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ResumEN

Se realizé un estudio encaminado a desarrollar y optimizar una metodologfa analitica
que permita determinar la cantidad de sedimento que presenta una bebida derivada
del cacao (chocolate de mesa), para ser aplicada como prueba rutinaria de control
de calidad indicadora del proceso, con base en los principios de la sedimentacion.
Para la caracterizacién del sedimento, se hizo la distribucién de tamafos de parti-
cula, porcentaje de grasa y peso del sedimento en seco. El desarrollo de la meto-
dologfa y su optimizacion se llevd a cabo con una muestra patrén (licor de cacao),
y posteriormente con el producto en proceso (licor de cacao con lecitina) y con el
producto terminado (chocolate con azucar), provenientes de dos procesos diferen-
tes. Los resultados muestran que la metodologia permite diferenciar las muestras
durante el proceso, con el producto terminado y con productos obtenidos mediante
diferentes procesos.
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SUMMARY

Development and optimization of an analytical methodology for
sediment determination in a drink derived from the cacao

A directed study was realized to develop and optimize an analytical methodology
that allowed to determine the amount of sediment presents in a drink derived from
the cacao (dinking chocolate), to be applied as routine test of indicating quality
control of the process, support in the sedimentation principles. For the characteri-
zation of sediment, were realized the distribution particle size, fat percentage and
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dry weight of sediment. The development of the methodology and its optimization
were realized with a sample patron (cacao liquor), then the methodology was defied
with product in process (cacao liquor with lecithin) and finished product (chocolate
with sugar), of the same process and a different process. The results show that the
methodology allows differentiation the samples during the process, finished product
and products obtained by different processes.

Key words: quality assurance, analytical methodology, chocolate, sediment.

INTRODUCCION

El chocolate se obtiene a partir de la plantacién y cosecha de las semillas de The-
obroma cacao, perteneciente a la familia Sterculiaceae. Una vez obtenido el fruto,
se procede a la fermentacion, la cual se realiza en dos etapas: etapa de hidrdlisis (o
fase alcohdlica) y etapa de oxidacién. Posteriormente se secan las almendras —lla-
madas nibs—y por Ultimo se almacenan bajo condiciones controladas. Obtenidas las
almendras, se inicia el proceso industrial, mediante la limpieza y separaciéon de los
granos por medio de mallas, utilizando corrientes de aire. Luego se tuestan, proceso
mediante el cual se desarrollan sus cualidades organolépticas, y a continuacién se
descascarillan para finalmente conducirlas a una molienda donde se obtiene el licor
de cacao, al cual se le adiciona la cantidad de lecitina requerida para emulsificar. En
un proceso a temperatura controlada, se adicionan los ingredientes segtn la férmula
del producto.

Para terminar, la mezcla se dosifica en moldes que son sometidos a bajas tempera-
turas (6 °C) con posterior desmolde y empaque (1).

Sedimentacion

Se entiende por sedimentacion la remocion por efecto gravitacional de las particulas
en suspensién presentes en un fluido, las cuales deberdn tener un peso especifico
mayor que dicho fluido.

Estd relacionada exclusivamente con las propiedades de caida de las particulas en
el agua. Cuando se produce sedimentacién de una suspensién de particulas, el re-
sultado final serd siempre un fluido clarificado y una suspensién més concentrada.
Las particulas en suspension sedimentan en diferente forma, dependiendo de las
caracteristicas de las particulas, asi como de su concentracion. Es asi que podemos
referimos a la sedimentacion de particulas discretas, sedimentacion de particulas
floculentas y sedimentacion de particulas por caida libre e interferida.

En la sedimentacion libre (es decir, sin interferencia entre las particulas), las particulas
son sostenidas por fuerzas hidrdulicas y su caida se puede describir mediante la ley
de Stokes.
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Los sélidos sedimentables se definen como aquellos que sedimentan en el fondo
de un recipiente de forma cénica (Cono de Imhoff) y son expresados en unidades
de mL/L (2).

Sedimentacion de particulas discretas

Las particulas discretas son aquellas que no cambian de caracteristicas (forma, tamario,
densidad) durante la caida. El proceso de dep6sito de estas particulas por caida libre se
denomina sedimentacion o sedimentacion simple. Cuando la concentracion de sélidos
en suspension es baja, es decir, una fraccion volumétrica menor que 0.15 ($<0.15), la
fraccion volumétrica es: volumen de solidos / volumen de la suspension (3).

Tabla 1. Métodos tradicionales para determinacion de distribucion de tamario de particula.

Método Clase Rango de tamaiio de particula (micrones)
Tamizado Seco >10
Humedo 22500
Determinacion Optica 1.0a 500
microscopica Electronica 0.01 a 500
Zona Sensing Resi;tividad 0.8a500
Optica 1a500
Elutriacion Fl_ujo laminar 3a75
Ciclon 8a50
Sedimentacion por Pipeta e_hicj/rémetro 1a100
gravedad Foto extincion 0.5a100
Rayos X 0.1a130
Sedimentacion por Acumule_ici('?r’] de masa 0.05 a 25
centrifugacion Foto-extincion 0.05a 100
Rayos X 01a5
Clasificacion por
centrifugaciéﬁ 052500
Cromatografia Columna empacada 0.03a2
hidrodinamica Tubo capilar 01a5s
Permeabilidad de gas 0.1a40
Adsorcion de gas 0.005 a 50
Movimiento browniano 0.003a5
Intrusion de mercurio 0.01a 200
(Cascada de presion 0.05a30

Métodos tradicionales para determinacion de distribucion de tamafio de particula

Los procesos que se emplean para medir o clasificar las particulas consisten bésica-
mente en dos técnicas: directas e indirectas. Las primeras miden las dimensiones
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reales de las particulas por medio de una escala de calibracién, como la microscopia
y el tamizado. Las mediciones indirectas, a su vez, aprovechan alguna caracteristica de
la particula que pueda relacionarse con su tamario, por ejemplo la velocidad de sedi-
mentacion, la permeabilidad y las propiedades opticas. Varios métodos tradicionales
de determinacién de tamafio de particula se mencionan en la Tabla 1. Dentro de ellos,
los més usados son los métodos de tamizado, microscopia y sedimentacion (4).

MeTopoLoGia

Durante el desarrollo de la metodologia, las variables se definieron de acuerdo con
los siguientes parémetros: facilidad de observacion, estabilidad de la suspensién-
emulsion, repetibilidad de los resultados y mantener en lo posible las condiciones
en las cuales el consumidor observa el sedimento (7). Teniendo en cuenta que la
principal intencion del presente trabajo es establecer una metodologia analitica que
permita determinar el pardmetro que observa hoy el consumidor, se debe tener un
instrumento que mida en condiciones similares —mensurables— el defecto percibido.
Por esto se establece que el cono de Imhoff es la metodologia que permite una facil
visualizacién de la caida de las particulas, asi como la medicién del sedimento y la
remocion de los lodos para su identificacion. Posteriormente, para la caracterizacion,
lo més indicado es realizar una revisién microscépica para tener una estadistica de
la distribucién del tamafio de particula y el tamizado himedo, lo cual permite una
adecuada distribucion; adicionalmente, se requiere una determinacién del contenido
de grasa.

Optimizacion
Para la optimizacién de la metodologia se fijaron las siguientes condiciones:
Equipo de agitacion: Heidolph RZR 2051 control, agitador de hoja BR10.

Equipo de medicién: conos de sedimentacion segtin Imhoff, de pléstico, capacidad
1000mL.

Muestra patron: licor de cacao, Mezcla B-22.

Para cada ensayo se definieron las condiciones vy los factores que podian afectar los
resultados, de acuerdo con la determinacion.

Medida volumen de sélidos sedimentables

Con base en la fraccion volumétrica (B = 0.002) de la muestra patrén, la determina-
cion de solidos sedimentables se realiza por sedimentacion libre, fijando las condi-
ciones volumen de agua (1000 mL), temperatura de preparacién (agua a 92 °C de
ebullicion, Bogotd) y peso de muestra 12,50 g de licor de cacao, licor de cacao con
lecitina y 36,05 g de producto terminado (chocolate con aztcar).
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Las variables para optimizar, segtin las consideraciones para el desarrollo de la me-
todologia, son: velocidad de agitacién, tiempo de agitacién y tiempo de lectura final
de sedimento. La velocidad de agitacién se estudia en un rango de 0-10.000 revolu-
ciones por minuto, en intervalos de 500 r.p.m., cada uno con diez réplicas. El tiempo
de agitacion para revoluciones superiores a 3.500 r.p.m. fue de 10 segundos, y para
revoluciones menores, dependiendo de la dispersion completa de la muestra.

Para la lectura final del volumen de sedimentacidon se realizaron observaciones a
tiempos de 1, 2, 3, 5, 10 y 15 minutos.

Después de establecidas las condiciones optimas, se realizaron 30 réplicas para cada
muestra, obteniendo los volimenes de sedimento para cada una.

Caracterizacion del sedimento
Distribucién de tamanio de particulas del sedimento

Método dptico. Establecidas las condiciones en la determinacion del volumen de se-
dimento, y luego de realizar la medida, se retiré el sobrenadante dejando 10 mL de
residuo en el cono de Imhoff, evitando generar turbulencia en el seno del liquido.
Este residuo es transvasado a un tubo conico para centrifuga de 15 mL, realizando 7
lavados con agua en ebullicion, con el fin de retirar el contenido de grasa que gene-
ran los aglomerados de particulas. El sedimento fue retirado con pipeta Pasteur y se
coloco sobre un papel de filtro, como se muestra en la Figura 1, dejando el ambiente
hasta sequedad. Sobre una laminilla portaobjetos se tomaron muestras de diferentes
puntos buscando representatividad, realizando la observacién del digmetro de Martin
en un microscopio optico que tiene adaptado un micrometro de escala 10.7 pm, en
una trayectoria en zigzag rectangular, garantizando no repetir la observacion, hasta
completar 900 particulas. Se realizaron 6 réplicas por cada muestra.

OCULAR SCALE

g(HHIHHIPHJ’

Figura 1. Esquema para la determinacion de tamafios de particula por método optico.
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Mediante histogramas para distribucién de particulas, se determina el nimero de
clases por la ley de Sturges y se grafican las frecuencias contra los rangos de tamafio,
obteniendo las distribuciones de tamario.

Método de tamizado en himedo. Se realizé la prueba de sedimentacion y se retird el so-
brenadante como se enuncié anteriormente. Para la distribucion de tamafio por mi-
croscopia, teniendo una bateria de tamices (25 - 710um-, 40 -425um-, 80 -180um-,
100 -150um-, 200 -75um-, 325 -45um-, 400 -38um-y 500 -25um-) previamente
tarados, se depositaron los 10 mL de sedimento en el centro de los tamices, dejando
caer la muestra completamente. Se realizaron 7 lavados con agua en ebullicién, para
evitar la aglomeracion de particulas por la grasa presente en el sedimento; se lavo el
residuo de cada tamiz (interna y externamente) con agua en ebullicion, retirando el
primer tamiz y lavando la parte inferior dejando caer el liquido del lavado en el se-
gundo. Se hizo lo mismo con todos los demés, se dejaron escurriry se llevo la baterfa
a secado en estufa, aproximadamente durante 1 hora, a 100 °C £+ 0.1 °C. Posterior-
mente se colocaron en un desecador durante media hora y se pesaron, obteniendo
el peso retenido en cada tamiz, por diferencia de peso.

Determinacion del porcentaje de grasa y peso de sedimento seco

Se aplica la prueba de sedimentacién y, una vez retirado el sobrenadante del cono de
sedimentacion de Imhoff, se filtran los 10 mL en los cuales se encuentra contenido el
sedimento. Con un papel de filtro Watman N° 2, se deja secar a temperatura ambien-
te, se determina el peso del sedimento seco por diferencia de peso y se determina
el porcentaje de grasa por el método Soxhlet.

Peso de sedimento seco

Una vez retirado el sobrenadante del cono de sedimentacion de Imhoff, se filtran los
10 mL en los cuales se encuentra contenido el sedimento, por medio de un papel
de filtro Watman N° 2, se dejan secar a temperatura ambiente y se determina el peso
del sedimento por diferencia de peso.

Caracterizacion del sobrenadante
Determinacion de densidad del sobrenadante

El sobrenadante se lleva a una temperatura de 70 °C, se homogeniza la muestra y
se determina la densidad por picnémetro, el cual es pesado vacio y seco; luego se
adiciona agua a 70 °Cy se pesa, se lava, se seca y se adiciona el sobrenadante; se
pesa y se determina la densidad del sobrenadante con referencia al agua.

Determinacion de la viscosidad del sobrenadante

El sobrenadante se lleva a una temperatura de 70 °C, se homogeniza la muestra y
se determina la viscosidad, con un viscosimetro Brookfield Synchro-Lectric modelo
RVT serie 60709.
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Aplicacion de la metodologia a diferentes lotes

Luego de estandarizadas las condiciones, se aplica la metodologfa a diferentes lotes
de producto terminado y de procesos productivos con diferentes mecanismos de
molienda y variedad de materias primas.

Aplicacion de la metodologia a lotes con diferente porcentaje de cascarilla en nibs

Para determinar la incidencia del porcentaje de cascarilla en nibs en el sedimento, se
realiza un ensayo con la mezcla patron, con diferente porcentaje de cascarilla en nibs
(c/n) (0.05 % y 2%). La premolienda se efectiia en un molino casero y posterior-
mente se traspasa al molino de bolas, a temperatura 70 °C; se descarga el molino a
diferentes tiempos y se determina su granulometria.

Resultados

Optimizacion

En el andlisis de la incidencia de las variables para la optimizacion de la metodologia
se encontrd, seguin las consideraciones para su desarrollo:

Velocidad de agitacion: 2.500 r.p.m.
Tiempo de agitacion: 5 minutos
Tiempo de lectura de volumen de sedimento: 15 minutos.

Condiciones donde se evidencia el mejor comportamiento de la emulsién-suspen-
sion, repetitibilidad de las mediciones.

Medida volumen de solidos sedimentables

Luego de aplicada la metodologfa optimizada a las muestras de licor de cacao, licor
de cacao con lecitina y producto terminado, se obtuvo un volumen de 2.0 mL con
una desviacién estdndar de cero para licor sin lecitina (Tabla 3), lo cual se debe, po-
siblemente, a la graduacién de la escala, la cual no permite realizar una lectura con
mayor precision que 0.5. La muestra con mayor variacion es la muestra de licor con
leciting, y la de menor volumen de sedimento es la muestra producto terminado, lo
que se explica por la presencia de azticar, que modifica las caracteristicas del medio
dispersante, y la fuerte unién que tiene la lecitina por el aztcar, evitando la formacion
de micelas, que aumenten tanto el volumen de sedimento como el porcentaje de
grasa en el azlcar. En la muestra de licor con lecitina, el aumento en volumen de
sedimento puede ser generado por la formacién de dichas micelas, ocasionado por
la adicion de lecitina (8). Teniendo en cuenta que la muestra de licor de cacao tiene
un volumen de sedimento intermedio y su variacién es la menor, podemos hablar de
estabilidad de la emulsion, en las condiciones de trabajo. Los patrones de volumen
de sedimento para las tres muestras siguen una tendencia clara y similar en las dife-
rentes observaciones realizadas (1, 9, 10).
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Articulo de investigacidn

Tabla 3. Resultados de volumen de sedimento para las muestras.

Licor sin lecitina Licor con lecitina Producto terminado
Media 2,0 mL/L 2,5 ml/L 1,6 mL/L
) 0.000 0.727 0.399
n 30 30 30
Limites (2.5-1.9) (3.0-16) (2.0-1.3)

Volumen de sedimento acumulativo en funcion del tiempo

25

20

e

00

Volumen de sedimento (mL/L)

Tiempo (minutos)

Licor sin lecitina =M~ Licor con lecitina =#— Producto terminado

Figura 2. Gréfica de volumen de sedimento acumulado en el tiempo de las diferentes muestras.

Caracterizacion del sedimento
Distribucién de tamario de particulas

Método dptico. Las distribuciones de tamafo de particula son sometidas a tratamiento
estadistico con el programa SAS. Segun los resultados, se puede afirmar que no exis-
te evidencia estadistica de diferencia significativa entre las 6 réplicas de una misma
muestra, pero si existe diferencia estadisticamente significativa entre las diferentes
muestras, lo cual nos permite tomar las seis réplicas como la poblacion total de cada
muestra de estudio.

Aungque las particulas mas grandes estén presentes en la muestra, en la distribucion
de los tamafios en el histograma su frecuencia es muy baja; ademds, la Figura 3 no
muestra una distribucién normal, debido a que las particulas de tamarfios menores a
las escala minima del micrometro (10.7 micras) no son observables. Adicionalmente,
estas particulas, por su tamarfio, demoraran mas en sedimentar, con lo cual se puede
asegurar que su presencia en la muestra es baja. La distribucién por tamario contra
frecuencia muestra nuevamente, para licor con lecitina, una mayor dispersion en
los datos, aun cuando su media no es la mas grande en comparacién con las otras
muestras (Tabla 4).
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Tabla 4. Resultados de distribuciones de tamario de particula por método 6ptico.

Muestra Desviacion tipica  Media
Licor sin lecitina 133,61 208,4
Licor con lecitina 170,51 189,6
Producto terminado 109,57 132,5

Distribucion de tamaiios de particula
50.00

40.00

VA
{/\
RN

40 120 200 280 360 440 520 600 680 760 840 920 1000

Porcentaje de frecuencia

Tamano de particula (micras)

| Licor sin lecitina =M= Licor con lecitina ~ ={=— Productoterminado|

Figura 3. Crafica de porcentajes de frecuencia en funcion de tamano de particula.

Distribucién de tamanios de particula segtin peso retenido en malla

Se realiz6 tamizado en himedo para el sedimento proveniente de la muestra patrén
(licor sin lecitina), como prueba que permita relacionar la distribucion de tamafio de
particula de masa y nimero. Los porcentajes de sélidos retenidos en los diferentes
tamices muestran relacion con la distribucion de tamafio de particula por el método
optico. La mayoria de las particulas quedan retenidas en los tamices 400, 325, 200
y 100, mostrando entre ellas una similitud en tendencia. Si se tiene en cuenta que el
tamafio méximo de particula varia mucho para una misma tableta de chocolate (1),
se puede afirmar que el método de granulometria no es una medida suficientemente
especifica, debido a que un mismo porcentaje de sélidos retenidos puede mostrar
una distribucién diferente de los tamafios de particula.

Determinacion del porcentaje de grasa

En cuanto al porcentaje de grasa, la muestra con un mayor valor es el licor con leciti-
na, que a su vez presenta mayor variacion en el volumen de sedimento. Esto puede
ser explicado por cuanto al presentarse una mayor tendencia a la aglomeracion de
particulas recubiertas con grasa, el volumen de sedimento observado aumenta con
respecto a las otras muestras. Por otra parte, el emulsificante adicionado puede que-
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dar libre, uniéndose a si mismo y formando micelas que generan un aumento en
volumen de sedimento y mayor contenido de grasa en éste. Si se considera que la
lecitina es una mezcla de fosfolipidos naturales y triacilgliceroles, que se encuentra en
una fase continua acuosa, la formacién de micelas es altamente probable (8).

Distribucion por solidos retenidos

60,0

50,0

40,0
30,0

[N
/N
T 7\

20 38 45 75 150 180 425 710
Tamano de particula (micras)

Porcentaje de sedimento

0,0

Figura 4. Grafica de porcentajes de peso de sedimento en funcion del tamafo de particula.

Tabla 5. Resultado de porcentaje de grasa en sedimento de las diferentes muestras.

Licor sin lecitina Licor con lecitina Producto terminado
Media 33,8% 40,8 % 36,4 %
S 0.8622 1.1910 1.7224
n 9 9 9
Limites (37,0-32,6) (42,4-39,2) (41,8-32,3)
Peso de sedimento seco

Para cada muestra se encontrd una relacion entre el contenido de grasa y el peso
del sedimento. La muestra que presenta mayor porcentaje de grasa, a su vez, pre-
senta mayor peso del sedimento seco y también es la muestra que presenta mayor
variacién en el volumen de sedimento. Aun cuando las relaciones peso-porcentaje
de grasa se mantienen, éstas no se encuentran relacionadas en la misma forma con
el volumen de sedimento. Como el producto terminado es la muestra que menor
volumen de sedimento presenta, pero su porcentaje de grasa y el peso del sedimen-
to seco se encuentran entre las otras dos muestras, esto puede ser indicador de un
efecto modificador en la velocidad de sedimentacion debido a la presencia de aztcar
en el sobrenadante (10).
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Tabla 6. Resultado de peso seco del sedimento en las diferentes muestras.

Licor sin lecitina Licor con lecitina Producto terminado
Media 0,4997 0,8360 0,5633
S 0,0302 0,0544 0,0328
n 8 8 8
Limites (0.5652-0.4686) (1.0756-0.7972) (0.6102-0.4752)

Caracterizacion del sobrenadante
Determinacion de densidad y viscosidad del sobrenadante

En la variable densidad y viscosidad del medio no se encuentra evidencia estadistica
de diferencia entre las medias y las varianzas de las muestras que permita relacionar
estas medidas con el volumen de solidos sedimentables, lo cual indica que estas
pruebas no son indicadoras en las condiciones de estandarizacion de la metodolo-
gla.

Aplicacion de la metodologia a diferentes lotes

La metodologia aplicada a diferentes lotes de producto terminado con la mezcla
patron presenta valores cercanos y dentro de los limites esperados para el producto
terminado, mientras que al aplicar la metodologia a diferentes lotes de producto
terminado con un proceso productivo diferente y materias primas de otra variedad,
se observa una tendencia en cuanto a volumenes de sedimento en funcion de la
granulometria. Sin embargo, los valores obtenidos se encuentran fuera de los limites
determinados para la muestra licor con lecitina, que es el producto andlogo con el
cual se establecieron los limites.

2 n
E 3
S o ¢
5, 3%
3 % ¢
g 6 K=
o
g — 3
=] [
S 2 .
0 T

0 0.5 1 15 2 25 3 35 4
Granulometria (% solidos retenidos en malla 200)

| # Chocolate Luker Muestras B22 —@—Chocolate Sol |

Figura 5. Grafica de volumen de sedimento en funcion de la granulometria, para diferentes lotes de
producto.
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Aplicacién de la metodologia a lotes con diferente porcentaje de cascarilla en nibs

La metodologia muestra diferencias con respecto a las granulometrias; sin embargo,
las muestras no son muy estables y se observa migracion de la grasa, por la etapa
de atemperado. Los resultados no son confiables en cuanto a extrapolacién con el
proceso industrial, pues las muestras no fueron sometidas al mismo mecanismo de
premolienda y la migracién de grasa, por un inadecuado atemperado, influye en la
estabilidad de la emulsion.

Volumen de sedimento (mL/L)

.000 0.020 0.040 0.060 0.080 0.100 0.120 0.140 0.160 0.180 0.200
Granulometria (% sdlidos retenidos en malla 200)

| %c/n0,05% 4 %c/n 2%"|

Figura 6. Grafica de volumen de sedimento en funcidn de la granulometria, para diferentes lotes de
producto.

CONCLUSIONES

La metodologfa desarrollada para la determinacién de volumen del sedimento y la
caracterizacion de dicho sedimento, seglin las consideraciones vy las variables fijas
establecidas, proporciona una respuesta diferenciable para cada una de las muestras
en las condiciones de optimizacion y, por tanto, puede ser aplicada como prueba
rutinaria en control de calidad, indicadora del proceso de produccion de una bebida
derivada del cacao.

La caracterizacion del sedimento se realiza por método éptico y tamizado, obser-
vando una relacion entre los dos métodos y una concentracion de la mayoria de las
particulas entre valores de 45 - 150 micras.

En las muestras de licor sin leciting, el volumen de sedimento muestra una relacion
con el porcentaje de grasa y con su peso seco. No se observa el mismo comporta-
miento para el producto terminado con azUcar.
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Las variables densidad y viscosidad del medio en las concentraciones de muestra tra-
bajadas no son pruebas indicativas de una respuesta correlacionable con el volumen
de sedimento.

La metodologia es sometida a muestras provenientes de dos procesos productivos,
con diferencias en la respuesta, por lo cual se debe estudiar la influencia que presen-
tan las etapas de tostién y molienda, asi como la influencia de las materias primas
sobre la cantidad de sedimento, pues son las etapas del proceso productivo que
difieren en las dos plantas de produccion.
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