas cualidades sensoriales (Marquez, 2003).

Fig. 13. Secado natural de granos de cacao

Con el secado artificial se reduce el riesgo de enmohecimiento de los
granos por la rapida remocién de humedad y por otra parte no es afectado
por las variaciones climaticas, sin embargo, hay que garantizar que la
temperatura dentro del grano sea inferior a 60°C para que las enzimas no se
desactiven antes de que ocurra el pardeamiento de los granos; ademas
cuando se usa madera como fuente de energia se corre el riesgo de que los
granos se contaminen por el humo, si el proceso de combustién es deficiente
este sabor hace que el producto sea inaceptable para la comercializacién, ya

gue este defecto no se elimina por ningin medio (Marquez, 2003).
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5. MOHOS

Comprenden un grupo bastante heterogéneo de hongos eucariotas
multicelulares. Poseen una pared gruesa, semejante en grosor y en
composicién quimica a la pared de células vegetales, sin embargo, carecen

de clorofila y por ende no son fotosintéticos (Garcia, 2005).

Tienen una estructura muy ramificada llamada micelio, que pueden ser
pequefio o grande. El micelio consta de ramificaciones individuales llamadas
hifas. En algunos mohos las hifas son largas, conteniendo muchos nucleos,
mientras en otros estan divididas en células mononucleares por muros de

particion, a menudo éstas son incoloras (Bylund, 1994).

Las hifas de un moho se pueden clasificar ya sea por su funcion o por
la posicion que ocupen en el medio donde se encuentran. De acuerdo con su
funcion pueden ser hifas vegetativas (de crecimiento) o hifas fértiles (de
reproduccion) y segun su posicion en el medio, pueden ser hifas sumergidas
0 aéreas. Las hifas vegetativas son siempre sumergidas, ya que son las
encargadas de absorber los nutrientes para el crecimiento. En la mayoria de
los mohos, las hifas de tipo reproductor crecen sobre las superficies del
medio (aéreas). El crecimiento de los mohos se produce en los extremos de
las hifas, y se denomina por esto crecimiento distal o apical. En este proceso
la hifa se va extendiendo y el citoplasma fluye hacia la nueva parte en

formacion. Al crecer también se van ramificando y cada ramificacion, a su
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vez, continda el crecimiento apical y asi sucesivamente hasta que se forman

un conjunto de filamentos (Garcia, 2005).

Se reproducen principalmente mediante esporas asexuales, otros lo
hacen formando esporas sexuales. Las esporas asexuales tienen como
funciébn propagar la especie, se reproducen en gran cantidad y son
pequefias, luminosas y resistentes a la desecacion. Se dispersan facilmente
en el aire y cuando asientan sobre materiales que les proporcionan
nutrientes adecuados estan capacitados para crecer y producir mohos

(Pascual, 2005).

5.1 CONDICIONES AMBIENTALES PARA EL CRECIMIENTO DE

LOS MOHOS

a. Oxigeno

La mayoria son aerobios estrictos. Su crecimiento se ve favorecido

cuando hay abundante suministro de oxigeno (Garcia, 2005).

b. pH

Tienen un rango muy amplio de tolerancia al pH. Pueden crecer en
concentraciones relativamente altas de &cido, asi como en medios bastantes
alcalinos. El rango de pH para una gran mayoria es de 2 a 9, pero casi todos
crecen mejor en un pH acido. El pH 6ptimo se encuentra alrededor de 5,6

(Garcia, 2005).
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c. Temperatura

La mayoria de los mohos son considerados mesofilos, con
temperaturas 6ptimas de crecimiento entre 22 y 30°C, algunas variedades
tienen una temperatura 6ptima un poco mas elevada, entre 30 y 37°C. Otros
pueden crecer a temperaturas de refrigeracion y aun a 0°C o menos.
Ademas existe un pequefio grupo que tienen una temperatura Optima tan

elevada como 62°C (Garcia, 2005).

d. Concentracion de solutos

En su mayoria los mohos pueden crecer en medios cuya
concentracion de azlcares o sal, seria inhibitoria para la mayoria de las
bacterias. Esta tolerancia a las altas concentraciones de soluto hace que
estos microorganismos sean importantes en el deterioro de productos
alimenticios como jaleas, confituras, carnes curadas, entre otros (Garcia,

2005).

5.2 MOHOS EN LOS ALIMENTOS

Los mohos tienen requerimientos nutricionales similares al resto de los
seres vivos. Poseen la capacidad de utilizar una gran variedad de materiales
organicos, tanto sencillos como complejos, pues son heterétrofos, por lo que
el carbono debe provenir de compuestos organicos. Los carbohidratos
simples, como la glucosa, son una fuente de carbono apropiada, asi como

sacarosa y maltosa. Otros compuestos de carbono mas complejos, como
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almidon y celulosa, pueden ser utilizados por muchos de ellos. En cuanto al
requerimiento de agua, se puede decir que en general, la mayoria de los
mohos necesita menos humedad que las bacterias. Por esta raz6n muchos
de ellos crecen en medios tan secos como cereales, granos y harinas, entre

otros (Garcia, 2005).

Los nutrimentos necesarios para el crecimiento son obtenidos por
absorcion a través de la pared celular del micelio vegetativo, éstos deben
encontrarse en forma soluble, en caso contrario, es decir, cuando son
insolubles, las hifas segregan enzimas para degradar los alimentos (Garcia,
2005). Su crecimiento sobre los alimentos se reconoce por su aspecto
algodonoso- aterciopelado que, a veces muestras distintos colores. Pueden
crecer en el interior de los alimentos o en su superficie, en cuyo caso el
crecimiento se hace visible, gracias a su aspecto y colores caracteristicos

(Pascual, 2005).

Segun Pascual (2005), los mohos cuando se asientan sobre los
alimentos se sirven de ellos para nutrirse y multiplicarse, pero con distinto

significado:

» Mohos beneficiosos: (tiles en la elaboracion de algunos alimentos
(quesos).
» Mohos perjudiciales: productores de toxinas peligrosas

(micotoxinas).
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= Mohos alterantes: modifican las caracteristicas propias de los

alimentos.

La contaminacion de los alimentos a partir de los mohos, puede tener
como consecuencia su deterioro al originar una serie de cambios fisicos,
acompafados de olores y sabores anormales; pero de mucha mayor
importancia es la capacidad de muchos de ellos para producir una gran
variedad de metabolitos téxicos (micotoxinas), a los que son sensibles el

hombre y los animales (Pascual, 2005).

5.3 MOHOS EN EL CACAO

El moho es un defecto que puede hacer que los granos de cacao
resulten inadecuados. Los alimentos elaborados a partir de granos
contaminados poseeran caracteristicas organolépticas indeseables, lo cual
se evidencia por un sabor desagradable, haciendo que los productos finales
sean inservibles para el consumo. Esto ocurre aln en casos en que la

cantidad de almendras enmohecidas sea muy baja (Urquhart, 1963).

Es normal que las semillas tengan cierta cantidad de moho inofensivo
mientras estan en las cajas de fermentacién o en las primeras etapas del
secado, pero éstos no son los mohos que posteriormente causan dafio. Los
mohos perjudiciales se desarrollan, por lo general, durante el
almacenamiento, en los casos en que no se han tomado las debidas

precauciones para evitarlos (Urquhart, 1963).
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Es probable que estos mohos nocivos aparezcan cuando las semillas
no estan lo suficientemente secadas, es decir, cuando el contenido de
humedad es mayor o igual a 8% y cuando la humedad relativa de la
atmosfera alcanza 80%. Una ligera cantidad de moho en el exterior de la
testa, no afecta necesariamente los cotiledones, pero durante el
almacenamiento, el moho en cualquier forma, es propenso a aumentar.
Pocos mohos son capaces de penetrar la testa, una vez que los mohos mas

agresivos han atravesado la testa, otros seguirdn (Urquhart, 1963).

6. MICOTOXINAS

Ciertas especies fungicas son capaces de producir unos metabolitos
secundarios con caracter téxico llamados micotoxinas. La segregacion de
estas sustancias se produce bajo ciertas condiciones ecoldgicas favorable y
son capaces de desencadenar cuadros de intoxicacibn aguda,

carcinogénicos, mutagénicos, teratogénicos y estrogénicos (Pittet, 1998).

En 1960 murieron 100.000 pavos de Inglaterra. La mortandad fue
asociada con diversos lotes de alimentos, y todos ellos tenian un ingrediente
en comuan, harina de cacahuate de una sola fuente de procedencia. La
investigacién intensa que se realiz6 entorno a este problema permitio
concluir que la causa de la muerte de las aves era una sustancia producida
por el moho Aspergillus flavus, por lo que se les llamo aflatoxinas,
encontrandose que era una serie de compuestos téxicos gquimicamente

relacionados, los cuales varian en su grado de toxicidad (Moreno, 1988).
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La mayoria de las micotoxinas estan producidas por especies de los
géneros Aspergillus, Penicillium, Fusarium y Claviceps (Hussein, 2001).
Aunque hay unas 300 micotoxinas que han sido aisladas y quimicamente
caracterizadas, las investigaciones se han centrado en aquellas formas que
causan significativos dafios al hombre y animales. Estas micotoxinas son las
aflatoxinas, ocratoxinas, tricotecenos, zearalenona, fumonisinas, patulina,
citrinina, toxinas tremogénicas y alcaloides ergoticos, entre otras (Pittet,
1998). Otras micotoxinas también importantes en mohos son: rugulosinas,
fusarina C, moniliforminas, fusarina C, moniliforminas, roquefortina C,
alternariol, acido tenuazonico, altertoxinas, xantoascinas,
esterigmatocistinas, acido 3-nitropropionico, acido ciclopiazdnico, entre otras

(Magan y Olsen, 2004).

Debido a sus variados efectos toxicos y su alta resistencia a los
tratamientos térmicos, la presencia de micotoxinas en los alimentos es
potencialmente peligrosa para la salud animal y humana (Pittet, 1998). Estas
toxinas cuestan millones de euros anualmente en todo el mundo
ocasionando pérdidas en la salud humana, en la salud animal y en productos
agricolas que son desechados al ser inaceptables en el comercio nacional e

internacional (Shane, 1994).

El tipo y cantidad de sustancias producidas no solo depende de las
caracteristicas de la cepa individual, sino también de las condiciones
medioambientales (nutrientes, parametros fisicoquimicos, etc.). Las

condiciones de crecimiento que permiten la toxigénesis son mas limitadas
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gue aquellas que posibilitan el crecimiento del moho. Entre los factores que
conducen a la presencia de micotoxinas en los alimentos, hay dos principales

categorias (Le Bars, 1998):

1. Factores intrinsecos que dependen de la cepa fungica: la produccion
de una determinada micotoxina no esta asociada con una especie en
particular sino con una cepa en concreto y en algunos casos incluso

depende del substrato en que la cepa es aislada.

2. Factores extrinsecos que dependen de las condiciones

medioambientales:

e Actividad agua (ay). La actividad agua influye considerablemente en la
produccién de toxinas, particularmente en los productos poco
hidratados. La mayor parte de los mohos que contaminan los cereales,

por ejemplo, necesitan valores superiores a 0,7%.

e Descenso de la presion parcial de oxigeno. El descenso de la presion
parcial de oxigeno y especialmente el incremento del nivel de CO,
conduce a una mas marcada reduccion de la toxicogénesis que del

crecimiento fangico.

e Composicién quimica del substrato. La toxicogénesis, al menos para
la mayoria de las micotoxinas conocidas, es mas dependiente de la

composicién quimica del substrato que el crecimiento fangico.
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e La temperatura. La temperatura Optima para la toxicogénesis, se
define la temperatura a la cual el ritmo de produccion de toxinas es
maximo. Esta temperatura es normalmente ligeramente mas baja que
la temperatura Optima para el crecimiento del moho. Ademas el rango
de temperaturas que permite una toxicogénesis significativa es mas

estrecho que la que permite el crecimiento del moho.

e Zonas de microflora. Que son pequefias zonas del alimento con alto

contenido en humedad.

¢ Integridad fisica del grano o del alimento.

En general, los riesgos para la salud humana y animal por la ingestion
prolongada de alimentos con ciertos niveles de micotoxinas estan sujetos a

varios factores (Anton, 2001):

e Tipo de micotoxina, biodisponibilidad, toxicidad y concentracion de la
misma en el alimento.

e Sinergismos entra las micotoxinas presentes.

e Cantidad de alimento consumido, y continuidad o intermitencia en la
ingestion.

e Peso del individuo, estado fisiol6gico y edad del mismo.

Las micotoxinas pueden ser producidas bien sea por mohos
saprofiticos, principalmente durante el almacenaje, o por mohos endofiticos,

durante el crecimiento de la planta (D’'mello, 1997). Los alimentos mas
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propensos a la contaminacion por mohos saprofiticos son los granos y

cereales (Pascual, 2005).

Las micotoxinas ejercen su poder toxico con cantidades relativamente
bajas como partes por billon. Son capaces de causar graves enfermedades
que afectan al higado, riidbn y o6rganos formadores de sangre. La
composicién quimica de las micotoxinas es diversa, pero tienen en comun un
peso molecular relativamente bajo que favorece su resistencia a los
tratamientos térmicos que se aplican en el proceso de elaboraciéon de

algunos alimentos (Pascual, 2005).

Muchos mohos no son productores de micotoxinas incluso pudiendo
invadir el grano, por lo que un grano enmohecido no tiene por qué ser
necesariamente téxico. Del mismo modo, puede detectarse una micotoxina
sin la presencia del moho productor, ya que éste puede haber sido inactivado
por procesos quimicos o por alteracion de los factores ambientales mientras

que las micotoxinas permanecen en el substrato (Garcia, 2002).

El problema de las micotoxinas es mundial, ya que los mohos pueden
desarrollarse en cualquier region, aun bajo condiciones climaticas diferentes.
Sin embargo, el problema es mayor en algunos paises debido a que en ellos
las condiciones de temperatura y humedad son mas favorables para el
crecimiento de mohos y por lo tanto, para la producciéon de las toxinas

(Garcia, 2005).
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V. MATERIALES Y METODOS

1. MATERIA PRIMA

Un total de ocho (8) muestras de granos de cacao beneficiados o no,
fueron suministradas por diferentes proveedores. Las dos primeras, se
designaron como Oderi | y Il, y se tomaron para los ensayos preliminares del
perfil fungico. Las mismas correspondian a muestras de granos de cacao
“corriente” (sin fermentar y secado naturalmente al sol) provenientes de un
galp6n de almacenamiento ubicado en la carretera nacional de El Guapo,
sector el Cristo, Rio Chico, Edo. Miranda. Estas muestras fueron descritas
por el proveedor como una mezcla de granos provenientes de la regiéon de
Barlovento, Edo. Miranda. No se conoce exactamente la fecha en la que se
realiz6 la cosecha de los frutos, sin embargo, la recepcién se realizd en el
mes de Julio de 2011, pudiéndose estimar una cosecha cercana a esta fecha

(Junio de 2011).

La tercera muestra de cacao corriente estudiada fue suministrada por
el Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas y se codificé como “INIA” y
estaba constituida por una mezcla de granos hibridos procedentes del
Campo Experimental Padron, ubicado en la carretera nacional via a Oriente,
de la parroquia Ribas, sector Tapipa, en el Municipio Acevedo del Edo.
Miranda. Este lote fue beneficiado en Diciembre de 2011 y la muestra fue
almacenada dentro de cavas de anime en condiciones de refrigeraciéon en el

laboratorio.
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= Muestras provenientes de pequefios productores

La cuarta y quinta muestra fueron codificadas como “El Rosario” y “El
Verde”, las cuales fueron suministradas por el productor correspondiente
(vocero comprador del sector). Segun cada vocero, las muestras fueron
cosechadas y beneficiadas entre Julio- Agosto de 2011 en el sector el
Rosario y el Verde N° 17, ubicados ambos en la parroquia El Guapo,

Municipio Paez, en el Edo. Miranda.

La sexta muestra designada como “El Vigia”, es natural de esta misma
zona, es decir, el Vigia, Edo. Mérida, especificamente del sector los
Bocadillos, Km. 15, instalaciones Sumandes en el sector. Las mismas se
beneficiaron y almacenaron en Diciembre de 2011 en las instalaciones,

también fue facilitada por un vocero comprador.

La séptima y octava muestra, fueron denominadas como “Curiepe” y
“La Trinidad”, son las mas recientemente cosechadas y beneficiadas, siendo
para la primera en el mes de Febrero de 2012 y para la ultima, en Enero de
2012. Son cacaos comerciales destinados directamente para la venta, para
los pequefios productores y otros proveedores interesados. La primera de
estas es proveniente del sector la Vega, parroquia Curiepe, Municipio Brién;
y la segunda del sector Corozalito, en la Trinidad, parroquia Santa Cruz de
Capira, Municipio Pedro Gual, ambas localidades pertenecientes al Edo.
Miranda. Estas muestras fueron cosechadas y beneficiadas siguiendo la

metodologia de trabajo usada por Alvarez y col. (2010).
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1.1 BENEFICIO Y CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO

El proceso de fermentacion para la séptima y octava muestra, es
decir, “Curiepe” y “La Trinidad”, duré cinco dias con dos remociones de la
masa. El secado al sol de los granos se realizo en un patio de cemento hasta
obtener un contenido de humedad aproximadamente comprendido entre 6-8
%. El almacenamiento de las muestras proporcionadas por cada productor
se realizé en un lugar fresco y seco, dentro de sacos de yute, ubicado en el

laboratorio del INIA y a temperatura ambiente.

1.2 TOMA DE MUESTRAS

Todas las muestras (beneficiadas o no) fueron tomadas siguiendo la
norma COVENIN 1339 (1995). El procedimiento se llevd a cabo desde los
sacos (50 kg de cacao secado) mediante un punzén saca muestras, tomando
al azar las muestras primarias hasta una tercera parte de los sacos.
Considerando la parte superior, media e inferior de cada uno de los mismos.
La muestra final de analisis fue de 2 kg. de la masa de granos. Aquellas que
fueron fermentadas en cajones de madera, (Curiepe y La Trinidad) y secados
naturalmente al sol en patios de cemento, fueron colocados en sus
respectivos fermentadores para la toma de cinco (5) muestras primarias al
azar con una paleta de madera, en distintos puntos del cajén (superior,
centro y fondo). La muestra compuesta o final para analisis fue de 2 kg., la

cual se obtuvo mezclando y homogenizando las muestras primarias.
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1.3 PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Las muestras de granos enteros beneficiados o no (con testa), se
molieron y tamizaron hasta obtener una granulometria de 60 mesh. El polvo
de cacao obtenido fue almacenado en bolsas tipo ziploc hasta los analisis
fisicoquimicos correspondientes, realizados en el Instituto Nacional de
Investigaciones Agricolas (INIA-Miranda) y en el CENIAP-Maracay. Para los
estudios microbioldgicos, se utilizaron granos de cada una de las muestras,
las cuales fueron analizadas en el Instituto de Ciencias y Tecnologia de

Alimentos (ICTA).

2.- CARACTERISTICAS FiSICAS DE LOS GRANOS

2.1 PRUEBA DE CORTE DE CALIDAD

Para determinar la calidad inicial de los granos de cacao fermentados
y secados al sol o no fermentados, se procedié a efectuar un andlisis
visual de las dos caras del cotiledon, para determinar los posibles
defectos fisicos que puedan presentar los granos, asi como el grado de
fermentacion. La prueba describe los porcentajes de granos planos y
partidos, pizarrosos, picados por insectos, mohosos, germinados, granos
dobles, insuficientemente fermentados y fermentados, siguiendo las

indicaciones de la Norma Venezolana COVENIN 442:1995.
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2.2 ANALISIS PROXIMAL

Se procedio a realizar el analisis proximal a las diversas muestras
de granos de cacao con testa, a fin de evaluar su composicion quimica al
momento del analisis microbiologico, utilizando para ello los Métodos
Oficiales para el Analisis de la Asociacion Oficial de Analisis Quimicos
(Official Methods of Analysis of the Association Official Analysis
Chemists (AOAC)). Para lo cual se determiné humedad, cenizas, proteina

cruda, grasa cruda y fibra cruda como sigue:

Determinacion Método
Humedad A.O.A.C. Official Method N° 970.20, 2000
Cenizas A.O.A.C. Official Method N° 972.15, 2000
Proteina Cruda A.O.A.C. Official Method N° 955.04, 2000
Grasa Cruda A.O.A.C. Official Method N° 963.15, 2000
Fibra Cruda A.O.A.C. Official Method N° 930.20, 2000

El contenido de otros carbohidratos se calcul6 restando del 100%

con el resto de los macronutrientes anteriormente determinados.

2.3 CARACTERIZACION FISICOQUIMICA

A fin de conocer los cambios de los granos de cacao
fermentados y secados durante el almacenamiento se procedio a analizar

el pH y la acidez por medio de los siguientes métodos:

38




Determinacioén Método

pH A.O.A.C. Official Method N° 970.21, 1990

Acidez total titulable A.O.A.C. Official Method N° 942.15, 1990

3. ANALISIS MICROBIOLOGICO

Se analizaron seis (6) muestras de granos de cacao corriente (con
testa), con bajo indices de fermentacion, secados naturalmente al sol y
almacenados en sacos de yute (Oderi I, Oderi Il, INIA, El Rosario, El Verde y
El Vigia). Asimismo, dos (2) muestras adicionales de cacao fermentado,
secado y almacenado en condiciones similares a las anteriores (Curiepe y La

Trinidad).

3.1 DETERMINACION DEL CONTAJE TOTAL DE MOHOS Y SU

IDENTIFICACION

Utilizando la siembra por extension en superficie se determind el
contaje de mohos totales. Esta técnica basica permite la visualizacién de la
formacion de colonias a partir de un ndmero fijjo de células viables. Es
utilizada, por lo tanto, para obtener contajes de unidades formadoras de

colonias (UFC) presente en la muestra analizada (Laneri, 2001).

La aplicacion de esta técnica tiene por base el uso de diluciones
seriadas, obtenidas a partir del homogenizado de las muestras sdlidas,
semisolidas o liquidas (Laneri, 2001). Por ende se realizaron diluciones

seriadas hasta 10 para cada una de las muestras sélidas de granos de
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cacao, partiendo de 11 gr. de la muestra (pesados asépticamente) en 99 mL
de agua peptonada al 0,1%. Posteriormente se procedio a la siembra de 0,1
mL de cada dilucion por duplicado, en placas de DRBC (Dicloran rosa

bengala clorafenicol).

El agar Dicloran rosa bengala clorafenicol, es un medio de cultivo
selectivo que esta compuesto por glucosa y peptona como base nutritiva. El
Rosa de Bengala reduce el crecimiento de bacterias y disminuye la
dispersién de las colonias de mohos y levaduras. Esta reduccién en el
tamafo de las colonias de hongos facilita su recuento y ademas permite el
crecimiento de otras especies con desarrollo mas lento. El cloranfenicol
aumenta la selectividad del medio, no permitiendo el crecimiento de
bacterias. El indicador Rosa de Bengala es absorbido por las colonias de
levaduras y mohos facilitando asi su reconocimiento y enumeracion

(Cultimed, 2003).

Posteriormente se incubaron a temperatura ambiente de 3 a 5 dias,
para luego realizar el conteo de los mohos, expresando los resultados como

unidades formadoras de colonias por gramo (UFC/g) (Rengel, 2006).
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(Incubacién a temperatura ambiente por 5 dias)

Fig. 14. Metodologia utilizada para evidenciar la incidencia de mohos en granos de

cacao

Para la identificacién de las especies mas abundantes, se procedié a
aislar las colonias en placas de agar Extracto de Malta (EMA) y Czapek, para
posteriormente clasificarlas segun las claves taxonomicas respectivas,

basadas en caracteristicas morfologicas y fisiologicas (Samson, 1995).
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A partir de colonias de mohos
presentes en placas de DRBC

l

Aislar con aguja de puncién
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Placas de Czapek
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(Incubacién a temperatura ambiente por 5 dias)

Transcurrido este tiempo identificar las
colonias por medio de observacion directa
al microscopio

Utilizando para ello ldminas
de portaobjeto

Fig. 15. Metodologia utilizada para el aislamiento e identificacion de los mohos
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3.2 DETERMINACION DEL GRADO DE COLONIZACION

Se colocaron 50 granos de cacao en cierta cantidad de hipoclorito de
sodio (NaOCl) al 0,4 %, de manera que cubriera las almendras
completamente, por aproximadamente 2 minutos. Transcurrido este tiempo
se escurrieron los granos y se lavaron con agua destilada dos veces
sucesivas; posteriormente se sumergieron en cierta cantidad de etanol al 80
% por 1 minuto y se lavaron de nuevo con agua destilada. Al culminar el
lavado, se secaron con servilletas estériles. Subsiguientemente se colocaron
4 granos de cacao en cada placa de DRBC y se incubaron por 7 dias a
temperatura ambiente. Para finalizar, se realiz6 la determinacion del

porcentaje de granos colonizados (Rengel, 2006).

50 granos de

cacao
NaOCl al 0,4% por 2 Dos lavados con agua
minutos destilada
I i
Etanol al 80 % por 1 minuto Agua destilada
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@ Colocar cuatro granos por
placa de agar DRBC

(Incubacion a temperatura ambiente por 7 dias)

Fig. 16. Metodologia utilizada para determinar el grado de infestacion en granos de

cacao

4. ANALISIS ESTADISTICO

Se calcularon las distintas desviaciones estandares en los
experimentos realizados. También se aplicé un ANOVA de una via, para la
observacion de diferencias significativas en los parametros fisicoquimicos
determinados, asi como para el contaje total de los mohos entre las
diferentes muestras. Utilizando para ello el programa estadistico Statgraphics

Centurion.
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V.

RESULTADOS Y DISCUSIONES

1. ANALISIS FiSICOQUIMICO

1.1 PRUEBA DE CORTE

La prueba de corte muestra determinados defectos que causan

sabores negativos, y sefiala el grado de fermentacion que tiene efecto sobre

el sabor intrinseco de la almendra (Wood y Laas, 1985). La funcidén de la

prueba de corte es disminuir el riesgo de que el comprador acepte cacao con

graves defectos econémicos y, en menor grado, de sabor (Stevenson, 1993).

Los resultados para la prueba de corte estan reflejados en la tabla 1.

Tabla 1. Prueba de corte de calidad en granos de cacao fermentados y secados

Muestras

El La
Caracteristicas INIA | Rosario | El Verde | El Vigia | Curiepe | Trinidad
% granos planos y partidos 4 6 11 6 5 5
%granos dafiados por
insectos 0 4 3 5 0 2
% granos
pizarrosos 2 0 5 0 0 0
% granos mohosos 0 3 2 4 2 2
% granos
germinados 0 0 0 0 0 0
% granos dobles 0 0 0 0 0 2
% granos insuficientemente
fermentados 33 36 25 41 12 6
% granos
fermentados 61 50 55 44 81 83

Los porcentajes de granos fermentados fueron de 61, 50, 55, 44, 81y

83% para las muestras procedentes del INIA, El Rosario, El Verde, El Vigia,
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Curiepe y La Trinidad, respectivamente. Segun lo que sefiala la norma
50:1995 de la Comision Venezolana de Normas Industriales, los dos ultimos
porcentajes entran en el rango de cacao “fino de primera”, ya que se
encuentran por encima del 80%, que es limite permitido para esta categoria.
Es de hacer notar, que esta misma norma define a este cacao como el
formado por granos que han sido sometidos a fermentacion, exentos de
olores extrafios al caracteristico de este grano y de cualquier otro signo de
adulteracion; por lo que se presume que el proceso fermentativo se realizé

apropiadamente para las muestras de Curiepe y La Trinidad.

Asimismo los demas porcentajes corresponden con la clasificacion de
cacao “fino de segunda” o “corriente”, debido a que se encuentran en un
rango menor a 80%; esto indica la posibilidad de un inadecuado o carente
proceso fermentativo para las muestras del INIA, El Rosario, El Verde y El
Vigia, o una recolecta de la mazorca antes de la madurez del fruto (Guzman,

2007).

Sin embargo, la clasificacion de los granos de cacao no esté
claramente definida y aceptada universalmente. La distincion entre estas
categorias (corrientes y finos) continda siendo subjetiva y se encuentran muy
poco relacionados con los factores geogréficos, genéticos, climatologicos, o
con alguna vinculacion con el proceso de beneficio después de la recoleccion

o cosecha (Manual de productos basicos, 1991).
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La norma COVENIN 50:1995 también establece que los granos
insuficientemente fermentados son aquellos que al ser cortados
longitudinalmente no presentan agrietamientos o estrias, su textura es lisa y
compacta en toda la superficie o parte de ella y generalmente la cuticula esti
muy adherida a los cotiledones. De acuerdo a los resultados obtenidos, se
ratifica lo anterior, ya que las dos ultimas muestras reflejaron una cantidad de
granos insuficientemente fermentados menor al 20%, caracteristico de los
granos finos de primera; mientras que el resto estuvo entre 20-80% que es

propio de los granos finos de segunda o corrientes.

Con respecto a los granos dobles, la norma COVENIN 50:1995 los
detalla como la aglomeracién de dos o0 mas granos, unidos firmemente por
partes del mucilago debido a una separacion defectuosa del mismo. La
muestra de La Trinidad fue la Unica que mostré6 granos dobles, pero en
niveles muy pequefos (2%), por lo tanto, no afecta la calidad del cacao. Por
otra parte, el porcentaje de granos germinados fue 0% para todas las
muestras analizadas, lo cual significa que durante el almacenamiento no
existe riesgo que mohos y/o insectos penetren las semillas por la presencia

de hoyos en las cascaras (Stevenson, 1993).

El porcentaje de granos mohosos, tanto dentro como fuera de la
semilla, fue mayor para la muestra procedente de El Vigia, con un 4%. Ahora
bien, la norma COVENIN 50:1995 plantea que el limite permisible es de O-
3%, resulta claro que en este caso no se cumple con los requisitos

establecidos y existe la posibilidad de que la presencia de mohos dentro de
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los cotiledones de cacao destruya totalmente el sabor del grano. Las
condiciones que favorecen la aparicion de los mismos incluyen germinacion,
quiebre o corte de granos, entrada de insectos, secado no adecuado y
almacenamiento en humedad relativa superior a 85% (Stevenson, 1993).
Respecto a las muestras de INIA, El Rosario, ElI Verde, Curiepe y La
Trinidad, se encontré una proporcion de granos mohosos de 0, 3, 2, 2, y 2%,

respectivamente, de manera que satisfacen las exigencias de la norma.

Se conoce como almendras pizarrosas a aquellas que poseen una
coloracién gris u oscuro, que indica que no habra ningun efecto de
fermentaciéon y en general, representan un defecto muy serio para cualquier
procesador de cacao (Stevenson, 1993). La norma COVENIN 50:1995
expone que el rango aceptado para este parametro es de 0-3%, por lo cual
todas las muestras cumplen con este requerimiento, excepto la muestra
originaria de El Verde, que alcanz6 un 5%, se corrobora entonces que

ciertamente este cacao tuvo un deficiente o ausente proceso fermentativo.

La norma COVENIN 50:1995 instituye que los granos dafiados por
insectos son aquellos en cuyo interior 0 exterior se detectan insectos en
cualquier fase de desarrollo (huevos, larvas, adultos) o que han sido
atacados por los mismos de manera que han dafiado la almendra en forma
visible. Cabe resaltar que el limite permitido para ello es de 0-3%. El
porcentaje de semillas defectuosas fue de 4% para la muestra de El Rosario
y 5% para El Vigia, lo cual es inadecuado, ya que se encuentra por encima

de lo que estipula la norma. Es logico pensar entonces que en estos casos
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hubo un almacenamiento incorrecto, que dio acceso a la entrada de insectos.
Para las muestras procedentes del INIA, El Verde, Curiepe y La Trinidad, se
hallé6 un porcentaje de granos afectados por insectos de 0, 3, 0 y 2%,
respectivamente; que son valores admitidos y que son ejemplos de un

aparente controlado almacenamiento.

De acuerdo a la misma norma, el porcentaje de granos planos y
partidos son aquellos en el cual los dos cotiledones son muy finos y les falta
algun fragmento, el rango aceptado es 0-3%. Se evidencia que todas las
muestras presentaron porcentajes elevados, con valores mayores a los
enunciados en la COVENIN. La muestra de INIA fue la que se acercé al
limite superior (con 4%). Es de acotar que estos granos son indtiles para la
produccion de chocolate, ya que el grano casi no contiene cotiledones y
mucho de su peso es cascarilla. Ademas, el origen aplanado puede ser
debido a la cosecha de mazorcas no maduras y/o fermentacion ineficiente

(Stevenson, 1993).

Es importante resaltar que la prueba de corte tiene muy baja precision
y es una medida subjetiva por las siguientes razones: involucra la evaluacion
visual de los cambios de color en los granos, la oxidacion de los tejidos del
grano hace que los colores internos cambien naturalmente, la infeccién de
las semillas por algunos microorganismos, como Phythopthora o Monilia,
puede resultar en un color marron o café, dificil de distinguir de las

almendras fermentadas (Stevenson, 1993).
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Ademas los criterios fisicos que se utilizan para evaluar la calidad de
los granos de cacao en términos de color, tamafio, grosor, fisura o
resquebrajamiento no son suficientes, pues el criterio final de su calidad lo da

el sabor y aroma (Despreaux y col., 1996).

De igual manera Rohan (1964), encontr6 que las caracteristicas
fisicas de los granos fermentados y secados son dificiles de definir con
precision, ya que estan enmarcados en criterios subjetivos y las exigencias
de los empresarios varian de acuerdo con los mercados que los abastecen y

de la demanda de materia prima.

1.2 COMPOSICION QUIMICA PROXIMAL

El analisis proximal probablemente sea el método mas usado para
expresar la calidad nutritiva global de un alimento. Mide la cantidad de
nutrientes presentes como: contenido de humedad (agua), proteina cruda,
fibora cruda, cenizas, extracto etéreo (grasa cruda) y carbohidratos. Se
expresa en porcentaje y se aplican metodologias especificas para evaluar
cada uno de los componentes (Barrera y col.,, 2004). En atencién a lo
expuesto, los resultados de composicién quimica proximal de las distintas
muestras de granos de cacao fermentados y secados, se presentan en la

tabla 2.
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Tabla 2. Composicion quimica proximal en granos de cacao fermentados y secados

Proteina Otros
Humedad Cenizas (% cruda (N x Grasacruda | Fibra cruda |Carbohidratos
Muestras (%)* b.s)* 6,25) % b.s* (% b.s)* (% b.s)* (%)*
INIA 5,15+0,20a | 4,50+0,00d | 16,49 +0,12d | 40,49 +0,24a | 18,06+0,02f | 15,71+ 0,65a
Rosario | 6,24 +0,51 bc | 3,75+0,04 a | 14,28 +0,12a | 42,11 +0,27b | 16,43+0,32e| 17,19 +0,62bc
Verde 6,30 +0,31 ¢ | 4,05 0,26 bc | 15,38+0,14bc| 42,14 +0,11b | 15,40+0,12c| 16,72 +0,57b
Vigia 5,69 +0,06 ab | 4,09 +0,07 ¢ | 14,27 +0,01a | 45,10 £0,09d | 15,71+0,17d| 15,13 +0,21a
Curiepe 5,54 +0,40 a | 4,03 +0,03 bc | 15,22 +0,18b | 45,50 +0,22e [12,90+0,09b | 16,15 +0,33b
Trinidad 5,62 +0,04 a | 3,90 +0,01 ab [ 15,56 +0,19c | 44,68 +0,16¢ | 12,58+0,07a| 17,66 +0,01c

*Promedio de tres réplicas + desviacion estandar. Las letras indican diferencias estadisticas
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HUMEDAD

significativas (p<0,05).

La humedad es una importante variable fisica que se refiere al

contenido de humedad de los granos y al contenido de humedad del medio

en donde se encuentran los granos almacenados (Alvarez, 1998). El

contenido de humedad de los granos incluye las cuatro formas en la que el

agua esta ligada al alimento (capilar,

composicién) (Belitz y Grosch, 1988).

en solucion,

absorbida y de

La norma COVENIN 50:1995 sefiala que el contenido de humedad de

lotes de granos de cacao que se comercialicen no debe ser mayor del 8% en

peso. Si se observa los resultados de la tabla 2, resulta claro que los valores

oscilan entre 5,15- 6,30%, especificamente el contenido de humedad mas

bajo fue para la muestra del INIA (5,15%) y el mas alto para la procedente de
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El Verde (6,30%). Al realizar el analisis de varianza (ANOVA) se hallé que no
hay diferencias significativas en el contenido de humedad entre las muestras,

exceptuando la de El Rosario y El Verde.

Desde la antigiiedad se ha reconocido que los alimentos con mayor
contenido de humedad son los mas perecederos, de tal manera que el
control en el contenido de humedad de un producto es una herramienta para

su conservacion (Maupoey, 2001).

El contenido de humedad es el factor de mayor importancia en el
comportamiento del grano en el manejo postcosecha, en especial durante su
almacenamiento y procesamiento. El alto contenido de agua es uno de los
factores que puede causar pérdidas en estos productos. Su control
inadecuado en las operaciones de postcosecha, puede producir
calentamiento de la masa de grano, asi como generar focos de hongos e

insectos (Ospina, 2002).

En este marco de ideas, se tiene que la humedad en estos granos de
cacao es tolerable y adecuada para no permitir la proliferacion de
microorganismos indeseables como los mohos. En lo que respecta al
almacenamiento, este proceso no afectd la humedad de las muestras; ya que
si las condiciones de manejo y almacenamiento de lotes de cacao no son las
mas apropiadas, se produciran cambios en el contenido de agua; de alli que

en los almacenes se debe controlar la humedad relativa ambiental, de la
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temperatura, del contenido de agua de los granos y el control de las

infecciones por insectos y hongos (Reyes y Reyes, 2000).

Es importante destacar que la humedad inicial de la almendra de
cacao varia en funcion a la época de cosecha o tiempo que transcurra desde
la cosecha hasta la apertura de las mazorcas (Rodriguez y Rojas, 2000). En
funcién de los resultados, es l6gico pensar que esto no influyé en la calidad

de los granos.

En un estudio realizado por Alvarez (2008), se obtuvo un rango de
humedad para cacao fermentado y secado entre 5,43- 6,61%, con un
promedio de 6%; lo cual est4 acorde con lo conseguido en este trabajo e
igualmente satisfacen las exigencias de la norma COVENIN 50:1995. Un
resultado similar consiguié Ledn (2012), para granos de cacao fermentados y

secados, con valores de humedad entre 6,9 -8,07%.

1.2.2 CENIZAS

Las cenizas representan la fraccion correspondiente a los minerales
del alimento, para ello toda la materia organica del alimento es incinerada y
s6lo quedaran los compuestos inorganicos (Caravaca, 2003). El contenido de
minerales en cacao es de importancia nutricional y fisiolégica, debido a la
presencia de niveles significativos de potasio, magnesio, calcio y en

pequefias concentraciones de hierro (Alvarez, 1998).
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De acuerdo con los resultados reportados en la tabla 2, los valores de
cenizas en base seca se hallaron entre 3,75- 4,50%, siendo la cifra mas baja
para la muestra de El Rosario (3,75%) y la mas alta para la de INIA (4,50%).
Al efectuar el ANOVA se descubrid que no hay diferencias significativas en

cuanto a cenizas entre las muestras de El Rosario y La Trinidad.

Ospina (2002), sefiala que el contenido de cenizas en 100 gramos de
parte comestible de cacao es de 3,8 gr., lo que es igual a 3,8%, lo cual
supera las cifras logradas en esta investigacion, con excepciéon de la muestra
de El Rosario. En estudios efectuados por Guzman (2007), se registraron
contenidos de cenizas inferiores a los de este trabajo (2,18%), en muestras
de cacao fermentados y secados. Por otra parte, Ledn (2012), encontré un
contenido de cenizas mas elevado (entre 4,08- 4,82%), en granos de cacao

fermentados y secados.

Por tanto, posiblemente las variaciones halladas en las muestras se
deban a la eficacia de los tratamientos postcosecha aplicados por los
diferentes proveedores en las zonas correspondientes. En virtud a lo
expuesto, Moreno y col. (1991), expone que las causas de las variaciones
que afectan los parametros fisicos y quimicos de los granos de cacao, estan
en funcion con el tiempo de fermentacion y secado. A ello se agrega que no
se conoce con certeza la influencia que tienen los meses de cosecha sobre
las posibles diferencias en el contenido de minerales en granos fermentados

y secados (Alvarado, 1990).
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1.2.3 PROTEINA CRUDA

En el transcurso de la fermentacion ocurre una disminucion de las
proteinas, siendo estas hidrolizadas por las proteasas que dan lugar a la
protedlisis, lo que lleva a la formacion de oligopéptidos y aminoacidos libres

(Pettipher, 1990).

Los resultados obtenidos (disponibles en la tabla 2) revelaron valores
para este parametro en base seca entre 14,27-16,49%, donde la cifra mas
pequefia corresponde a la muestra de El Vigia y la mas grande pertenece al
INIA. Al realizar el analisis de varianza (ANOVA) se determiné que hay
diferencias significativas en el contenido de proteinas entre las muestras

(p<0,05).

Segun Kalvatchev y col. (1998), el contenido de proteinas en granos
de cacao debe ser de 12 gr. por cada 100 gr. de muestra, es decir, 12%. Por
lo que los porcentajes alcanzados en este analisis son superiores a lo que
plantea dicho autor. A raiz de las anteriores afirmaciones Guzman (2007),
logré una cantidad de proteina cruda en semillas de cacao entre 11,08 y

12,46%.

No obstante, en investigaciones realizadas por Lares (2007) y
Rodriguez (2007), se obtuvieron porcentajes de proteina entre 12,41 y
13,04%. También Ledén (2012), determindé un contenido de proteina entre
12,93 y 15,50% en granos de cacao. A ello se agrega los resultados de Ortiz

y col. (2009), quienes reportaron una proporcion de proteinas para granos de
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cacao forastero de 14,32% y para cacao criollo de 16,26%. Todas estas

cifras anteriores se asemejan mas a las encontradas en este trabajo.

Definitivamente, es posible que las diferencias halladas sean
dependientes de los caracteres genéticos de las plantas de donde fueron
cosechados los frutos de cacao y/o de la efectividad de las técnicas
aplicadas durante el beneficio de los granos; ya que Sanchez (1995), dice
que la calidad de los granos de cacao comerciales esta relacionada con el

genotipo y al mecanismo de beneficio.

1.2.4 GRASA CRUDA

La manteca de cacao constituye la materia grasa contenida en los
granos de cacao (Martinez, 2005). Durante la fermentacion las grasas
aumentan en un 4% en base seca, a partir del quinto dia de fermentacién,
por razén de la perdida de los cotiledones. Realmente no es mucha la
pérdida total de grasa pero algo se traslada a la testa particularmente
durante el secado al sol, que derrite la grasa (Instituto Interamericano de

Ciencias Agricolas, 1957).

La grasa o0 manteca es el mayor constituyente encontrado en el cacao
y tiene gran importancia en la industria alimentaria, ya que posee
caracteristicas fisicas y quimicas, que son muy convenientes en la
manufactura de una gran variedad de productos en las industrias
chocolateras, cosméticas y farmaceéuticas. No siendo comparables con otras

grasas de origen vegetal (Guzman, 2007). Debido a la importancia que la
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grasa o manteca de cacao tiene en la manufactura del chocolate en términos
econoémicos, las fabricas buscan el cacao que posee el mas alto contenido
de grasa, con preferencia a valores superiores a 56% (Red de Generacion y

Transferencia de Tecnologia en Cacao, 1989).

Ospina (2002), sefala que el contenido de grasas en 100 gramos de
parte comestible de cacao es de 43,7 gr., lo que es igual a 43,7%. En torno a
ello los resultados logrados en base seca (ver tabla 2), se encuentran en un
rango de variabilidad entre 40,49-45,50%, donde la cifra mas baja (40,49%)
es para la muestra del INIA y la mas alta (45,50%) corresponde a Curiepe, lo
cual se relaciona con lo dicho por el autor. Al efectuar el ANOVA se encontro
qgue hay diferencias significativas en cuanto a este factor entre las muestras
(p<0,05). Ledn (2012), consiguié valores similares al reportar un rango

comprendido entre 39,05- 41,39% en granos de cacao.

Por su parte Alvarez (1998), observé que en granos de cacao de la
zona de Chuao los contenidos de grasa fueron de 52,25% y para muestras
provenientes de Cuyagua de 56,29%. De la misma manera Guzman (2007),
hall6 una proporcion de grasa en granos de cacao entre 53,91-55,23%.
También Ortiz (2009), indicé en cuanto a grasa cruda para granos de cacao
criollo un contenido de 54,49% y para cacao forastero 54,08%. Siendo todos
los valores anteriores superiores a los encontrados en la presente

investigacion.
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Puede atribuirse que las variaciones en los contenidos de grasa, se
deban a las condiciones fisiolégicas de la planta, genotipos, condiciones
climéticas y/o época de cosecha. Ademas, los mohos de las almendras de
cacao juegan un rol importante, ya que degradan las grasas por accion de
enzimas, las cuales incrementan los niveles de acidos grasos libres, mientras
disminuyen los de las grasas. Es por ello que las condiciones de
almacenamiento deben ser eficaces, para evitar que las almendras queden

expuestas a estos microorganismos (Hardy, 1961).

1.2.5 FIBRA CRUDA Y OTROS CARBOHIDRATOS

El cacao altamente utilizado en la industria agroalimentaria, posee
fibra como uno de sus elementos constituyentes, el cual podria ser funcional
para el mantenimiento de la salud humana y en la prevencién de
determinadas enfermedades, como las cardiovasculares y/o el cancer; ya
que tiene una elevada capacidad antioxidante derivada de su contenido en

compuestos fendlicos (Lecumberri y col., 2006).

Si se observan los resultados para fibra cruda en base seca en la tabla
2, estos se encuentran en un amplio rango de variabilidad comprendido entre
12,58% y 18,06%, donde el valor mas bajo es para la muestra de La
Trinidad, mientras el mas alto para la del INIA. En cuanto a ello Lares (2007),
indico valores de fibra cruda en muestras de cacao de la region de Chuao
entre 17,47% y 18,46%, lo cual corresponde con lo reportado en este

estudio.
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Para finalizar este punto, se resaltara los resultados para “otros
carbohidratos” referidos en la misma tabla. Es de hacer notar que las cifras
se encuentran entre 15,13-17,66%, donde la primera de estas es para la

muestra procedente de El Vigia y la ultima para La Trinidad.

Lo expuesto anteriormente se iguala a los valores logrados por Leon
(2012), en el que indic6 un rango para otros carbohidratos en granos de
cacao entre 13,63% y 16,84%, con excepcion de las muestras de El Rosario
y La Trinidad que sobrepasan el limite superior del autor anterior. Al igual
que con los componentes quimicos previos, quizas las discrepancias se
deban a los caracteres genéticos de los granos de cacao y/o a la época de
cosecha, entre otros. Para ambos pardmetros y mediante el analisis
estadistico ANOVA, se hall6 que hay diferencias significativas entre las

muestras (p<0,05) para cada caso.

1.3 pHY ACIDEZ TITULABLE

Durante la fermentacién tanto la pulpa como los cotiledones tienen
cambios muy importantes en el pH. En general los cotiledones tienen un pH
inicial de 6,6. Durante el primer dia de fermentacion disminuye lentamente
hasta 6,3, pero durante el tercer y cuarto dia decrece rapidamente, hasta
alcanzar un valor de 4,75 aproximadamente, este valor sufre muy pocos
cambios hasta que se termina la fermentacion. Luego durante el secado va
subiendo en forma lenta, llegando hasta 5,4. El pH de la pulpa, en cambio, se

inicia muy bajo, favoreciendo cierto tipo especifico de microorganismos; su
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valor fluctia alrededor de 3,8. Durante los tres primeros dias de
fermentacidn, su valor sube lentamente hasta llegar a 4, pero al cuarto dia el
valor de pH es 4,75. Durante el resto de la fermentacion y secado, tienen un

aumento lento, que termina alrededor de 5,2 (Enriquez, 1985).

Portillo y col. (2005) y Torres (2001), mencionan que la constante
elevacion de pH de la pulpa durante la fermentacion, se debe a la
desamilacién del contenido de acido citrico por las levaduras y las bacterias
lacticas. La aparicion de las bacterias acéticas se da en primer lugar en las
zonas superficiales de las masas de fermentacién y en mayor numero que en
el centro, por lo que es de esperarse que el cambio de pH se produzca mas
rapidamente en la superficie. De la misma manera Meyer y col. (1989),
destacan que la descomposicidbn microbiana de la pulpa produce acidos
acéticos y lacticos, que son difundidos hacia el cotiledon, lo cual incrementa

la acidez. Los resultados obtenidos se encuentran en la tabla 3.

Tabla 3. pH y acidez total titulable en granos de cacao fermentados y secados

Acidez total

Muestras pH* tilulable (% b.s)*
INIA 5,67+0,03b 1,32+0,01d
El Rosario 554 +0,02a 1,28+0,01c
El Verde 6,00+ 0,03 c 0,82+0,01a
El Vigia 6,43 +0,03d 0,87+0,01b
Curiepe 6,00+ 0,01c 0,81+0,01a
La Trinidad 6,00 £ 0,02 c 0,82+0,01a

* Promedio de tres réplicas + desviacion estandar. Las letras indican diferencias estadisticas
significativas (p<0,05).
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Puede observarse que las cifras para el pH oscilan entre 5,54-6,43,
siendo la cifra més pequefia para la muestra de El Rosario y la mas grande
para El Vigia. Ahora bien, en cuanto a la acidez total titulable se tiene un
rango entre 0,81-1,32%, donde 0,81% corresponde a la muestra de Curiepe
y 1,32% a la del INIA. Luego de realizar el ANOVA, se determind que hay
diferencias significativas entre las muestras para ambos parametros, debido

a que p<0,05.

En un andlisis realizado por Ortiz y col. (2009), se reporté un pH de 6
para cacao criollo y 6,2 para cacao forastero, mientras que la acidez fue de
0,73 y 0,65 para los mismos tipos de cacaos, respectivamente. El primer
pardmetro se asemeja a lo indicado en la tabla 3, mientras que la acidez esta
un poco por debajo. Ademas Alvarez y col. (2010), encontraron un valor
promedio de pH de 5,55 y un porcentaje de acidez de 0,41% en granos de
cacao. Para este caso tanto el pH como la acidez fueron inferiores a los de
esta investigacion, exceptuando la muestra de El Rosario que alcanzé un pH

de 5,54.

En concordancia con lo anterior Graziani y col. (2003), realizaron un
estudio donde se comprobdé un pH igual a 5,49 para granos de cacao
beneficiados en fermentadores cuadrados y 5,84 en fermentadores
rectangulares, ademas el porcentaje de acidez logrado fue de 0,86% vy
0,45%, para semillas procesadas en fermentadores cuadrados Yy
rectangulares, respectivamente. Los resultados de pH se relacionan a lo

presente, igualmente para la acidez en el caso de fermentadores cuadrados,
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ya gque para los granos beneficiados en fermentadores rectangulares la cifra

alcanzada fue inferior a lo indicado en este andlisis.

Todas estas diferencias podrian atribuirse a la variabilidad genética de
la zona a la cual pertenecen los granos y a la aplicacion de metodologias

distintas para el beneficio, entre otras (Alvarez y col., 2010).

2. ANALISIS MICROBIOLOGICO

2.1 RECUENTO DE MOHOS TOTALES EN MUESTRAS DE

CACAO CORRIENTE (NO FERMENTADAS Y SECADAS)

Los resultados obtenidos para las muestras de cacao corriente (sin

fermentar y secadas), se encuentran registrados en la tabla 4.

Tabla 4. Contaje total de mohos en granos de cacao corriente (sin fermentar y
secados), almacenados bajo las mismas condiciones

Muestras Oderi | Oderi Il
Logio(UFC/g) * 2,972 + 0,523 a 5,256 + 3,616 a

*Promedio de dos réplicas + la desviacion estandar. Las letras indican diferencias estadisticas
significativas (p<0,05).

Es de hacer notar que el cacao de ambas muestras, esta formado por
una mezcla de granos de toda la region de Barlovento. Es comprado (ya
beneficiado o no), a productores independientes y luego almacenado por la
empresa Oderi, en un galpén con condiciones no adecuadas para alojar
granos de cacao, por lo que se esperaba que la contaminacion fangica fuese

elevada en los dos casos. No obstante, esto no fue asi; en la muestra
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seflalada como Oderi | el contaje de mohos fue de 2,972 Log;o (UFC/g),
mientras que en la muestra Oderi Il fue 5,256 Log;o (UFC/g). Esto es visible

en la figura 17.

6,000 -
5,000 -
4,000 -
3,000 -
2,000 -
1,000 ~

0,000 T f
Oderil Oderi Il

Log,o(UFC/g)

Muestras

Fig. 17. Niveles de mohos en granos de cacao corriente (sin fermentar y secados) de
dos variedades, almacenados bajo las mismas condiciones

En vista de los resultados obtenidos, posiblemente los granos
tomados para la muestra Oderi Il estaban mas contaminados que los
escogidos para la muestra Oderi I. No obstante, deben considerarse otros
factores que posiblemente intervinieron, como las malas practicas
agronémicas durante el beneficio y la época de cosecha, de la cual no se
tiene conocimiento preciso (Jones, 1981). Igualmente también seria
relevante conocer las caracteristicas fisicoquimicas de estos granos

mediante andlisis en el laboratorio, pero dicho estudio no se realizé.

En torno a las desviaciones estandares se reportd 0,523 y 3,616, para

las muestras Oderi | y I, respectivamente. Para esta Ultima se estima que la
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distribucion de los mohos en el saco de granos de cacao no fue homogénea,
de alli una desviacién tan grande. Para la primera muestra el valor fue menor
al anterior, por lo que la distribucién de estos microorganismos debié ser mas
homogénea. Al aplicar el ANOVA se encontr6 que habia diferencias

significativas entre las muestras para el contaje total de mohos (p>0,05).

En la figura 18, se evidencia el crecimiento de mohos para la siembra

en placas de agar DRBC realizada a partir de granos de cacao de Oderi I.

Fig. 18. Recuento de mohos en placas de agar DRBC para la muestra Oderi |

En una publicacién realizada por Helfenberger (1964), se estudio la
pérdida de peso del cacao beneficiado bajo sistemas diferentes, incluyendo
el secado directamente sin fermentacion. No se pudo encontrar ninguna
diferencia en las pérdidas de peso entre cacao fermentado y secado, y cacao

secado sin fermentar.

Generalmente se esta de acuerdo en que el chocolate preparado de
cacao sin fermentar no posee ni el sabor ni el aroma verdadero del chocolate

(Hardy, 1961). Dicho de otro modo, en el cacao no fermentado no hay sabor
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a chocolate, ya que durante la fermentacion se forman los compuestos
precursores del sabor. Son cacaos &cidos y con mucha astringencia
(Lambert, 1996). La textura es como de queso Yy los cotiledones se adhieren
a la testa y entre si. La testa es coriacea y dificil de eliminar. Por otra parte, el

color de las almendras es azul-gris moteado o pizarrefio (Hardy, 1961).

A raiz de los resultados reportados y las anteriores afirmaciones se
considera que las diferencias entre cacao fermentado y secado, y sin
fermentar y secado, radican en la textura, sabor, aroma, coloracion interna
del grano, entre otras. Existe la misma probabilidad de que estos ejemplares
sean infectados por mohos y con igual intensidad, ya que esto no depende
del proceso fermentativo como tal, sino de las buenas condiciones aplicadas
durante el almacenamiento. A ello se agrega lo dicho en el marco teorico por
Urquhart (1963), el cual expone que es normal que las semillas tengan cierta
cantidad de moho durante la fermentacibn o en las primeras etapas del
secado, pero los mohos perjudiciales se desarrollan durante el

almacenamiento.

Finalmente este cacao no fermentado no puede clasificarse como
cacao “de primera”, porque no posee el sabor y aroma del verdadero
chocolate, es considerado como “fino de segunda” o corriente (Enriquez,

1985).
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2.2 RECUENTO DE MOHOS TOTALES EN MUESTRAS DE
CACAO FERMENTADAS Y SECADAS O NO

Los resultados correspondientes al recuento de mohos totales para

muestras fermentadas y secadas pueden apreciarse en la tabla 5.

Tabla 5. Contaje total de mohos en granos de cacao fermentados y secados en
diferentes zonas del Estado Miranda

Muestras Log.o(UFC/Q) *
INIA 3,649 +0,223 a

El Rosario 4,628 +2,190 ab
El Verde 4,327 £0,527 a
El Vigia 6,980 +1,179 b
Curiepe 5,540 +0,337 ab
La Trinidad 5,604 +0,342 ab

*Promedio de dos réplicas + la desviacion estandar. Las letras indican diferencias estadisticas
significativas (p<0,05).

Al respecto se tiene que la muestra procedente de El Vigia fue la que
presenté mayor proliferacién de mohos en placas con 6,98 log;o UFC/g, este
resultado era de esperarse, ya que el porcentaje de mohos obtenido por
medio de la prueba de corte, para este caso fue el mas elevado (4 %). A lo
anterior se adiciona que la misma estuvo en almacenamiento s6lo un mes en
las instalaciones del proveedor, antes de ser recibida en el INIA para su
muestreo y otros analisis, de alli pues que esta etapa del procesamiento no

fue adecuada.

Ahora bien, las muestras de La Trinidad, Curiepe y El Rosario,

mostraron un crecimiento de mohos menor al mencionado en el parrafo

66



anterior, e igual a 5,604, 5,540, y 4,628 log:o UFC/g respectivamente. Aln asi

fueron estadisticamente iguales (p>0,05) a las de El Vigia.

Finalmente, con la menor incidencia estadisticamente significativas
(p>0,05) se tiene las muestras del INIA y la de El Verde, con 3,649 y 4,327
logio UFC/g. Por tanto, en el caso de la primera se presume que por
mantenerse en refrigeracion durante su almacenamiento, las bajas
temperaturas controlaron la proliferacion de los mohos. Ademas la prueba de
corte confirma este resultado al reportarse 0% de granos mohosos. De
acuerdo con lo anterior, la temperatura del almacén es también un factor
importante para la proliferacion de mohos en granos de cacao (Christensen,

1978). Estos resultados pueden ser mas claros en la figura 19.
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Fig. 19. Niveles de mohos en granos de cacao fermentados y secados en diferentes

zonas del Estado Miranda

Cabe destacar que las desviaciones estandares para las muestras de

El Rosario y El Vigia fueron las mas elevadas, 2,19 y 1,179, respectivamente;
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lo que indica que la distribucion de los mohos en los sacos para el
almacenamiento de dichos granos no es homogénea. Esto es posible porque
se esta manipulando muestras solidas y no liquidas, en donde la distribucién
de microorganismos deberia ser mas uniforme. Para las otras muestras las
desviaciones son mas pequefias: 0,527 El Verde, 0,342 La Trinidad, 0,337
Curiepe y 0,223 el INIA. Ahora bien, al efectuar el ANOVA de estas ultimas
se demostré que no habia diferencias significativas entre las muestras para

el contaje total de mohos (p>0,05).

Es preciso afiadir que para evitar la aparicién de los mohos en granos
de cacao es necesario disponer de almacenes bien ventilados, asi como
aislar los sacos del suelo por medio de capas de madera de grosor
adecuado, y estibar los sacos de modo que no toquen las paredes. Es obvio
gue en los climas humedos no es conveniente almacenar cacao por mucho
tiempo, cuando esto se hace necesario se debe recurrir al uso de forros de
polietileno en los sacos (Urquhart, 1963). En torno a esto, no se conocen las
caracteristicas precisas de los almacenes de todos los proveedores, ni las

medidas exactas tomadas para controlar este proceso en cada caso.

Dentro de este enfoque, las almendras germinadas estan
particularmente expuestas a la entrada de los mohos, sin embargo, el
analisis de la prueba de corte ratificdé que ninguna de las muestras estaba
germinada, por lo que se descarta esta posibilidad para justificar la presencia

de los mohos.
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Las almendras con testa rota, debido a cortes producidos en el
pericarpio al abrir la mazorca o a su agrietamiento por un manejo poco
cuidadoso después del secado, estdn expuestas a la mayoria de los dafios
que afectan a los granos germinados, como por ejemplo el acceso a los
mohos (Urquhart, 1963). En virtud a lo expresado por el autor, y tomando en
cuenta los resultados de la prueba de corte, se puede decir que para las
muestras de El Rosario, El Verde, El Vigia, Curiepe y La Trinidad, la
presencia de granos partidos fue una de las cosas que intervino en la
contaminacion con mohos, ya que la prueba de corte revel6 que las mismas
tenian un porcentaje por encima del limite indicado por la norma COVENIN

50:1995.

Al mismo tiempo, los granos atacados por insectos, deterioran
igualmente la calidad del grano, ya que son contaminadas mas facilmente
por los mohos (Enriquez, 1985). Evidentemente las muestras originarias de
El Rosario y El Vigia, fueron las que mostraron el mas alto porcentaje de
granos dafiados por insectos a través de la prueba de corte, de manera que
esta podria ser otra condicibn que favorecid la invasion de estos

microorganismos en dichos granos de cacao.

En esta misma direcciébn los mohos no se desarrollan cuando el
contenido de humedad de las almendras es inferior al 8 %, que es el factor
critico (Enriquez, 1985). La humedad relativa de equilibrio tiene importancia
en el contenido de humedad del grano, pues indica la disponibilidad de

humedad para el desarrollo de macro y microorganismos y funciones
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metabdlicas en el grano. El cacao fermentado y secado, es suficientemente
higroscopico para alcanzar un contenido de agua superior al 8 %, por eso la
humedad relativa del aire en donde se almacenan debe mantenerse por

debajo de 70% (Fondo Nacional de Investigaciones Agropecuarias , 1993).

En este contexto no se conocen las humedades relativas de los
almacenes, pero es evidente que ello no alter6 las propiedades de los
granos, ya que los porcentajes de humedad reportados en la tabla 2
cumplieron con el criterio de la COVENIN 50:1995, de manera que no se
atribuye la incidencia de los mohos con la humedad de las muestras y de los

almacenes de los distintos proveedores.

2.3 AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE LOS MOHOS

PRESENTES EN GRANOS DE CACAO

Después del recuento de mohos totales se procedié al aislamiento de
todos los tipos morfolégicos distintos de colonias fungicas presentes en las
placas (Pascual, 2000). A través de la experiencia de algunos investigadores
se han probado diferentes medios y técnicas para aislar e identificar a los
mohos que comunmente invaden a granos de cereales y otros alimentos
(Moreno, 1988). La técnica empleada en este trabajo consisti6 en tomar
algunas esporas de las colonias tipicas de mohos, usando para ello una
aguja estéril, y posteriormente haciendo tres puntos de puncién en placas

invertidas de agar extracto de malta (EMA) y Czapek.
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El agar Extracto de malta es un medio acido, rico en glucidos, que es
capaz de aportar todos los nutrientes necesarios para el desarrollo de mohos
y levaduras. Por el caracter acido del medio, se inhibe el crecimiento de la
mayor parte de las bacterias contaminantes (Cultimed, 2003). En relacion al
agar Czapek, es un medio sintético que contiene sacarosa y nitrato como
Unicas fuentes de carbono y nitrdgeno. Permite el crecimiento adecuado de

mohos y levaduras (Sagardoy y Mandolesi, 2004).

Inmediatamente después del crecimiento de las colonias, se procedio
a la identificacion por examen macroscoépico de las caracteristicas externas y
por la observacion directa al microscopio, por medio del método de la cinta
adhesiva. Se realizé colocando la parte adhesiva de la cinta en la superficie
de la colonia y se peg6 sobre un portaobjetos que contenia una gota de azul
de algodén (Silva, 2006). La técnica de coloracion de microorganismos para
observarlos al microscopio es una técnica que comenzd a utilizarse hace

mas de 100 afios (Toro, 2005).

Al respecto se tiene que para la muestra correspondiente a Oderi I, se
pudieron aislar e identificar principalmente mohos de la especie Penicillium
citrinum (48%), Penicillum variable (4%), Geotrichum candidum (22%),
Fusarium sambucinum (16%) y otros no encontrados en la clave taxondmica
empleada (10%), lo cual podria indicar que carecen de importancia en el

area de los alimentos. Esto se puede observar en la tabla 6 y figura 20.
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Tabla 6. Principales especies de mohos aislados de la muestra Oderi |

Porcentaje
Mohos n° Cepas (%)
Penicillium citrinum 24 48
Penicillium variable 2 4
Geotrichum candidum 11 22
Fusarium sambucinum 8 16
Otros 5 10
m Penicilliumcitrinum
B Penicillium variable
Geotrichum
candidum
B Fysanum
sambucinum
m Otros

Fig. 20. Principales especies de mohos aislados de la muestra Oderi |

Penicillium citrinum, es un moho que alcanza un diametro de 1-1,5 cm
en 7 dias, consiste en una densa masa de conidioforos azul verdoso (figura
21). Es comun en los cereales y especias tropicales, con una distribucion en
todo el mundo. Producen metabolitos toxicos como las citrininas (Samson,

1995).

72



Fig. 21. Penicillium citrinum visto al microscopio

Las citrininas son producidas por muchos Penicillium spp. y varias
especies de Aspergillus spp. (Blanc y col., 1995; Xu y col., 1999). Aunque es
una micotoxina importante, en particular, del rifibn, no hay normas
internacionales especificamente para ello en los alimentos (Magan y Olsen,
2004). La nefrotoxicidad se observo en ratones, ratas, conejos, aves de
corral, perros, cerdos, entre otros (Frank, 1992). Las citrininas también son
embriotdxicos, teratogénicos y genotdxicos en pruebas a corto plazo. Se
observaron adenomas renales benignos en ratas alimentadas con citrininas

durante 40 semanas (Nishijima, 1984).

Con respecto a Penicillium variable, alcanza un diametro de 1-1,5 cm
en 7 dias, consiste en un micelio amarillo con conidiéforos en la parte central.
Su coloracién va desde amarillo a naranja-marron. Puede ser aislado de
frutas, cereales, arroz, maiz, jugos de frutas, cacahuetes. Posee capacidad

toxigénica por la elaboraciébn de una micotoxina llamada rugulosina, sin
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embargo, su efecto en animales y humanos no ha sido detectado (Samson,

1995).

Geotrichum candidum, alcanza un diametro de 7 cm en 7 dias, de

color blanco, con olor dulce frecuentemente (figura 22). Formado por hifas

septadas, ramificadas dicotomicamente. Su distribucion es mundial: suelo,

agua, aire, maiz, arroz, granos, entre otros (Samson, 1995).

Czapek

Fig. 22. Colonias de Geotrichum candidum aisladas en placas de Czapek y EMA

EMA

Fusarium sambucinum, alcanza un diametro de 3,4 - 5,9 cm en 4 dias.

De color blanco a gris (figura 23). Habita en los cereales, las papas, las

hierbas, cortezas de arboles, también en los suelos. Tiene caracteristicas

toxigénicas por produccion de metabolitos como los tricotecenos, entre otros

(Samson, 1995).
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Fig. 23. Macroconidias de la especie Fusarium sambucinum vistas al microscopio

La ingestion aguda y cronica de los tricotecenos por los seres
humanos y los animales pueden provocar una variedad de efectos téxicos,
incluyendo fiebre, diarrea, vomitos, necrosis, hemorragias, inhibicién de la
sintesis de proteinas, y el agotamiento de la médula 6sea (DeVries y col.,

2000).

Siguiendo esta orientacion, la muestra Oderi Il permitié el aislamiento
e identificacion de mohos de las especies Rhizopus sp. (93%), Fusarium
proliferatum (6%) y otros no encontrados en la clave taxonémica empleada
(1%), lo que puede indicar que no tienen importancia en el area de los

alimentos. Esto se puede observar en la tabla 7 y figura 24.

Tabla 7. Principales especies de mohos aislados de la muestra Oderi Il

Porcentaje
Mohos n° Cepas (%)
Rhizopus sp. 496 93
Fusarium proliferatum 30 6
Otros 7 1
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® Rhizopus sp.

® Fusarium
proliferatum

u Otros

Fig. 24. Principales especies de mohos aislados de la muestra Oderi Il

Rhizopus sp. es un moho que tiene esporangioforos no ramificados
con rizoides que aparecen en el punto donde se origina el estolon, en la base
del esporangiéforo (Forbes, 2007). Estan distribuidos en todo el mundo, con
una coloracion marrén-gris (figura 25) (Samson, 1995). Se pueden producir
infecciones pulmonares en personas expuestas a las esporas de estos

mohos, lo cual puede llegar a ser muy peligroso (Tortora, 2007).

Fig. 25. Rhizopus sp. visto al microscopio
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En lo que respecta a la especie Fusarium proliferatum, alcanza un
didmetro de 3,5-5,5 cm en 4 dias. Tiene micelio aéreo, violeta, rosado palido
o grisaceo. Al principio conidiéforos no ramificados, después ramificado con
mono Yy polifialides (figura 26). Aislado especificamente de las orquideas, los
higos, arroz, maiz y otros cereales. Es conocido por su produccion de
metabolitos toxicos como: fumonisinas, fusarina C, moniliformina, entre otros

(Samson, 1995).

Fig. 26. Fusarium proliferatum visto al microscopio

Se ha comprobado la aparicién de edemas pulmonares en cerdos por
inyeccién intravenosa de la micotoxina fumonisina (Harrison y col., 1990;
Colvin y Harrison, 1992; Gumprecht y col., 1998; Haschek y col., 2001), asi
como muertes prenatales en hamsteres (Floss y col., 1994; Shephard y col.,
1996). De la misma manera, en pollos de engorde se ha reportado indices de
mortalidad y lesiones en varios érganos como el higado, rifién, corazén y
pulmoén (Javed y col.,, 1992). Por otra parte, aunque es seguro que las
fumonisinas causan varios dafios en los animales, el impacto en la salud

humana no es claro. El consumo de alimentos que contienen fumonisinas se
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ha vinculado epidemiolégicamente a la alta incidencia de céncer y otras
condiciones de salud en algunas zonas del mundo (Sydenham y col., 1991;

Rheeder y col., 1992).

Fusarina C es una micotoxina que podria estar implicada en el cancer
humano de eso6fago en Sudafrica y China. Hay evidencia de carcinogenicidad

de la fusarina C (Li y col., 1990).

Ahora bien, moniliformina es un metabolito cuyo interés principal es su
cardiotoxicidad, un efecto que se ha demostrado en aves de corral (Zhang y
Li, 1989, Nagaraj y col., 1996). Mientras que Zhang y Li (1989), consideran
gue la moniliformina podria ser un agente causal de una enfermedad
endémica del corazon que se producen en los seres humanos en China. Ha
habido otros informes que demuestran que la ocurrencia natural de la
moniliformina esta muy extendida en otras partes del mundo (Sharman y col.,

1991).

Conviene sefalar que a partir de la muestra del INIA, se logré aislar e
identificar mohos de la especie Aspergillus penicillioides (14%), Penicillium

expansum (63%) y Rhizopus sp. (23%). Tabla 8 y figura 27.

Tabla 8. Principales especies de mohos aislados de la muestra del INIA

Porcentaje
Mohos n° Cepas (%)
Aspergillus penicillioides 3 14
Penicillium expansum 14 63
Rhizopus sp. 5 23
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u Aspergillus
penicillioides

m Peniciflium
expansum

5 Rhizopus sp.

Fig. 27. Principales especies de mohos aislados de la muestra del INIA

Las caracteristicas de Rhizopus sp. fueron detalladas previamente. En
relacion a la especie Aspergillus penicillioides, estos esporulan después de
14 dias. Constan de una densa masa de conidioforos verdes oscuros y de
paredes lisas (figura 28). Esta especie es comun en los productos con una
actividad de agua baja, como las especias, frutos secos, nueces, productos

de panaderia, entre otros. No son micotoxigénicos (Samson, 1995).

Czapek EMA

Fig. 28. Colonias de Aspergillus penicillioides aisladas en placas de Czapek y EMA
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Penicillium expansum alcanza un diametro de 4-5 cm en 14 dias, es
de amarillo a azul-verdoso. Con un olor pronunciado a frutas. Tiene fidlides
cilindricas como también conidias subglobosas a elipsoidales (figura 29). Es
comun en las nueces y frutas. Posee capacidad toxigénica por produccion de

roquefortina C, citrinina, patulina, entre otras (Samson, 1995).

Fig. 29. Penicillium expansum visto al microscopio

Los efectos de las citrininas fueron explicados en detalle
anteriormente. Hay algunas pruebas de las propiedades neurotdxicas de
roquefortina C. Sin embargo, en ciertos experimentos realizados no se

reportd toxicidad en ratones y ovejas (Scott, 1984; Bauer y col., 1997).

Por otra parte, los signos toxicos de patulina hallados en ratones, ratas
y hémsters fueron convulsiones, disnea, congestion pulmonar, Ulceras,
dilatacion del tracto gastrointestinal, entre otros (Magan y Olsen, 2004). Otros
estudios con ratas mostraron altas tasas de mortalidad, debido a la dilatacion
aguda del intestino y/o neumonia (Speijers y Franken, 1989; Wouters y

Speijers, 1996).
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En lo que respecta a la muestra perteneciente a El Rosario, se

consiguio aislar e identificar mohos de la especie Penicillium citrinum (10%),
Alternaria alternata (5%), Cladosporium sphaerospermum (30%), Fusarium

proliferatum (40%) y otros no encontrados en la clave taxondmica empleada
(15%), lo que puede indicar que carecen de importancia en el area de los

alimentos. Ver tabla 9 y figura 30.

Tabla 9. Principales especies de mohos aislados de la muestra El Rosario

Porcentaje
Mohos n° Cepas (%)
Penicillium citrinum 2 10
Alternaria alternata 1 5
Cladosporium sphaerospermum 6 30
Fusarium proliferatum 8 40
Otros 3 15
B Penicilliumcitrinum
u Afternaria aternata
Cladosporium
sphaerospermum
B Fusarium
proliferatum
u Otros

Fig. 30. Principales especies de mohos aislados de la muestra El Rosario

Las propiedades de la especie Penicilium citrinum y Fusarium

proliferatum fueron explicadas anteriormente. Es de acotar que Alternaria
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alternata se caracteriza por ser de color negro, negro-olivaceo o gris. Los
conidioforos tienen de 1-3 septos, simples o ramificados, ocasionalmente
lineal o ondulantes o, a veces doblados, con uno o varios poros apicales.
Destacan los conidios en largas cadenas, a menudo ramificados, ovoides o
elipsoidales; con un pico corto de forma conica o cilindrica (figura 31)

(Samson, 1995).

Su distribucion es mundial, pero es comun en muchas clases de
plantas, alimentos, suelos, entre otros. Entre las micotoxinas que genera
destacan alternariol, alternariol monometil-éter, &cido tenuazonico vy

altertoxinas (Samson, 1995).

Fig. 31. Alternaria alternata visto al microscopio

Con respecto a alternariol y alternariol monometil-éter, se tiene que no
son muy toxicos pero tienen capacidad mutagénica (Schrader y col., 2001).
No obstante, hay alguna evidencia de propiedades carcinogénica de estas

micotoxinas en animales. Los efectos se han observado en la mucosa del
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es6fago de ratones alimentados con 50-100 mg/kg de peso corporal por dia

de alternariol monometil-éter durante 10 meses (Yekeler y col., 2001).

El 4cido tenuazonico no es mutagénico en sistemas bacterianos. Sin
embargo, es toxico para varias especies animales. En los perros causo
hemorragias en varios 6rganos, con dosis diarias de 10 mg/kg de peso
corporal y en los pollos se observo toxicidad sub-aguda con 10 mg/kg en el
alimento. También se encontraron cambios en la mucosa esofagica de
ratones alimentados con 25 mg/kg de peso corporal por dia de &acido

tenuazonico durante 10 meses (Yekeler y col., 2001).

Las altertoxinas son toxinas y mutdgenos mas potentes que alternariol
y alternariol monometil-éter en los ratones (Chelkowski y Visconti, 1992;
Schrader y col., 2001). Las altertoxinas han sido probadas positivamente en
bioensayos de células que detectan promotores tumorales (Osborne y col.,

1988).

A todo ello se agrega la especie Cladosporium sphaerospermum, que
alcanza un diametro de 1,5 -2 cm en 10 dias, con estructura aterciopelada de
color verde oliva a pardo olivaceo. Los conidioforos son laterales y
terminales, de hasta 300 um de largo, pero por lo general mucho mas cortos
y anchos de 3-5 um, con varias cadenas ramificadas (figura 32). Es una
especie distribuida en todo el mundo y que se produce como un invasor
secundario en muchas plantas. Aislado de aire, suelo, productos alimenticios,

semillas, pintura, entre otras (Samson, 1995).

83



Fig. 32. Cladosporium sphaerospermum visto al microscopio

Dentro de este orden de ideas, de la muestra perteneciente a El Verde

se pudo aislar e identificar mohos de las especies Cladosporium

macrocarpum (46%), Aspergillus flavus (18%) y Aspergillus candidus (36%).

Esto se puede observar en la tabla 10 y figura 33.

Tabla 10. Principales especies de mohos aislados de la muestra El Verde

Porcentaje
Mohos n° Cepas (%)
Cladosporium macrocarpum 10 46
Aspergillus flavus 4 18
Aspergillus candidus 8 36
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B Cladosporium
macrocarpum

u Aspergillus flavus

u Aspergillus
candidus

Fig. 33. Principales especies de mohos aislados de la muestra El Verde

Es significativo destacar que Cladosporium macrocarpum, es un moho
gue alcanza un didmetro de 2,5-3,5 cm en 10 dias, con textura aterciopelada.
El micelio es de color verde oliva, los conidiéforos surgen lateralmente a
partir de las hifas, con un tamafo de hasta 300 um de largo y 4.8 um de
ancho. Los Conidios son en su mayoria de una sola célula y elipsoidales
(figura 34). Su distribuciéon es mundial, pudiendo ser aislado del suelo, de

semillas de los cereales, de plumas de aves de vida libre (Samson, 1995).

Fig. 34. Cladosporium macrocarpum visto al microscopio
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Segun Samson (1995), Aspergillus flavus llega a obtener un didametro
de 3-5 cm en 7 dias, de color amarillo-verde oscuro. Los conidios son
radiales, desde globosos a subglobosos. Los conidioforos son cilindricos con
un tamafio de hasta 1 mm de longitud. Las vesiculas pueden ser desde
globosas a subglobosas. Las fialides son soportadas directamente por la
vesicula o por las métulas (figura 35). Son comunes en los frutos secos,
especias, semillas de oleaginosas, cereales. Es productor de metabolitos
toxicos importantes como: acido 3-nitropropiodnico, acido ciclopiazonico,

aflatoxina B1, entre otros.

Fig. 35. Aspergillus flavus visto al microscopio

El &cido 3-nitropropidnico no es cancerigeno y/o mutageno, la
caracteristica principal es que téxico produciendo cambios patolégicos en el
cerebro. Durante 1972-1989 hubo 217 brotes de intoxicacion con el &cido 3-
nitropropiénico en China, por el consumo de cafia de azlcar que habia sido
almacenado inadecuadamente, reportdndose 88 muertes (Ludolph y col.,

1991; Liu y col., 1992). Las victimas eran en su mayoria nifios y jovenes y los
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sintomas clinicos principales incluyeron vémitos, distonia y coma. La mayor
concentracion de 4cido 3-nitropropionico en una muestra mohosa de cafia de
azucar, que caus6 una intoxicacion humana, era 6600 mg/kg (Liu y col.,

1992).

Por su parte, el acido ciclopiazonico es toxico para las ratas, cerdos,
cuyes, perros y aves de corral, afectando a varios 6rganos (Voss y col., 1990;
Smith y col., 1992). Aunque no se conocen sus propiedades carcindgenas en
animales, se sabe que es mutagénico (Sorenson y col., 1984). Se detectd en
las semillas de mijo en la India, con la intoxicacion de varios seres humanos

(Rao y Husain, 1985).

Conviene sefalar que la aflatoxina B; es un agente cancerigeno
genotdxico que contribuye al riesgo de padecer cancer hepdtico, incluso a
dosis sumamente bajas. Existen suficientes evidencias acerca de su caracter
carcinogénico para el hombre, tanto aisladamente como en mezclas
naturales con otras aflatoxinas. Ademas, esta toxina puede inhibir la
actividad de la fosfodiesterasa nucle6tido ciclica en el cerebro, higado,

corazon y tejidos renales (Soriano, 2007).

Por ultimo, se tiene a Aspergillus candidus que consigue un diametro
de 1-1,5 cm en 7 dias. Las cabezas de los conidios son blancas, después de
color crema. Las vesiculas son globosas a subglobosas, con un tamafio de
10-50 um de diametro. Las fidlides estan adheridas directamente en la

vesicula, pero sobretodo en las métulas (figura 36). Esta especie se
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encuentra en cereales. Producen metabolitos téxicos como xantoascina,

entre otros (Samson, 1995).

Fig. 36. Aspergillus candidus visto al microscopio

Las xantoascinas son metabolitos hepatotoxicos, cardiotdxicos y
teratogénicos en animales de experimentacion (Ohtsubo y col.,, 1976;

Takahashi y col., 1976).

Para de la muestra originaria de El Vigia, se aisl6 e identifico
Unicamente mohos de la especie Penicillium citrinum, ya explicada en detalle

anteriormente, de manera que corresponde al 100% (Tabla 11).

Tabla 11. Principales especies de mohos aislados de la muestra El Vigia

Mohos n° Cepas Porcentaje (%)

Penicillium citrinum 566 100
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Para de la muestra designada como Curiepe, se halld6 mohos de las
especies Geotrichum candidum (72%) y Aspergillus versicolor (28%). Ver

tabla 12 y figura 37.

Tabla 12. Principales especies de mohos aislados de la muestra Curiepe

Porcentaje
Mohos n° Cepas (%)
Geotrichum candidum 150 72
Aspergillus versicolor 58 28

u Geotrichum
candidum

B Aspergillus
versicolor

Fig. 37. Principales especies de mohos aislados de la muestra Curiepe

Geotrichum candidum fue detallada en un parrafo anterior. En cuanto
a Aspergillus versicolor, este logra un diametro de 1-1,5 cm en 7 dias. Es de
color blanco al principio, luego cambia a amarillo. Los conidioéforos son
cilindricos y de paredes lisas. Las vesiculas son desde subglobosas a
elipsoidales, de 12-16 um de diametro. Las fialides nacen en las métulas. Es
comlun en queso, cereales, suelo, frutos secos, entre otros (figura 38).

Produce metabolitos toxicos como esterigmatocistina (Samson, 1995).
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Fig. 38. Colonias de Aspergillus versicolor aisladas en placas de Czapek y EMA

En lo que respecta a esterigmatocistina, se tiene que su
mutagenicidad, citotoxicidad y carcinogenicidad han sido revisados por Terao
(1983). Es mucho menos hepatocarcinogénica que la aflatoxina B; (Terao,

1983; Gopalakrishnan y col, 1992; Scudamore y col., 1996).

Finalizando este aspecto, a partir de la muestra La Trinidad, se logré
aislar e identificar los siguientes mohos: Cladosporium sphaerospermum
(14%), y Geotrichum candidum (86%), los cuales fueron detallados

previamente. Ver tabla 13 y figura 39.

Tabla 13. Principales especies de mohos aislados de la muestra La Trinidad

Porcentaje
Mohos n° Cepas (%)
Cladosporium sphaerospermum 32 14
Geotrichum candidum 203 86

90



u Cladosporium
sphaerospermum

® Geotrichum
candidum

Fig. 39. Principales especies de mohos aislados de la muestra La Trinidad

Sanchez y col., 2008 reportaron que las especies de mohos
predominantes en el cacao son aquellas pertenecientes a los géneros:
Aspergillus, Mucor, Penicillium y Rhizopus, los cuales fueron halladas en la

presente investigacion, con excepcion de Mucor.

Cabe aseverar que Mariduefia y col. (2010), efectuaron un estudio en
granos de cacao, con el fin de identificar los principales patdgenos causantes
de enfermedades fungosas, en el cual se seleccionaron muestras con
sintomas diversos y luego de proceder a su descripcion y aislamiento, se
identifico la presencia de diferentes especies de los géneros: Moniliophthora,
Verticillium, y Fusarium. Este ultimo fue encontrado en las muestras de Oderi

[, Oderi Il y El Rosario.

Angell (2003), manifesté que los mohos corrientes en cacao son:
Aspergillus glaucus, A. niger, A. flavus, A. tamarii y especies de Penicillium y

de Mucor. De los anteriores microorganismos mencionados, sélo se hallaron
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en las muestras analizadas Aspergillus flavus (en El Verde) y diferentes
especies del género Penicillium (en Oderi I, INIA, El Rosario y El Vigia). A
juicio de este investigador, los géneros Penicillium, Aspergillus y
Paecilomyces, son considerados problemas para los comercializadores y

consumidores.

Leon (2012), llevo a cabo una investigacion similar en la que
determind la presencia de los siguientes mohos en granos de cacao
fermentados y secados: Cladosporium sphaerospermum, Geotrichum
candidum, Aspergillus penicillioides, Penicillum citrinum, Rhizopus sp.,
Aspergillus fumigatus y Absidia corymbifera. Estos resultados se relacionan
con los reportados en este estudio, salvo las dos Ultimas especies

nombradas que no se hallaron en ninguna de las muestras analizadas.

Las muestras correspondientes a Oderi | y El Rosario, fueron las que
mostraron mayor diversidad de mohos; ademas Penicillium citrinum estuvo
presente en ambos casos, siendo mas predominante en la primera muestra
con un 48% mientras que en la segunda en un 10%. Es importante recordar
que los granos de cacao de Oderi |, fueron almacenados en un galpén donde
las condiciones ambientales no eran favorables para la estadia de estos
productos, y posiblemente esto haya contribuido a la variedad de los
microorganismos contaminantes. Es de hacer notar que esta misma especie

se encontro en un 100 % en la muestra de El Vigia.
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Si se observa, la muestra de Oderi Il tuvo un alto porcentaje para la
especie Rhizopus sp. con un 93%, representado a 496 cepas 0 colonias.
También fue aislada en la muestra del INIA pero con un 23% que atafie a
sélo 5 cepas. En esta misma direccion Ledn (2012), también identificO mohos
pertenecientes a la especie Rhizopus sp en tres muestras de cacao

obtenidas de diferentes proveedores.

El crecimiento de mohos, depende del grado de humedad y de la
temperatura de los granos. El bajo pH derivado de la produccién de acido
lactico favorece su crecimiento ya que son acido-resistentes. Su presencia es
importante, puesto que si fuesen capaces de llegar al nacleo del grano
podrian estropear la manteca. Algunos mohos son capaces de liberar
lipasas, un problema para los productos terminados como el chocolate, pues
dejarian acidos grasos libres, que harian bajar el punto de fusion de la

manteca y producen sabores desagradables (Agell, 2003).

En atencion a lo establecido en la cita anterior, es preciso evitar el
desarrollo de los mohos, particularmente mediante un control de la humedad
por debajo del 8%, pero como ya se menciond este factor no influyé en la
proliferacion. Por otra parte, tal como se mencion6 en el marco tedrico,
Garcia (2005), expone que el pH optimo de crecimiento de los mohos es 5,6,
de manera que para las muestras del INIA y El Rosario se presume que este
factor contribuyé notablemente para la invasion fungica, ya que los valores
de pH encontrados en estos casos fueron de 5,67 y 5,54, respectivamente.

Ahora bien, se deben acatar buenas practicas de almacenamiento, ya que es
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en esta etapa donde se determina la flora contaminante de los granos; lo
cual se refleja en las caracteristicas sensoriales de los productos finales. Por
esta razon, se piensa que la amplitud y la variabilidad de mohos identificados
en las muestras, estdn relacionadas con los diferentes almacenamientos

aplicados.

Recordando lo expresado en la revision bibliografica por Hussein
(2001), la mayoria de las micotoxinas son producidas por especies de los
géneros Aspergillus, Penicillium, Fusarium y Claviceps. Ahora, se puede
sefalar tedricamente que de las especies identificadas en esta investigacion,
casi todas tienen capacidad de producir metabolitos toxicos, con excepcion
de Geotrichum candidum, Rhizopus sp., Aspergillus penicillioides,
Cladosporium sphaerospermum y Cladosporium macrocarpum, que no son
considerados micotoxigénicos. Es por esta razén que es importante controlar
la proliferacion de estos microorganismos potencialmente peligrosos para la
salud publica y tomar medidas asépticas al momento de manipular dichas
muestras, en especial las designadas como Oderi | y II, INIA, El Rosario, El
Verde, El Vigia y Curiepe, ya que la perteneciente a La Trinidad no mostré

mohos productores de micotoxinas.

2.4 GRADO DE INFESTACION EN MUESTRAS DE CACAO NO

FERMENTADAS Y SECADAS

Es un procedimiento en el cual se emplea un desinfectante (hipoclorito

de sodio 0,4% y alcohol 80%) para inactivar la flora superficial de la muestra
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analizada, por lo que se presume que el crecimiento es originado por la flora
fungica interna (Raybaudi y col., 2010). Por su parte, también se emplean
placas de agar DRBC (Dicloran rosa bengala clorafenicol). Los resultados

para muestras de cacao sin fermentar y secadas se registran en la tabla 14.

Tabla 14. Grado de colonizacion de granos de cacao sin fermentar y secados, de dos
variedades, almacenados bajo las mismas condiciones

Muestras N° total de N° de granos Porcentaje de
granos infestados infestacion (%)
empleados
Oderi | 52 a7 90
Oderi ll 52 39 75

La muestra Oderi | alcanz6 un porcentaje de colonizacion de 90%, los
cuales correspondian en su totalidad con la especie Fusarium tricinctum, esto

puede apreciarse en la figura 40.

10%

B Fuysarniumtricinctum

H % granosno
infestados

Fig. 40. Grado de infestacién en la muestra Oderi |
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Mientras tanto la muestra Oderi Il llegdé a un 75% de infestacion,
distribuidos con un 54% para la especie Fusarium tricinctum y 21% para la
especie Penicillium chrysogenum. Lo dicho anteriormente también es visible

en la figura 41.

B Fysariumtricinctum

® Penicillium
chrysogenum

25%

% granosno
infestados

Fig. 41. Grado de infestacidon en la muestra Oderi

Fusarium tricinctum es un moho distribuido en todo el mundo, pero es
mas comun en zonas templadas. Se ha demostrado que esta variedad tiene
capacidad micotoxigénica. El desarrollo de la colonia en semilla es rapido y
el micelio aéreo blanco es entre ligero y denso, con masas de esporas
anaranjadas que aparecen a medida que envejece el cultivo (figura 42). Las
caracteristicas mas distintivas de este patdgeno son los abundantes

microconidios en forma de limén o pera (Warham, 1971).
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Fig. 42. Granos de cacao de la muestra Oderi Il infestados por Fusarium tricinctum

Por su parte, Penicillium chrysogenum es un moho cuyo componente
activo es la penicilina (Tortora, 2007). Sus colonias crecen rapidamente,
alcanzando un diametro de 4 a 5 cm en 10 dias, de color amarillo-verde
palido o verde-azul. Producen tipicamente un exudado en forma de gotas

amarillas.

Es muy comudn en diversos productos alimenticios, también en
productos con baja actividad de agua. Produce la micotoxina Roquefortina C
(los efectos de la misma fueron mencionados previamente), entre otras.

(Samson, 1995).

Por consiguiente, es oportuno emplear medidas para el control de
los mohos en estos cacaos no fermentados, ya que las especies
identificadas en ambas muestras tienen propiedades todxicas, lo cual

representa un riesgo para la salud publica.
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2.5 GRADO DE INFESTACION EN MUESTRAS DE CACAO

FERMENTADAS Y SECADAS O NO

Los resultados para muestras de cacao fermentadas y secadas se

registran en la tabla 15.

Tabla 15. Grado de colonizacion de granos de cacao fermentados y secados en
diferentes zonas del Estado Miranda

Muestras N° total de N° de granos Porcentaje de
granos infestados infestacion (%)
empleados
INIA 52 36 70
El Rosario 52 31 60
El Verde 52 37 71
El Vigia 52 52 100
Curiepe 52 52 100
La Trinidad 52 52 100

La muestra del INIA manifesté un porcentaje de colonizacién de 70%,
por su parte la muestra de El Rosario llegd s6lo a 60% y la muestra de El
Verde un 71%. El resto obtuvo una infestacién de granos maxima (100%), es
decir, para las muestras de El Vigia, Curiepe y La Trinidad. Esto también se

observa en la figura 43.
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Fig. 43. Grado de infestacion en granos de cacao fermentados y secados

La muestra de El Rosario fue la que presentd el porcentaje de
infestacion mas bajo, los cuales correspondian en su totalidad con la especie

Geotrichum candidum.

Las muestras del INIA y ElI Verde, obtuvieron porcentajes de
infestacion muy cercanos entre si, con la diferencia que en la primera se
hallaron mohos de las especies Penicillium citrinum (30%) y Geotrichum
candidum (40%), mientras que en la ultima predomind sélo la especie
Geotrichum candidum. Las muestras de El Vigia, Curiepe y La Trinidad
fueron igualmente infestadas en un 100% por Rhizopus sp. Las propiedades
de todas estas especies fungicas fueron detalladas en parrafos anteriores,

asi como los efectos de las micotoxinas que producen.

Conociendo las caracteristicas toxigénicas de los mohos
pertenecientes a la especie Penicilllum citrinum, que se aislaron de los

granos del INIA, se debe tener precaucion al momento de manipular dicha
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muestra, asi como evitar la propagacion de estas cepas dentro de estos

granos.
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VI. CONCLUSIONES

Las muestras de Curiepe y La Trinidad se corresponden con cacao
“fino de primera”, mostrando un indice de fermentacion de 81% y 83%,

respectivamente.

La muestra originaria de ElI Verde alcanzd6 5% de almendras
pizarrosas, no cumpliendo con las exigencias de la norma COVENIN
50:1995 y corroborando que ciertamente este cacao tuvo un deficiente

0 ausente proceso fermentativo.

El porcentaje de semillas atacadas por insectos fue de 4% para la
muestra de El Rosario y 5% para la de El Vigia, lo cual se encuentra

por encima de lo que estipula la ya mencionada norma.

La muestra de INIA fue la que present6 el menor porcentaje de granos

planos y partidos, con 4%.

El contenido de humedad de las muestras fermentadas y secadas
estuvieron comprendidos entre 5,15- 6,30%, por lo que todas cumplen
con las exigencias de la norma COVENIN 50:1995, al tener menos de

8% de humedad.

La proporcion de cenizas se encontraron entre 3,75- 4,50%, proteina
cruda entre 14,27-16,49%, grasa cruda entre 40,49-45,50%, fibra

cruda entre 12,58-18,06% y otros carbohidratos entre 15,13-17,66%.
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Con respecto al pH oscil6 entre 5,54-6,43 y para la acidez total se
tiene un rango entre 0,81-1,32%. Estos valores son atribuidos a la
variabilidad genética de la zona a la cual pertenecen los granos y a la

aplicacion de metodologias distintas para el beneficio.

Las muestras de cacao corriente (no fermentadas y secadas)
sefaladas como Oderi | y Oderi Il, presentaron un contaje de mohos
de 2,972 Logio (UFC/g) y 5,256 Logio (UFC/g), respectivamente.
Posiblemente los granos tomados para la segunda muestra estaban

mas contaminados que los escogidos para la primera.

La muestra de El Vigia present6 la mayor proliferacién de mohos en
placas con 6,98 log;o UFC/g, lo cual era de esperarse, ya que el
porcentaje de mohos obtenido por medio de la prueba de corte, para

este caso fue el mas elevado.

La menor incidencia estadisticamente significativa de mohos, fue para
las muestras del INIA con 3,649 log,o UFC/g y la de El Verde con
4,327 logio UFC/g. En el caso de la primera se presume que por
mantenerse en refrigeracion durante su almacenamiento, las bajas

temperaturas controlaron la proliferacion de estos microorganismos.

Las muestras correspondientes a Oderi | y El Rosario, fueron las que

mostraron mayor diversidad de mohos durante el aislamiento e
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identificacion. La muestra de Oderi Il tuvo un alto porcentaje para la
especie Rhizopus sp. con un 93%, representado a 496 cepas o
colonias. También fue aislada en la muestra de INIA, pero con un 23%

que atafie a s6lo 5 cepas.

Se logro identificar las siguientes especies de mohos: Penicillium
citrinum, P. variable, P. expansum, Fusarium sambucinum, F.
proliferatum, Alternaria alternata, Aspergillus flavus, A. candidus, A.
versicolor, las cuales tienen capacidad de producir metabolitos toxicos.
Otras especies identificadas fueron Geotrichum candidum, Rhizopus
sp., Aspergillus penicillioides, Cladosporium sphaerospermum y
Cladosporium macrocarpum, las cuales no son consideradas

micotoxigénicas.

Se deben tomar medidas preventivas al momento de manipular las
muestras designadas como Oderi | y I, INIA, El Rosario, El Verde, El
Vigia y Curiepe, ya que la perteneciente a La Trinidad no mostro

mohos productores de micotoxinas.

La muestra Oderi | alcanzé un porcentaje de colonizacién de 90%,
mientras que la muestra Oderi Il llegd a un 75% de infestaciéon. Las
muestras de El Vigia, Curiepe y La Trinidad mostraron una infestacion
de granos maxima (100%), seguida por la de El Verde (71%), la del
INIA (70 %) y la de El Rosario cuyo porcentaje de infestacion fue de

s6lo 60 %.
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