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ABSTRACT  

Cadmium (Cd) is a priority pollutant for securing food quality and safety. The element, which is 
considered as a trace metal, is toxic at high concentrations and bioaccumulates in the human 
body causing detrimental health effects, even to the onset of cancer. In non-smoking population, 
the main exposure route of Cd into the human body is the consumption of contaminated food. 
For this reason, several health and sanitary agencies impose regulations to control the maximum 
concentration of Cd in ready-for-sale products. Since January 1st, 2019, the European Union has 
implemented a regulation that controls the concentration of Cd in chocolates and derivatives. 
The maximum allowable concentration, which depends on the percentage of cocoa solids, ranges 
from 0.10 to 0.80 mg kg-1. Although the regulation is on the final product and its derivatives, 
international traders translate the Cd limits to the purchase of cocoa beans, i.e., farmers. Since 
the publication of the regulation, the interest of the scientific community to find alternatives to 
manage the Cd problem has increased. The problem exists mainly in Latin American and 
Caribbean countries, with Ecuador and Colombia being countries with negative repercussions. 

Agronomic alternatives have been explored with greater emphasis in the affected countries, but 
these alternatives are not quick nor cheap to implement therefore the extension of these 
technology can be limited. Fermentation is a process that converts cacao mucilage into soluble 
and volatile compounds that are leached out in the fermentation container. This process is 
mediated by microorganisms that convert low molecular weight compounds into soluble and 
ethanol, acetic and lactic acid. This process enhances organoleptic attributes in the cacao bean 
therefore the fermentation is encouraged for cacao quality. During fermentation, the biochemical 
changes promote Cd mobilization from nib to testa through the biochemical breakdown of 
phytase. Phytase is a phosphorus-rich enzyme that chelates divalent metals such as Zn2+, Mn2+, 
and Cd2+ thus reducing their availability. This enzyme becomes unstable at pH < 5 and 
temperatures > 55 °C, so immobilized elements are released and become soluble. This occurs 
with the Cd2+ immobilized in the phytases. Cd is a non-volatile element at room temperature, so 
the metal is not lost but mobilized from the seed to the testa. This process can reduce up to 50% 
of Cd in the seed, so it can be considered a successful strategy if the pH and temperature ranges 
described above are achieved. 

Reducing Cd in fermentation process is possible but key aspects such as a lower pH and higher 
temperatures are reached. Research related to fermentation has mostly conducted at laboratory 
scale. It is necessary to test the effect of the parameters described above in field conditions. On 
the other hand, the increase in temperature and decrease in pH during fermentation processes 
can negatively affect the organoleptic quality of cocoa beans, so the implementation of mitigation 
strategies in fermentation must be accompanied by sensory analyses to ensure the quality of the 
product. 

Keywords: phytase, fermentation pH, nib, testa, chelates  
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RESUMEN EJECUTIVO  

Cadmio (Cd) es un contaminante prioritario tanto para asegurar la calidad e inocuidad 
alimentaria. Este elemento, considerado como un metal pesado, es tóxico en concentraciones 
elevadas y se bioacumula en el cuerpo humano provocando problemas serios de salud, como 
cáncer. La principal vía de exposición a Cd, en la población no fumadora, es la ingesta de alimentos 
contaminados por periodos de tiempo prolongados. Por esta razón, entidades de control de salud 
y sanitarias imponen normativas para regular las concentraciones del elemento en alimentos. 
Desde el 1ero de enero del 2019, la Unión Europea implementa una regulación que controla la 
concentración de Cd en chocolates y derivados. La concentración máxima permitida está en 
dependencia del porcentaje de sólidos de cacao y va desde 0.10 a 0.80 mg kg-1. A pesar de que la 
regulación es sobre el producto final y sus derivados, las compañías elaboradoras de chocolate 
han impuesto límites de Cd para la compra de semillas de cacao. Desde la publicación de la 
regulación, el interés de la comunidad científica para encontrar alternativas de manejo de la 
problemática de Cd se incrementó. El problema existe mayoritariamente en países de América 
Latina y el Caribe, siendo Ecuador y Colombia países con repercusiones negativas.  

Las alternativas agronómicas han sido exploradas con mayor énfasis en los países afectados, pero 
estas alternativas son de largo plazo y tendrán un costo que restringirá su aplicación masiva. La 
fermentación, por otro lado, ofrece ser una estrategia más controlada y de menor costo que 
permitiría alcanzar niveles de Cd en las semillas de cacao que permitan su comercialización a 
mercados regulados. La fermentación es un proceso que convierte el mucílago de cacao en 
sustancias solubles y volátiles que se pierden de la caja de fermentación. Este proceso es mediado 
por microorganismos los que se encargan de convertir sustancias de bajo peso molecular en 
etanol, ácido acético y láctico. Estas sustancias generan cambios organolépticos en las almendras 
de cacao por lo que la fermentación es un proceso utilizado para realzar atributos de las semillas 
de cacao. Este proceso puede movilizar el Cd retenido en las semillas hacia la testa (cáscara) por 
mecanismos de equilibrio bioquímico de las fitasas. Las fitasas son enzimas ricas en fósforo que 
actúan como inmovilizador de metales divalentes (como Zn2+, Mn2+ y Cd2+) lo que reduce su 
disponibilidad. Estas enzimas pierden estabilidad a pH < 5 y temperaturas > 55 oC por lo que los 
elementos inmovilizados son liberados y ganan solubilidad. Esto ocurre con el Cd2+ inmovilizado 
en las fitasas. El Cd es un elemento no volátil a temperatura ambiente por lo que el metal no se 
pierde, sino que es movilizado desde la semilla hasta la testa. Este proceso puede reducir hasta 
el 50% de Cd en la semilla por lo que se puede considerar como una estrategia exitosa, si se 
alcanzan los rangos de pH y temperatura anteriormente descritos.  

La reducción de Cd en los procesos de fermentación es posible siempre que se cumplan con 
aspectos claves como el descenso de pH e incremento de la temperatura. Las investigaciones 
relacionadas a la fermentación han sido llevadas a cabo en escala de laboratorio, en su mayoría. 
Por lo que es necesario probar los efectos de los parámetros antes descritos en condiciones de 
campo. Adicionalmente, el incremento de la temperatura y descenso de pH durante los procesos 
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de fermentación pueden afectar negativamente la calidad organoléptica de las semillas de cacao, 
por lo que la implementación de estrategias de mitigación en la fermentación debe de ser 
acompañada por análisis sensoriales que aseguren la calidad del producto. 

 

Palabras claves: fitasa, pH de fermentación, temperatura de fermentación, semilla de cacao, 
testa. 
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1. INTRODUCCIÓN 

Cadmio (Cd) es un elemento natural en los suelos que es absorbido por las plantas sin tener una 
función metabólica específica (Campbell, 2006). Una vez dentro de la planta, es acumulada en los 
tejidos consumibles y entra en la cadena trófica poniendo en riesgo la salud de los consumidores 
(EFSA, 2011). Sin embargo, para que el riesgo sea elevado, los consumidores deben de estar 
expuesto a estos alimentos durante periodos prolongados de tiempo y en concentraciones 
superiores a los que establecen las normativas internacionales (Six & Smolders, 2014). Por esta 
razón, entidades gubernamentales y sanitarias establecen niveles máximos permitidos en 
productos para el consumo humano (European Commission, 2014). En este sentido, la Unión 
Europea monitorea el contenido de Cd en chocolate y otros productos derivados de cacao, desde 
el 1er de enero del 2019. Las concentraciones máximas permitidas oscilan entre 0.10 y 0.80 mg de 
Cd por kg de producto, en dependencia del porcentaje de sólidos de cacao. Esta regulación pone 
presión en los países productores en encontrar alternativas de reducción de los niveles de Cd en 
las almendras de cacao o productos elaborados (Argüello et al., 2023). Estas alternativas pueden 
ser implementadas en varios eslabones de la cadena productiva, como aplicación de enmiendas 
de suelo (en campo), estrategias de fermentación (en postcosecha), o mezcla física de almendras 
con niveles contrastantes de Cd (en centros de acopio) (Vanderschueren et al., 2021).  

Las prácticas de mitigación agronómicas pueden tomar mucho tiempo para lograr reducir la 
concentración de Cd en almendras. Adicionalmente, el costo asociado a la compra y/o 
elaboración de las enmiendas a aplicar puede ser restrictivo, considerando que los productores 
de cacao son de pequeña escala y no cuentan con equipamiento para aplicar estos productos. 
Finalmente, la efectividad de la enmienda a aplicar está dada por el tipo de producto que se aplica 
y las propiedades de suelo que tenga cada finca (Argüello et al., 2022). Esto haría que 
prácticamente la solución agronómica sea específica para cada finca lo que dificultaría su 
aplicación a gran escala.  

Por otro lado, las mezclas físicas pueden reducir la concentración de Cd en lotes comerciales, de 
forma inmediata y viable económicamente. Puede realizarse en las bodegas de exportadores o 
acopiadores de forma simple siguiendo fórmulas de mezcla que permitan obtener 
concentraciones de Cd aceptadas en mercados internacionales. Sin embargo, la calidad de lotes 
comerciales, especialmente a mercados especiales podrían verse afectado y esta estrategia no 
sería aplicable. Así también, la mezcla física puede ser restrictiva para productores con 
certificaciones de origen y/o que requieran trazabilidad en sus procesos de comercialización.  

La mitigación de Cd en el proceso de fermentación ha sido reportada solo recientemente como 
una alternativa viable (Vanderschueren et al., 2020). Debido a las variaciones en los procesos de 
fermentación, orientados siempre a resaltar características organolépticas, los trabajos de 
investigación en esta línea tienden que ser complejos de implementar a escala comercial y muy 
variables lo que no permitiría su estandarización. Sin embargo, los procesos de fermentación 
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tienen un periodo corto de tiempo, lo que permitiría, en caso de ser posible, reducir los niveles 
de Cd de forma rápida y relativamente económica. En este documento, se resumirán los 
principales hallazgos de experimentos de investigación realizados referente a la mitigación de Cd 
mediante técnicas de fermentación. Así también, se presentarán algunos resultados de la 
concentración de Cd en diferentes partes de las almendras de cacao encontradas en el proyecto. 
El objetivo de esta nota técnica es informar sobre las principales condiciones durante el proceso 
de fermentación y las reducciones o no de las concentraciones de Cd.  
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2. FLUCTUACIÓN DE CADMIO ENTRE LA CÁSCARA Y LA SEMILLA DE 
CACAO DURANTE EL PROCESO DE POSTCOSECHA  

Cadmio es un elemento que existe de forma natural en todos los suelos del mundo en menor o 
mayor concentración (mg de Cd por kg de suelo, o ppm). En general, la concentración promedio 
de los suelos no contaminados es ~0.40 mg kg-1 (Six & Smolders, 2014), pero algunos suelos 
pueden exceder fácilmente esta concentración y pueden ser considerados contaminados 
(Kabata-Pendias, 2010). Una vez en el suelo, este elemento es transferido a la planta y acumulado 
en partes comestibles (Zhao et al., 2023) lo que supone un riesgo al consumidor. Cadmio es un 
elemento sin función metabólica en los seres vivos por lo que su acumulación excesiva está ligada 
a problemas de salud graves como cáncer (Reeves & Chaney, 2008). Por esta razón, y como 
medida preventiva para precautelar la salud de consumidores, organizaciones de salud 
gubernamentales establecen normativas para regular las concentraciones de Cd en alimentos 
(European Commission, 2014). A partir del 2019, los países de la comunidad europea incluyeron 
el chocolate dentro de los productos regulados con una concentración máxima permitida de entre 
0.10 a 0.80 mg kg-1. 

Esta normativa motivó a generar información científica que permita entender la problemática y 
generar alternativas de mitigación en varios puntos de la cadena de producción y comercialización 
de cacao (Vanderschueren et al., 2021). El principal enfoque ha sido reducir la absorción de Cd en 
plantas de cacao, por medio de procesos biogeoquímicos que disminuyan la biodisponibilidad del 
elemento en el suelo (Argüello et al., 2023; Chavez et al., 2016; Quiroga-Mateus et al., 2022; 
Ramtahal et al., 2019). Dentro de los principales hallazgos se reporta que la reducción de Cd 
biodisponible es factible con el incremento de pH de suelos, esto se logra con la aplicación de 
carbonatos de calcio (Ca(CO3)2) o materiales con alto contenido de cenizas (Argüello et al., 2020; 
López et al., 2022). Otros autores también recomiendan el uso de microorganismos, como 
bacterias tolerantes a Cd, pero esta alternativa requiere identificación, aislamiento y 
reproducción de microorganismos específicos (Quiroga-Mateus et al., 2022), lo que no es 
totalmente disponible en los países productores de cacao. A pesar de que estas alternativas son 
técnicamente viables, factores como costo de las enmiendas y el tiempo que tardan las 
alternativas en reducir las concentraciones de Cd en almendras (Argüello et al., 2023), son 
aspectos restrictivos para una implementación masiva de estas alternativas. 

Otra opción para reducir los niveles de Cd en almendras de cacao peladas es la modificación del 
proceso de fermentación. Este tipo de alternativas ha sido investigado a menor escala que la 
agronómica pero los estudios han podido determinar factores fundamentales para la reducción 
de Cd en esta etapa de la cadena productiva. La fermentación es un proceso que promueve 
cambios bioquímicos, mediado por acción microbiana, y que busca resaltar propiedades 
organolépticas de la almendra de cacao, como sabor y aroma. Este proceso se lleva a cabo en 
etapas marcadas por el tipo de compuesto que domina el proceso como: azúcares y compuestos 
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de fácil degradación, etanol, y, ácidos lácticos y acéticos (figura 1). Durante estas etapas se 
producen cambios físico-químicos en la caja de fermentación, como el incremento de 
temperatura y fluctuaciones en el pH, que están interrelacionados con el tipo de compuesto 
producido. Estos cambios y su magnitud afectan la concentración de Cd en las almendras (de aquí 
en adelante, semillas) de cacao sin cáscara.  

Las concentraciones de Cd en la semilla de cacao se reducen solo si se cumplen ciertas condiciones 
durante el proceso. Primero, una reducción de pH en la semilla < 5, idealmente 4.5 para que exista 
una removilización del metal. Segundo, una temperatura superior a 55 oC por al menos 24 horas. 
Estos dos factores deben de ocurrir de forma simultánea para que el efecto sobre la 
concentración del contaminante ocurra. Este cambio en la concentración de Cd se da entre el día 
3 y 4 de la fermentación. Durante estos días, el Cd en la semilla se reduce hasta en un 50% con 
respecto al inicio de la fermentación, mientras que la concentración en la testa (cáscara) se 
incrementa tres veces.  

Estos cambios en la concentración de Cd se dan bajo estas condiciones (pH y temperatura) debido 
a la molécula que hace la función de quelatar el metal. Como Cd no es un elemento necesario 
para la planta, y, muy probablemente ingresa utilizando un transportador metálico no específico 
(Vanderschueren et al., 2021), es inmobilizado por enzimas conocidas por asociar elementos 
metálicos similares a Cd como Zn2+, Fe2+ y Mn2+ (Vanderschueren et al., 2022). Esta enzima se 
conoce como fitasa o ácido fosfónico. Esta enzima se desdobla a un pH < 5 y a temperaturas 
superiores a 55 oC, por lo que, si estas condiciones son alcanzadas durante la etapa de 
fermentación, el Cd quedará soluble y se movilizará al exterior de la semilla (Blommaert et al., 
2023). Este cambio de Cd inmóvil a soluble está asociado al elemento que acompaña a Cd en la 
semilla. Antes del proceso de fermentación, Cd está asociado a azufre (Cd-S) mientras que luego 
de un proceso de fermentación con bajo pH y alta temperatura (> 55 oC) el metal se asocia con 
oxígeno (Cd-O) que son bastante solubles.  

Es posible la mitigación de Cd durante el proceso de fermentación. La reducción de Cd en la 
semilla de cacao puede llegar hasta 50% con respecto a la concentración inicial del elemento. Sin 
embargo, es necesario conocer que esta reducción está acompañada por condiciones de 
fermentación que pueden afectar características organolépticas deseadas, como color y sabor. 
Normalmente, el pH de la fermentación debería de ser > 6 pero para que exista una reducción de 
Cd este pH no es suficiente por lo que se necesita incluir ácidos orgánicos como acético o láctico. 
Un aspecto positivo de la potencial mitigación de Cd durante esta etapa es la posibilidad de 
realizarlo de forma económica y a corto tiempo, esto comparado con alternativas agronómicas 
que toman un tiempo mucho más prolongado en mostrar cambios en la concentración de Cd en 
almendras. Para el escalamiento de esta tecnología aún es necesario tener más investigación, 
sobre todo en los efectos negativos del incremento en la temperatura y acidificación en sabor y 
color de cacao, sobre todo en mercados especiales.  
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3. OBJETIVOS 

3.1 General 

El objetivo de esta investigación fue determinar el potencial de mitigación de Cd en almendras de 
cacao durante el proceso de fermentación usando referencias bibliográficas y experimentos de 
pequeña escala. 

 

3.2 Específicos 

• Realizar una búsqueda de literatura que permita identificar las características generales 
para la reducción de Cd en procesos de fermentación.  

• Estudiar la distribución de los contenidos de Cd en testa y almendras peladas que permitan 
identificar posibles migraciones de Cd desde un tejido hacia el otro.  

• Concluir sobre la factibilidad técnica de la mitigación de Cd en almendras de cacao durante 
la fase de postcosecha y futuros escenarios para la implementación de esta estrategia a 
gran escala.  

4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1 Cambios generales que ocurren durante la etapa de fermentación 

La fermentación de cacao es un proceso de varias etapas, inicialmente dominado por la 
conversión de glucosa y fructosa en etanol por medio de las levaduras. Posteriormente, este 
etanol es convertido en ácido acético y láctico por medio de bacterias productoras de ácido 
acético y láctico, respectivamente (figura 1). Durante este proceso, que tiene una duración de 
entre 5 y 7 días, existe un incremento de temperatura durante la etapa formación de etanol y una 
estabilización, hasta llegar a temperatura ambiente en la etapa de conversión de etanol a ácidos 
acéticos y lácticos. 
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Figura 1. Microorganismos (a) involucrados y compuestos (b) sintetizados durante el proceso de fermentación de 

cacao. Tomado de De Vuyst & Weckx 2016 

 

Por otro lado, la distribución de Cd sigue el siguiente patrón: testa > mazorca > semilla > placenta. 
Este patrón fue reportado por Vanderschueren et al., (2019) en un estudio realizado en Ecuador. 
Esta distribución fue parcialmente corroborada por este estudio. En un ensayo de fermentación 
llevado a cabo en el proyecto, se detectó que la mayor concentración está en la testa que es la 
cáscara protectora de la semilla y que se considera un subproducto en la producción de chocolate. 
Para esta nota técnica, nos enfocaremos en los cambios que ocurren entre la semilla de cacao y 
la testa ya que son los productos finales del proceso de fermentación. De acuerdo con los datos 
obtenidos en el proyecto, la concentración de Cd en testa es 188% (± 48%) mayor que la de las 
almendras (figura 2). Es necesario precisar que la medida de concentración es mg de Cd por kg de 
masa seca de la matriz, entonces, corrigiendo por la masa de la testa, la diferencia de Cd entre 
cacao con y sin testa es menor a 15%. Esto debido a que la masa de la testa oscila entre los 7 y 
10% de la masa total de la almendra, por lo que, remover la testa no afecta la concentración de 
Cd medida en la semilla.  

et al. 2011a; Lefeber et al. 2012; Hamdouche et al. 2015),
Nigeria (Kostinek et al. 2008), Belize (Thompson et al.
2013), Brazil (Schwan and Wheals 2004; Garcia-Armisen
et al. 2010; Papalexandratou and De Vuyst 2011;
Papalexandratou et al. 2011a,b; Illeghems et al. 2012;
Moreira et al. 2013; Illeghems et al. 2015b), Trinidad
(Schwan and Wheals 2004), Ecuador (Papalexandratou
and De Vuyst 2011; Papalexandratou et al. 2011c), Mex-
ico (Arana-S!anchez et al. 2015), the Dominican Republic
(Lagunes-G!alvez et al. 2007), Indonesia (Ardhana and
Fleet 2003), Malaysia (Schwan and Wheals 2004;
Papalexandratou and De Vuyst 2011; Lefeber et al. 2012;
Papalexandratou et al. 2013), Australia (Ho et al. 2014,
2015), and Cuba (Y.F. Maura, T. Balzarini, P.C. Borges,
P. Evrard, L. De Vuyst and H.-M. Daniel, unpublished
results). These consecutive activities are very much
dependent on the microbiological quality (microbial load
and species diversity) and varying physicochemical
parameters of the fermenting cocoa pulp-bean mass (in
particular temperature, pH, oxygen tension and available
substrates and metabolites upon fermentation). Under
optimal conditions, these microbial activities should not
exceed 4 days (Lefeber et al. 2012; Papalexandratou et al.
2013). Also, enterobacteria may positively interfere with
the start phase of the cocoa bean fermentation process
(Garcia-Armisen et al. 2010; Lefeber et al. 2011a;
Papalexandratou et al. 2011a,b,c; Illeghems et al. 2012,
2015b). When the fermentation lasts more than 4 days,
bacilli and filamentous fungi – whether or not desirable –
may participate in the cocoa bean fermentation process
too (Ardhana and Fleet 2003; Schwan and Wheals 2004;
Papalexandratou et al. 2011a; Pereira et al. 2012, 2013;
Ho et al. 2014).

Anaerobic yeast phase

At the onset of the cocoa bean fermentation process (first
24–48 h), yeasts are the dominating micro-organisms
(Fig. 1a). Through their depectinization activity, yeasts
are responsible for liquefying the cocoa pulp, which
causes pulp drainage (release of sweatings) and reduces
pulp viscosity that in turn allows air ingress into the fer-
menting cocoa pulp-bean mass. Recently, evidence has
become available that also other micro-organisms (see
below) may contribute to pectin depolymerization as well
as endogenous pectinases that could become activated
upon fermentation. Optimal pectinolysis not only is
important for the air ingress, and thus for the fermenta-
tion course but also is it required for the control of the
thickness of the shells of the resulting fermented dry
cocoa beans (Crafack et al. 2013). To speed up the fer-
mentation process and to improve the quality of the final
products, either exogenous pectinases may be added to

the pulp or starter culture strains overproducing pecti-
nolytic enzymes may be used to enhance sweating pro-
duction (Schwan and Wheals 2004; Leal et al. 2008;
Crafack et al. 2013).
The most important activity of the yeasts is the pro-

duction of ethanol from carbohydrates, mainly glucose
(Fig. 1b), thereby producing carbon dioxide and glycerol
as side-products (Ardhana and Fleet 2003; Nielsen et al.
2005; Camu et al. 2007; Nielsen et al. 2007; Camu et al.
2008b; Papalexandratou et al. 2011a,b,c, 2013). Glucose is
originating from the hydrolysis of sucrose, the main car-
bohydrate in the ripe pulp, into glucose and fructose by
pulp and/or yeast invertase activity. At this point in the
fermentation, fructose is almost not used. The ethanol
production takes place under anaerobic (due to tight
packing of the cocoa pulp-bean mass in the heaps and
boxes and the production of carbon dioxide by yeasts
and heterofermentative LAB), acidic (presence of a high
concentration of citric acid in the pulp) and carbohy-
drate-rich (sucrose, glucose and fructose in the pulp)
conditions. The ethanol produced will partly diffuse into
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mentation process.
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Figura 2. Componentes de la almendra de cacao y explicación de la distribución de cadmio (Cd) en los diferentes 

tejidos. Fuente: Los autores 

 

Durante el proceso de fermentación, existen variaciones de pH y temperatura en los diferentes 
componentes de la masa de cacao dentro de la caja de fermentación. Estas variaciones afectan la 
concentración de Cd entre los tejidos de la semilla de cacao. En el primer estudio, reportado por 
Vanderschueren et al., (2019), indica que existe una reducción de 40% (aproximadamente) entre 
concentraciones de Cd en la semilla de cacao (nib) antes y después de la fermentación. En este 
estudio, los investigadores identificaron que esta reducción solo se da cuando el pH es inferior a 
5 y la temperatura superior a 55 oC, por lo que, en este estudio se cumplieron estas condiciones 
en dos de las cuatro cajas de fermentaciones evaluadas. El cambio más notorio se dio en el día 4 
(figura 3). El Cd que se reduce de la semilla es, aparentemente, secuestrado por la testa en un 
proceso de quelación (que se discutirá más adelante).  

Semilla sin
cáscara - nibcáscara - testa

Almendra completa 
(Cd total = Cd 

semilla + Cd testa)

Cd testa = 1.88 (± 0.48) veces más que Cd en semillas 
(n = 9)
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Figura 3. Dinámica de la concentración de cadmio (Cd) durante la etapa de fermentación en dos lotes de cacao 

comerciales. El cuadro superior de la derecha en ambos gráficos en una magnificación de la concentración de Cd 
en la semilla (tomado de Vanderschueren et al., 2019) 

 

4.2 Investigación en condiciones controladas 

Los procesos de fermentación bajo condiciones de campo pueden ser afectados por condiciones 
ambientales como la temperatura, precipitaciones y microorganismos autóctonos (De Vuyst & 
Weckx, 2016), por lo tanto, son procesos muy variables que no permitirían entender los 
mecanismos complejos como el movimiento de Cd entre los diferentes tejidos. Por esta razón, la 
mayoría de las investigaciones se han realizado en condiciones controladas lo que puede 
considerarse poco realista. El objetivo de estos estudios era entender los procesos bioquímicos 
que afectan la distribución de Cd entre semillas (nibs) y testa.  

Para entender el efecto de la acidificación en la distribución de Cd durante la etapa de 
fermentación, Vanderschueren et al., (2022) realizaron un experimento de laboratorio para 
alterar artificialmente el pH de la fermentación. Para decrecer el pH de la fermentación, los 
autores utilizaron ácidos producidos en la fermentación, como láctico y acético, producidos 
normalmente durante el proceso de fermentación (figura 1). Estos ácidos fueron adicionados en 

concentrations decreased in batches A and B for Cu (factor A 1.4, B 1.2),
K (A 1.6, B 1.4), Mg (A 1.4, B 1.3), Mn (A and B 1.1), Ni (A 1.7, B 1.6)
and P (A 1.04, B 1.4). No significant changes were observed in the nib
elemental composition for batches C and Cbis with the exception of a
significant increase in nib Ni concentration in Cbis (factor 1.1). The testa
concentrations increased with fermentation in batches A and B for Cu
(A 3.2, B 1.8), K (A 2.8, B 2.6), Mg (A 4.4, B 2.9), Mn (A 3.1, B 3.0), Ni
(A 3.9, B 3.4) and P (A 9.8, B). Calcium was the only element that
displayed a reverse change in concentration, nib Ca increased while
testa Ca decreased with fermentation time. The elemental concentra-
tions in the mucilage generally increased, which might be caused by
microbial deterioration of the outer layers of the testa. If present, this
deterioration was not strong enough to cause a significant decrease in
the testa weight fraction with fermentation time. The testa weight
fraction remained in the range 0.05–0.10 throughout fermentation in
all batches. However, regardless of the minimal change in testa weight
fraction with fermentation, changes in the morphology of nib and testa
may still be possible. To confirm migration of the elements rather than
changes in the morphology of the tissues during the fermentation
process, the elemental concentrations in each tissue (nib and testa)
were multiplied by the weight fraction of that tissue. The weight frac-
tion corrected concentrations corroborated the migration of afore-
mentioned elements (Cu, K, Mg, Mn, Ni and P) from the nib to the testa
in batches A and B. The observed migration pattern of Ni might be of
importance in the future because the European Commission mentioned
cacao based products among important food sources of Ni in the Eur-
opean population (EFSA, 2015). Based on the similar behavior of Ni and
Cd observed in this work, post-harvest strategies to lower Cd con-
centrations in cacao during fermentation will likely also be effective for
Ni.

4. Conclusion

In unfermented cacao fruits, Cd concentrations are highest in the
testa, followed by nibs, placenta and pod husks which all contain si-
milar Cd concentrations, and finally the mucilage. This study is prob-
ably first to report the fate of Cd and its distribution in cacao tissues
during fermentation. Migration of Cd from the nibs to the testa was only
observed if the nib pH dropped below 5. This acidic pH resulted from

Fig. 4. Concentrations of Cd in the different cacao bean tissues [nib (●), testa
(△) and mucilage (○)] measured at different days of fermentation. Each point
represents the average of duplicate samples and error bars denote the standard
error. Inset figures further zoom in on the changes in Cd concentration in the
nibs to facilitate visualization.

Fig. 5. Nib Cd concentration is significantly (P < 0.05) correlated to nib pH
during fermentation of batch A (○, Pearson correlation r= 0.87) and batch B
(△, r= 0.90) but this correlation was neither significant in the fermentation of
batch C (●) nor batch Cbis (▴). The red color indicates the starting point of each
independent fermentation replicate. (For interpretation of the references to
colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this
article.)

R. Vanderschueren, et al. Food Research International 127 (2020) 108743
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diferentes etapas de la fermentación. La temperatura de fermentación incrementó, en todos los 
tratamientos sin efecto de los ácidos adicionados, hasta 45 oC. Esta temperatura se incrementó 
entre el día 4 y 5 de la fermentación. El pH de la semilla decreció de 5.2 a 4.4 o 4.5, para los 
tratamientos con ácido láctico y acético, respectivamente, comparados con el control. Este 
decrecimiento en pH logra que una proporción de Cd se vuelva móvil, comparado con el pH del 
control. La relación entre el Cd total y el Cd soluble en agua incrementa en un 50 % (cuando la 
semilla se acidifica) vs 20% antes de la fermentación. Este cambio se puede observar en la figura 
4, usando la técnica de la ablación laser, los autores lograron plasmar la solubilidad de Cd en las 
semillas de cacao fermentadas comparadas con las no fermentadas. Esta solubilidad estaría 
relacionada a la movilidad de Cd entre la semilla y la testa. A pesar de estos hallazgos, los autores 
no pudieron determinar un efecto significativo de la concentración de Cd en la semilla y solo se 
encontró cambios significativos en la testa.  

 
Figura 4. Imágenes de la concentración de cadmio (Cd), niquel (Ni) y zinc (Zn) soluble antes (izquierda) y después 

(derecha) del proceso de fermentación. Las imágenes fueron construidas con ablación laser. Tomado de 
Vanderschueren et al., 2022) 

 

LWT 157 (2022) 113077

7

effects between setups may be related to differences in temperature. 
While small lab-scale fermentations of 5 kg cacao have practical ad-
vantages for experimental work, the small fermentation volume offers 
less heat retention compared to micro-fermentation experiments per-
formed in a box of >200 kg cacao. The temperature in the centre of the 
lab-scale vessels reached 45 ◦C in the controls of both experiments (A 
and B, Fig. 1 and SI Fig. S 2), which was on the lower end of maximum 
temperatures typically reported in literature (Lima et al., 2011) and 
lower than the temperature reached in the micro-fermentation (50 ◦C). 
The lab-scale temperature profiles showed a delay in initial temperature 
rise, especially in experiment B where the temperature only started to 
increase after two days (Fig. 1). Jespersen et al. (2005) reported that 
yeast outgrowth in the outer layers of the fermenting cacao mass is 
delayed in comparison to that in the centre of the mass. They found that 
the maximum yeast cell count was reached after 24 h in the centre, while 
it was only reached after 72 h in the outer layers. The delay in 
fermentation activity observed in the lab-scale fermentations, indicated 
by the lag phase in the temperature profile, may be related to the small 
size and large surface-to-volume ratio of the lab-scale vessels. Fermen-
tation temperature may thus explain the lack of decrease in nib Cd 
concentrations in the lab-scale experiments. Sufficient heat may be 
required to allow acidification-driven mobilisation of Cd in cacao nibs 
during fermentation. Additional research under controlled temperature 
conditions is required to verify or reject this hypothesis. 

The differences in detected effects between both setups may also be 
related to the large variation in bean Cd. Results of the micro- 
fermentation experiment demonstrated how large inter-pod variability 
(up to a factor 3) can mask the effect of fermentation on bean Cd con-
centrations (Fig. 4). The coefficient of variation of the nib Cd concen-
tration between all samples prior to treatment in lab-scale fermentation 
B was large (CV 13%). A power test was performed to assess the number 
of replicates in the lab-scale experiments, using the online tool devel-
oped by Rollin Brant [University of British Columbia (https://www.stat. 
ubc.ca/~rollin/stats/ssize/n2.html)]. To account for differences in the 
initial bean Cd concentrations, the CV was used instead of the standard 
deviation. Based on that analysis, at least four replicates are required to 
detect a factor 1.3 effect with statistical significance (CV = 13%, α = 5% 
and power = 80%). However, the power test also indicated that two 
replicates per treatment were sufficient to detect the effect in lab-scale 
fermentation A (CV between all nib samples prior to treatment was 
only 6%). 

3.4. Organic acid fermentation treatments as a mitigation strategy for Cd 
in cacao 

The micro-fermentation experiment indicated that nib acidification 
is the driver for nib Cd mobilisation, and thus also for reducing the final 
nib Cd concentration. However, organic acid application in lab-scale 

Fig. 5. Laser Ablation Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry (LA-ICP-MS) visualisation of Cd, Ni and Zn diffused from beans toward ground Chelex 100 
containing gel membrane (imprint of “mobile elements”). These maps indicate higher element mobility in fermented compared to unfermented cacao beans. Cacao 
bean samples originate from different single pod micro-fermentation samples (1–5). Measured signals for each element (counts per second, cps) are normalised to the 
mean elemental composition of the corresponding beans determined by acid digestion and ICP-MS analysis. Each horizontal line represents the average signal of two 
or three ablation lines run in close parallel, indicated by black lines on the corresponding pictures. The width of each pixel corresponds to a distance of 0.5 mm on the 
ablation line. Larger scale pictures of gel imprints with ablation lines can be found in the Supplementary Information (Fig. S 7). 

R. Vanderschueren et al.                                                                                                                                                                                                                      
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En un segundo experimento de laboratorio, Vanderschueren et al., (2023) incluyeron la 
acidificación de las condiciones de fermentación más un incremento artificial de la temperatura. 
Para la acidificación de la fermentación se utilizó solo ácido acético, mientras que, para el 
incremento de la temperatura se utilizó una estufa de convección. Las temperaturas probadas en 
este segundo experimento fueron 25 (ambiente), 45 (alcanzado en el experimento anterior de 
forma natural) y 65 oC. Esta última temperatura es extrema y no se observa de forma natural en 
las fermentaciones de forma espontánea (De Vuyst & Weckx, 2016). Existió una relación negativa 
(R2 = 0.73, p < 0.01) entre Cd y el pH de la semilla sin cáscara. Esta relación es aumentada por 
efecto de la temperatura, es decir, en los tratamientos con T = 65 oC, la concentración en la semilla 
fue 50% menor comparada con la concentración de la semilla a T = 25 oC (figura 5).  

 
Figura 5. Distribución procentual (%) de cadmio (Cd) soluble en función de Cd total en la almendra (nib) testa y 
mucílago (contact solution) durante el proceso de la fermentación. Tomada de Vanderschueren et al., (2023) 

 

De esta última investigación se desprende uno de los hallazgos más relevantes respecto al efecto 
de los procesos de fermentación en la concentración de Cd. Los investigadores reportaron que la 
concentración de Cd está estrechamente ligada a las fitasas que son compuestos ricos en fósforo 
y que funcionarían como agentes quelatantes del contaminante en la almendra.  

 
4.3 Especiación de cadmio (Cd) en las almendras de cacao durante el proceso de fermentación 

Como se explica en las secciones anteriores, los resultados de reducción de Cd en los procesos de 
fermentación no son constantes, más bien, son dependientes de factores como pH y 
temperatura. Ninguno de estos dos factores actúa de forma independiente, sino más bien, de 
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temperatures 100 ◦C and 180 ◦C) and the pressure was released from the 
digestion vessels in between steps to prevent excessive pressure build- 
up. Nib digests were brought to a volume of 50.0 mL and diluted 100 
times with Milli-Q water (18.2 MΩ cm−1) prior to ICP-MS analysis. Testa 
samples (sample weight 0.07 ± 0.02 g) were acid digested in 3.0 mL 
HNO3 for 8 h in an open digestion block at a max. temperature of 135 ◦C. 
Samples were digested until near-dry, brought to a volume of 10.0 mL 
and diluted ten times with Milli-Q water (18.2 MΩ cm−1) prior to ICP- 
MS analysis. The method limit of quantification (LOQ) was 0.03 mg 
Cd kg−1 dw. In each digestion, blank samples (triplicate for microwave 
digestion, quadruplicate for open block digestion) were included and 
treated equal to the unknown samples. Certified reference material NIST 
2384 baking chocolate was included in triplicate in each batch (certified 
concentration 0.0734 ± 0.0077 mg Cd kg−1) at a sample weight of 1.00 
g (microwave digestion) or 0.09 g (open block digestion). Recovery of 
the certified reference material ranged between 87 and 111 % (n = 27). 
The distributions of elements between the different tissues at the end of 
fermentation (contact solution, nib and testa) were calculated based on 
the weight of duplicate nibs and testa for each run. To obtain total nib 
and testa dry weight in each incubation container, the average nib and 
testa weight from duplicate beans was multiplied by the number of 
beans in each incubation run. The average CV for duplicate beans was 7 
% for the nib and 8 % for testa Cd concentrations. 

2.3.4. Phytate analysis 
The phytate content in the nibs was determined for a selection of 18 

runs after incubation (indicated in the Supplementary Information, 
Table S1), which represented a full factorial design for the three tem-
perature and acetic acid levels, with duplicates of each treatment. Each 
phytate analysis was also performed in duplicate but averages of those 
analytical duplicates were used in further statistical analysis. Phytate in 
cacao nibs was determined after extracting it using 0.66 M HCl (incu-
bation overnight in end-over-end shaker at 20 ◦C), as in the Megazyme 
(Bray, Ireland) K-Phyt essay. Extracts were either or not treated with 
phytase and alkaline phosphatase to convert polyphosphates to mono-
phosphate. The phosphate content was then determined colorimetrically 
using the molybdenum blue method (Murphy & Riley, 1962) [mea-
surement at a wavelength of 655 nm using a UV/VIS spectrophotometer 
(Lambda 25, PerkinElmer, Waltham, MA, USA)]. The phytate content of 
the samples was calculated from the difference in phosphate between 
extracts with and without the enzymes, thus assuming that all P released 
from enzymatic hydrolysis originated from phytate. The coefficient of 
variance for duplicate analyses ranged between 0.1 and 10.0 %. A 
certified reference material (oat flour with phytate content of 4350 mg 
phytate-P kg−1, Megazyme) was included in duplicate in all analysis and 
the recovery of this reference material ranged between 62 and 88 %. In 
addition, an internal refence material (wheat flour) was also analysed in 
duplicate in each analysis and recovery of that material ranged between 
90 and 105 % (based on the median measured concentration after 32 
individual analyses of the material). 

2.4. Data analysis 

All statistical analysis was performed in JMP® Pro version 15.1.0 
(SAS Institute 2019). To account for the large inter-pod (or inter-run) 
variation in elemental composition prior to treatment, the ratios of the 
elements in the treated samples to those in the untreated samples 
( Elementconc.treatedsamples
Elementconc.untreatedsamples) were used as responses for all statistical analyses 

and calculated for beans of respective pods. Multivariate linear regres-
sion analysis including second and third order interactions was per-
formed to assess the effect of the different factors (temperature, acetic 
acid and ethanol) on these elemental concentration ratios in nib or testa. 
Significance of the model effects was determined using the F statistic 
effect test (P-value < 0.01). 

3. Results 

3.1. Elemental composition of untreated cacao beans 

Although all cacao pods were sourced from the same field, average 
nib Cd concentrations per pod before treatment ranged from 1.1 to 5.0 
mg Cd kg−1, with a coefficient of variation (CV) of 33 %. Similar high 
CVs were observed for nickel (Ni, 28 %) and copper (Cu, 41 %), while 
CVs for essential elements and macro nutrients were < 10 % [potassium 
(K), magnesium (Mg), P and zinc (Zn)] (Supplementary Information, 
Table S2). Elemental concentrations measured in the testa were gener-
ally lower than, or equal to, the concentrations measured in the nib [Cu, 
K, Mg, manganese (Mn), Ni, P and Zn], except for calcium (Ca) and Cd. 
Testa Cd concentrations were on average 20 % higher than nib Cd 
concentrations measured in the same pod [95 % confidence interval (CI) 
for ratio testa Cd over nib Cd concentration was 1.16–1.27, Supple-
mentary Information Table S2]. 

3.2. Effect of incubation treatments on the elemental composition of 
cacao beans 

Incubations modified the colour of the contact solutions, which 
ranged from clear (samples incubated at 25 ◦C) to dark brown (samples 
incubated at 65 ◦C) (Supplementary Information, Fig. S1). Increasing 
concentrations of acetic acid generated pink hues in the contact solu-
tions after incubation at 45 ◦C, likely due to polyphenol exudation from 
the nibs. Pink hues were also observed in the 65 ◦C treatments after 24 h 
of incubation but the colour of those solutions darkened with incubation 
time. 

Analysis of the contact solutions in which the beans were incubated 
revealed that most of the Cd lost from the cacao nibs was transferred to 
the contact solutions, rather than to the testa (Fig. 1). Transfer of Cd to 
the solution was small (<10 %) at low temperature and in the absence of 
acetic acid but much larger at the highest temperature and in the pres-
ence of acetic acid. More than 40 % of total Cd was located in the contact 
solution after incubation at 65 ◦C with 20 or 40 g acetic acid L−1. Similar 
migrations from nib to contact solution were observed for the other el-
ements (Mg, Mn, Zn and P) (Supplementary Information, Fig. S2). 
Increased incubation temperature resulted in a large migration from nib 
to contact solution for K and Ni, regardless of acetic acid concentrations 

Fig. 1. The distribution of Cd between the different tissues after treatment (nib, 
testa and contact solution) indicates migration of Cd from nib to contact solu-
tion and testa, especially under high temperature / high acetic acid conditions. 
AA = Acetic Acid, T = Temperature, n = 44. 
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forma interactiva. Esto se observó en la investigación desarrollada por Vanderschueren et al., 
(2022) en donde la acidificación por sí sola no produjo cambios significativos en la concentración 
de Cd en la semilla sin cáscara. 

La respuesta a estos resultados inconcluyentes es parcialmente respondida por Vanderschueren 
et al., (2023) y Blommaert et al., (2024). En ambos artículos, los autores indican que la 
concentración de Cd en la semilla está fuertemente asociada la fitasa y que estos compuestos 
sirven como un quelatante natural de Cd y mecanismo de desintoxicación de la planta. La fitasa, 
conocido también como ácido fítico, es una enzima considerada como un compuesto 
antinutricional, que es producida por las plantas como un quelatante de iones como PO3

-, Ca2+, 
Fe2+, Mg2+, Zn2+, y Cd2+. Los elementos quelatados por la fitasa son inmovilizados fuertemente por 
lo que su biodisponibilidad se reduce de forma significativa. Esta es la razón por la que este 
compuesto es considerado antinutricional (Vashishth et al., 2023) . Esta enzima es insoluble en el 
tracto digestivo por lo tanto está relacionada a la poca disponibilidad de fósforo, calcio, magnesio 
y zinc, principalmente (Arafsha et al., 2023). Esta enzima es fácilmente desdoblada bajo 
condiciones de ácides (pH < 5) y temperaturas > 55 oC. Estas condiciones fueron aplicadas por 
Vanderschueren et al., (2023) obteniendo una reducción de cerca del 50% de Cd soluble en las 
semillas de cacao. En línea con este resultado, la concentración de fitasa en las almendras tuvo 
una relación lineal (R2 = 0.56, p < 0,01) después de la incubación (figura 6).  

 
Figura 6. Concentración de fitasa después de la incubación y ratio de la concentración de Cd en Almendras 

tratadas y sin tratar con ácido acético para demostrar la influencia de fitasa en la movilización de Cd secuestrado 
en la enzima. Tomado de Vanderschueren et al., (2023) 

 

Blommaert et al., (2024) analizaron la concentración de Cd y fitasa antes y después de tratar las 
semillas con ácido acético y temperatura. Los autores encontraron que, aplicando 20 g L-1 de ácido 
acético e incrementando la temperatura a 65 oC la concentración de fitasa se redujo de 5.18 a 
2.19 g P-fitasa kg-1. En este tratamiento la concentración de Cd en la semilla (sin cáscara) se redujo 
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In an extensive nationwide study in Ecuador, Argüello et al. (2019) re-
ported that cacao bean Cd concentrations vary on average 39 % between 
pods harvested from different trees in a field. However, the variation in 
nib Cd concentration among beans from a single pod was small (average 
CV 7 %), demonstrating the benefit of using single cacao pods as repli-
cates instead of larger composite samples. The difference in Cd con-
centrations between nib and testa observed here (testa Cd was a factor 
1.2 higher than nib Cd) was smaller than the ratios previously reported 
in literature, i.e. a factor > 1.5 larger Cd concentrations in the testa than 
in the nib (Vanderschueren et al., 2020). 

4.2. Mobilisation of Cd in cacao nibs is driven by nib acidification but 
only occurs at higher temperature 

As mentioned in the introduction, the factors heat, ethanol and acetic 
acid were selected as they are generally assumed to be responsible for 
bean death. Increasing fermentation temperature and penetration of 
acetic acid and/or ethanol into the nibs induce structural changes within 
the nibs during fermentation and thus may also impact mobilisation of 
Cd and other elements in the nibs (Biehl et al., 1977; Biehl et al., 1982; 
Quesnel, 1965; Thompson et al., 2007). Ethanol affected neither the nib 
pH nor the elemental composition of the nib, the testa or the contact 
solution, and is not further discussed. Increased incubation temperature 
lowered the pH of the nibs (Fig. 2). Cacao mucilage typically contains 
1–3 % citric acid and has a pH of 3.5 (Schwan & Wheals, 2004), which 
may explain why the contact solutions for incubation were acid, even 
when acetic acid was not added (average solution pH 4.6 ± 0.5). 

Based on the results of the multivariate regression analysis and based 
on the relation between nib concentration ratios and nib pH (Fig. 3), the 
evaluated elements were divided in three groups. The first group are the 
elements Ca and Cu, which were not significantly affected by the incu-
bation treatments (Table S3). The second group of elements are Cd, Mg, 
Mn, P and Zn. The concentrations of these elements in the nibs decreased 
upon incubation and their water extractability (sum of elements in the 
incubation solutions and in the nib water extracts) was enhanced by 
increasing incubation temperature and acetic acid concentration. The 
interaction between temperature and acetic acid was identified as a 
significant negative predictor for nib Cd, Mg, Mn, P and Zn concentra-
tions (Table 1), which indicates that the effect of acetic acid on nib 
elemental concentrations was enhanced at higher incubation tempera-
tures, and vice versa. However, nib acidification explained most of the 
variation in nib concentration ratios for these elements. The R2 values 
for the correlation between nib pH and nib concentration ratios (Fig. 3) 
were similar to the R2 values for the multivariate regression models 
(Table 1). Hence, the interaction effect of temperature and acetic acid is 

explained by the effect on nib pH. The nib pH was clearly lower when 
acid addition and high temperature were combined rather than when 
only a single factor was changed. The reduction of the nib concentra-
tions of these elements (Cd, Mg, Mn, P and Zn) is, hence, related to pH 
dependent mobilisation in the nibs. 

The third group of elements contains K and Ni, the concentrations of 
these elements in the nibs decreased significantly with increasing in-
cubation temperature but were not significantly affected by the acetic 
acid concentration. The nib pH did explain some of the variation in nib K 
and Ni concentrations, but R2 values for the correlation with nib pH 
were much lower compared to those for Cd, Mg, Mn, P and Zn. Both K 
and Ni were readily water extractable, even from untreated nib samples 
(Supplementary Information, Fig. S3). Potassium is generally mobile in 
plant tissues and complexation is mostly weak (Hawkesford et al., 
2012), which may explain why it is highly mobilised from the cacao 
nibs. Nickel was more readily extracted from cacao beans than other 
divalent cations (Cd, Mg, Mn and Zn) even before incubation (Supple-
mentary Information, Fig. S3) and Ni mobilisation in cacao nibs was 
related to increasing incubation temperature rather than to nib acidifi-
cation (Fig. 3). These results suggest that, despite their chemical simi-
larities, Ni complexation inside cacao nibs differs from that of Cd, Mg, 
Mn or Zn. 

The outward migration of Cd during fermentation occurs against the 
total concentration gradient because total Cd concentrations are higher 
in the testa than in the nibs. However, water extractability of Cd, and 
thus Cd mobility, is much lower from the testa than from the nib 
(Vanderschueren et al., 2022). It was previously hypothesised that Cd 
migrates from nib to testa during fermentation due to this difference in 
mobile Cd concentrations between nib and testa, and that the testa acts 
as a sink due to its high sorption capacity (Vanderschueren et al., 2020). 
However, the data obtained here on the distribution of elements among 
the different tissues after incubation (i.e. contact solution, nib and testa) 
indicated that a large part of the elements mobilised in the cacao nibs 
was directly extracted into the contact solution, with only partial 
retention in the testa. 

Changes in testa element concentrations during incubation were only 
poorly explained by the incubation conditions (Table 1), indicating that 
mineral elements in the testa are generally less mobile. Testa element 
concentrations did increase with incubation for all evaluated elements, 
except K (95 % CI > 1, Fig. S4), albeit that this referred to small quan-
tities when considering the full mass balance. Thus, once elements are 
mobilised in the nibs due to increasing temperature and/or nib acidifi-
cation, they are only partly fixed in the testa while most can migrate 
through this barrier to the contact solution when incubating with high 
liquid to bean ratios. Andersson et al. (2006) reported that the cacao 
testa is highly permeable for aqueous solutions, and stated that this 
permeability explains why acetic acid penetrates the testa during 
fermentation. In addition, the testa is also permeable to alkaloids and 
polyphenols, as they migrate out of the beans during fermentation, 
resulting in lower concentrations thereof in fermented than in unfer-
mented nibs (Forsyth, 1952; Kim & Keeney, 1984; Nazaruddin et al., 
2006; Roelofsen, 1958; Timbie et al., 1978). The present results confirm 
those of earlier work involving full-scale fermentations. Fermentation 
generally decreases the elemental concentrations in the nibs and in-
creases those in both the testa and the mucilage (sweatings), i.e. the 
liquid phase (Vanderschueren et al., 2020; Vanderschueren et al., 2022). 

4.3. Mechanisms explaining the decrease in nib Cd concentrations during 
incubation and fermentation 

The combined effect of acetic acid and temperature on the elemental 
composition of the cacao nibs (Table 1) may be related to a combination 
of structural changes inside the nib tissues and breakdown of phytate. 
Biehl et al. (1982) reported more extensive disruption of cellular 
structures when peeled cacao beans were incubated in acetic acid so-
lutions than when incubated in the absence of acetic acid at higher 

Fig. 5. The nib Cd concentration ratio is correlated to the nib phytate content, 
indicating that nib Cd mobilization during incubation may be related to phytate 
breakdown and release of phytate-bound Cd (R2 = 0.56, P-value < 0.01). The 
Cd concentration in the nib is expressed relative to the concentration before 
incubation to correct for differences in Cd concentrations among different pods 
used in the different incubations. 
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de 9.03 a 6.09 mg kg-1. De igual manera la concentración de Cd en la testa (cáscara) se incrementó 
de 7.78 a 19.6 mg kg-1 (Blommaert et al., 2023). Estos resultados son bastante concluyentes sobre 
la influencia de la fitasa en la solubilidad (o no) de Cd en la semilla. Adicional a la concentración 
de Cd total en semillas, la especiación del elemento cambio antes y después del proceso de 
fermentación. El Cd en la semilla de cacao estuvo asociado principalmente a azufre (S) o ligantes 
sulfúricos que son estables a condiciones ambientales. Una vez realizada la fermentación, que 
incluyó temperatura y adición de ácidos, el Cd en la semilla se ligó a oxígeno (O) que es una 
especie menos estable y por lo tanto más móvil. Estos hallazgos permiten identificar cambios a 
nivel bioquímico que afectan la potencial eficacia de la reducción de Cd en semillas durante la 
etapa de fermentación. Para romper el quelatante de Cd (fitasa) en la semilla es necesario 
alcanzar condiciones de acidez (pH < 5) y altas temperaturas (> 55 oC), estas condiciones 
romperían los enlaces químicos de la molécula liberando el Cd y moviéndolo hacia fuera de la 
semilla.  
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES  

Cadmio es un elemento natural presente en los suelos agrícolas y acumulado en las plantas. 
Algunas plantas, como el cacao, acumulan el elemento en partes consumibles en concentraciones 
por encima de normativas sanitaria. Las regulaciones sanitarias limitan las concentraciones de Cd 
en los productos consumidos por la población. El objetivo de estas regulaciones es proteger la 
salud de los consumidores, sin embargo, pueden ser restrictivas para el comercio desde los países 
productores.  

Las almendras de cacao de países de América Latina y el Caribe (ALC), utilizadas para la 
manufactura de chocolate de alta calidad, tienen una concentración de Cd mayor que las 
comercializadas desde África. Es urgente encontrar medidas para reducir la concentración de Cd 
en almendras de cacao y/o chocolate producido en ALC. Estas medidas deben de ser fácilmente 
aplicables y de bajo costo. Se han realizado investigaciones en campo con relativo éxito, sin 
embargo, la tecnología reportada como exitosa tiene alto costo y el tiempo de reacción de la 
estrategia es superior a los tres años por lo que su aplicación es limitada.  

La reducción de Cd durante el proceso de fermentación es posible gracias a la lisis de una enzima 
encargada del secuestro de Cd en las almendras. Esta enzima es la fitasa que es el reservorio más 
abundante de P en la semilla y es encargada de secuestras varios metales divalentes. El Cd 
asociado a la fitasa se vuelve disponible a altas temperaturas (> 55 oC) y bajo pH (< 5) ya que a 
estas condiciones ocurre la lisis de fitasa. La mayoría de los estudios donde la reducción de Cd ha 
sido reportada en las semillas sin cáscara han sido implementados en laboratorio, con adiciones 
de ácido y temperaturas de forma exógena. Estas investigaciones han ayudado a entender el 
mecanismo de movilización de la semilla a la cáscara, sin embargo, no se ha logrado escalarlo a 
niveles comerciales. Otra limitante de estos hallazgos es que estas condiciones de fermentación 
podrían afectar la calidad organoléptica de cacao, que es una característica diferencial del cacao 
de ALC 

Es necesario probar diferentes técnicas de fermentación con el objetivo de incrementar la 
temperatura de forma espontánea pero controlada. Estas fermentaciones deben explorar el uso 
de materiales que conserven el calor, de forma uniforme, a lo largo del proceso. Se podría incluir 
el uso de microorganismos iniciadores de la fermentación. Estos microorganismos podrían incluir 
grupos de bacterias ácido-lácticas para reducir, de forma natural, el pH de la fermentación. 
Alternativamente, se podría utilizar microorganismos que promuevan la lisis de la fitasa y así, de 
forma natural y sin afectar el pH y la temperatura, desdoblar esta enzima y liberar el Cd 
secuestrado en ella.  

Estos trabajos deben de realizarse acompañados de técnicas de imágenes que permitan distinguir 
la distribución del elemento antes y después de los tratamientos. 
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