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Resumen

Titulo: Influencia de la temperaturay el pH en la composicion de edulcorantes liquidos producidos

a partir del exudado del mucilago de cacao
Autores: Manuel Yarid Aldana Quijano, Yinna Andrea Bustos Santos
Palabras clave: Exudado del mucilago de cacao, jarabes, azlcares, acidos organicos, HPLC

Descripcion:

El exudado del mucilago de cacao es un subproducto nutricional y de alta energia proveniente del
procesamiento de frutos de cacao, que contiene hasta un 15% p/p de azlcares simples y acidos
organicos. En este trabajo se explora el proceso de concentracion del exudado del mucilago de
cacao para producir jarabe de cacao bajo diferentes temperaturas de deshidratacion (60, 70 °C) y
arreglos de pH (4.0, 5.0) usando un disefio factorial 22 con tres puntos centrales. El analisis de
HPLC permitié monitorear los cambios en el contenido de los azlcares simples y los contenidos
de acidos organicos, asi como la formacién de 5-(hidroximetil)furfural (HMF) a lo largo del
proceso de concentracion. La temperatura y el pH afectan significativamente (p<0,05) la
concentracion de sacarosa y acido citrico. Las concentraciones promedio de azUcares simples en
los jarabes alcanzaron en promedio de 26.52 — 29.71% p/p, 24.44 — 27.20% p/p y 6.77 — 16.42%
p/p para fructosa, glucosa y sacarosa, respectivamente. Los acidos citrico, malico, lactico, tartarico
y fumarico representan el 5.12% p/p, el 3.01% p/p, el 0.20% p/p, el 0.16% p/p y el 0.002% en p/p,
respectivamente. La formacion de HMF (5.96 + 0.50, 3.25 + 0.15 mg/L) se evidencié solo en
jarabes producidos a pH 5.0.

*Trabajo de Grado

*Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director: Cristian Blanco Tirado, Ph. D. Codirector:
Luz América Espinosa Sandoval, Ph. D.
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Abstract

Title: Influence of temperature and pH on the composition of liquid sweeteners produced from

cocoa mucilage exudate.

Authors: Manuel Yarid Aldana Quijano, Yinna Andrea Bustos Santos
Keywords: Cocoa mucilage exudate, syrups, sugars, organic acids, HPLC
Description:

Cocoa mucilage exudate is a nutritional and high-energy by-product from cocoa fruit processing,
containing up to 15% w/w of simple sugars and organic acids. In this work, the concentration
process of cocoa mucilage exudate to produce cocoa syrup under different dehydration
temperatures (60, 70 °C) and pH (4.0, 5.0) is explored using a 22 factorial design with three center
points. HPLC analysis allowed monitoring changes in simple sugars and organic acid contents, as
well as the formation of 5-(hydroxymethyl)furfural (HMF) throughout the concentration process.
Temperature and pH significantly (p<0.05) affect sucrose and citric acid concentration. The
average concentrations of simple sugars in the syrups reached on average 26.52 - 29.71% w/w,
24.44 - 27.20% w/w and 6.77 - 16.42% w/w for fructose, glucose and sucrose, respectively. Citric,
malic, lactic, tartaric and fumaric acids accounted for 5.12% w/w, 3.01% w/w, 0.20% w/w, 0.16%
w/w and 0.002% wi/w, respectively. HMF formation (5.96 £0.50, 3.25 +0.15 mg/L) was evidenced
only in syrups produced at pH 5.0.

*Degree work

*Faculty of Science. School of Chemistry. Director: Cristian Blanco Tirado, Ph. D. Co-director:
Luz América Espinosa Sandoval, Ph. D.
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Introduccion

De acuerdo con Fedecacao, en los ultimos 10 afios, la produccion de cacao en Colombia
ha incrementado un 29% (Fedecacao, 2022). Esta industria genera, aproximadamente, 90% de
biomasa residual constituida principalmente por la cascara de la mazorca (80% p/p) y el mucilago
de cacao (10% p/p) (De Souza et al., 2018; Muhlbauer & Muiller, 2020). Durante la cosecha, se
abren las mazorcas y se desecha la c&scara y en el proceso de fermentacion se descompone el

mucilago y su lixiviado.

La valorizacién de los subproductos de frutos tropicales mediante la obtencion de nuevos
productos constituye una via para aumentar la circularidad en la agroindustria. En los ultimos afos,
el aprovechamiento de los residuos de biomasa se ha convertido en un punto importante asociado
con el crecimiento econdmico y la descarbonizacion de las industrias agricolas. Numerosos paises
han implementado estrategias de uso de residuos dentro de sus agendas de economia circular

(Kowalska et al., 2017).

Estudios realizados al exudado del mucilago de cacao (EMC) han demostrado la presencia
de gran cantidad de carbohidratos y acidos organicos, lo cual lo hace Ilamativo como materia prima
para la creacion de gran variedad de productos en la industria alimenticia (De Souza et al., 2018;
Saavedra-Sanabria et al., 2021). De esta forma, su potencial de aprovechamiento se ha trasladado
de darle uso como fertilizante y alimento para animales, a utilizarse como aditivo en confiteria y
pasteleria, igualmente en la creacién de productos para consumo humano, tales como jaleas,
mermeladas y diferentes tipos de bebidas (K. Y. B. Anvoh et al., 2009; Vergara-Mendoza et al.,

2022). Para el aprovechamiento del mucilago de cacao y su lixiviado se utilizan tratamientos
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fisicos o0 quimicos para la transformacion en un producto potencial comercial. El calentamiento,
como método de concentracion, es el tratamiento mas usado para la creacion de jarabes,

mermeladas y jaleas.

Las caracteristicas fisicas y quimicas de los productos alimenticios dependen del
tratamiento al cual se somete la materia prima. La produccién de alimentos, normalmente
involucra procesos de modificacion de pH, como acidificacion o alcalinizacion, y tratamientos
térmicos, regularmente a altas temperaturas. Como consecuencia, es necesario realizar un riguroso
control de calidad, ya que estos procesos pueden resultar en la formacién de compuestos no
deseados (Capuano & Fogliano, 2011). En el caso de los edulcorantes, por ejemplo, las materias
primas, suelen ser ricas en carbohidratos que al ser tratadas térmicamente pueden dar lugar a
compuestos, como furfurales resultado de reacciones de caramelizacion y/o reaccion de Maillard
(Schouten et al., 2020). Estos compuestos estan catalogados por organizaciones alimenticias como
toxicos. Ademas, en el caso de edulcorantes derivados del cacao, también es de interés estudiar la
presencia de cadmio ya que estudios recientes muestran la presencia de este elemento en los suelos

colombianos donde se cultiva el cacao (Gil et al., 2022).

El presente trabajo de investigacion pretende evaluar el efecto del pH del EMC vy la
temperatura de deshidratacion sobre la calidad fisicoquimica y nutricional del edulcorante liquido

obtenido.
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1. Objetivos

1.1  Objetivo general

Evaluar el efecto de la temperatura 'y el pH sobre la composicion quimica de un edulcorante

liquido producido por deshidratacion del exudado del mucilago de cacao.

1.2 Objetivos especificos

Obtener un edulcorante liquido a partir del exudado del mucilago de cacao utilizando la

técnica de deshidratacion variando la temperatura y el pH.

Evaluar la influencia de la temperatura y el pH sobre la composicion del edulcorante

liquido obtenido.
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2. Marco tedrico
2.1 Cacao

El &rbol de cacao (Theobroma cacao L.) pertenece a la clase Magnoliopsida, orden
Malvales, familia Malvaceae o también clasificado en Sterculiaceae, género Theobromay especie
Cacao (Hancock & Fowler, 1994). Este arbol de hoja perenne se cultiva principalmente en las
regiones de bosques tropicales himedos con temperaturas de entre 24 y 28 °C a una altura de hasta
600 m sobre el nivel del mar y pueden crecer hasta 5 a 8 metros, por lo que se consideran arboles
pequefios (Belitz et al., 2009; De Souza et al., 2018). Actualmente, se sabe el origen de este arbol
debido a que se han hecho estudios sobre su genética, los cuales revelaron que se origind en
regiones del Amazonas, principalmente en la cuenca superior. Existen tres tipos de cacao: criollo,
forastero y trinitario. Los términos criollo y forastero fueron acufiados en Venezuela para
diferenciar el cacao nativo (criollo) y el cacao amazénico (forastero). El tipo criollo se extendi6
hacia el norte llegando a Centroamérica, siendo el mas comun en esa regién. Este tipo de cacao es
el mas costoso, con mayor dulzor y rareza debido a que el fruto, de color verde o rojo, tiene semillas
maés grandes. El tipo forastero tiene mayor abundancia, se destaca porque el color de la céscara
del fruto varia entre amarillo a colores oscuros y tiene bajo costo comercial. Actualmente, los
cacaos de tipo forastero se cultivan en Brasil y Africa Occidental. Finalmente, el tipo trinitario es
un hibrido entre el criollo y el forastero, el cual presenta variedades de tamafio y color (Lim, 2012).
En Colombia, el tipo de cacao predominante es el trinitario, mientras que en algunos paises de

Africa se cultiva extensivamente cacao de los tipos trinitario y forastero.
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El arbol de cacao es cultivado principalmente en Latinoamérica y algunos paises de Africa
y Asia. Costa de Marfil, Ghana, Indonesia y Ecuador son los principales productores de cacao.
Colombia ocupa el décimo lugar con cacaos finos y de aroma a diferencia de los grandes
productores que se caracterizan en producir cacao de granel o cacao corriente (Abbott et al., 2018;
Horta-Téllez etal., 2019). Colombia es un pais con una industria cacaotera consolidada y
creciente, siendo Santander el departamento con mayor produccion seguido de Arauca, Meta,
Antioquia, Narifio, Cundinamarca y Tolima. Cifras entregadas por Fedecacao (Fedecacao, 2022)
indican que en los afios 2021-2022 se registro la produccion de cacao en grano mas alta de la
historia en Colombia con 69040 toneladas. Actualmente la institucionalidad trabaja para forjar
alianzas que permitan el mejoramiento de la calidad de vida de las familias productoras, el
posicionamiento en el mundo del grano nacional y los alimentos producidos en el pais; asi mismo

en buscar estrategias de cultivo debido a las temporadas de lluvia.

En Santander, en municipios como San Vicente de Chucuri, EI Carmen de Chucuri,
Landazuri, y Rionegro, el cacao es uno de los principales renglones productivos que sustenta mas

de veinte mil familias campesinas («Aliados por el subsector cacaotero colombiano», 2020).

2.2 Mucilago de cacao

La fruta del arbol de cacao tiene diferentes formas y colores dependiendo del tipo, como
se mencion0 anteriormente. Las formas que presenta son ovoide, oblonga y elipsoide, con algunos
casos de puntas pronunciadas. Generalmente, cuando la fruta esta inmadura es verde y cuando se
madura es amarrilla, roja o violacea. EIl periodo de maduracion de la fruta es de 160 dias en

promedio (Rojas et al., 2022). Los componentes principales de la fruta de cacao son (Muhlbauer
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& Miiller, 2020): la céascara, las semillas y la pulpa mucilaginosa, como se puede apreciar en la
figura 1. La céascara de la fruta, que tiene un grosor de aproximadamente 9-17 mm, presenta un
pericarpio carnoso (De Souza et al., 2018) que estd compuesto de tres partes: el epicarpio que es
carnoso y grueso; el mesocarpio, delgado y duro, pero poco lignificado; y el endocarpio, carnoso
y poco grueso. Después del pericarpio, se encuentran las semillas o granos de cacao, que tienen
una longitud de 2-3 cm y su forma varia entre elipsoide a ovoide. En la fruta se encuentran hasta
30-40 semillas rodeadas por una pulpa mucilaginosa blanca que tiene un sabor dulce-acido. Estos
granos de cacao son la materia prima esencial en la industria chocolatera, en la cual separan las
semillas de cacao de la pulpa por lavado o fermentacion, que es un proceso importante debido a
que induce el desarrollo de precursores y numerosos compuestos responsables del sabor y aroma
del chocolate (De Souza et al., 2018). Luego de la fermentacion o lavado, los granos de cacao se
secan, tuestan y descascarillan y los nibs obtenidos pasan por un proceso de molienda para producir
licor de cacao, ingrediente principal del chocolate, junto con la manteca de cacao (Belitz et al.,
2009; Rojas et al., 2022). Sin embargo, este proceso industrial genera subproductos en grandes
cantidades puesto que la cascara y el tejido de soporte de las semillas en la fruta representa un 80%
en peso, mientras que las semillas y la pulpa, un 20% en peso (Vergara-Mendoza et al., 2022).
Dicha pulpa se compone de células parenquimatosas esponjosas que contienen alrededor de 10 a
15% de azUcares, 1% de pectina'y 1.5% de &cido citrico (De Souza et al., 2018). El liquido extraido
de la pulpa se conoce como exudado o lixiviado del mucilago de cacao y su composicion quimica
ha generado gran interés para la fabricacion de edulcorantes, jaleas, mermeladas, licores o
productos de confiteria. Lo anterior se fundamenta en que se desperdician entre 30 y 50 litros de

EMC por tonelada de fruto (Saavedra-Sanabria et al., 2021).
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Figura 1.

Componentes de la fruta del arbol de cacao: cascara (amarilla-naranja), pulpa mucilaginosa

(blanca) y semillas (recubiertas por la pulpa).

2.3 Edulcorantes

Los edulcorantes son aditivos que cumplen con la funcién de dar sabor dulce a cualquier
alimento o producto (ASALE & RAE, s. f.-b, s.f.-a). Un edulcorante nutritivo es aquel que
contiene calorias y nutrientes. Dentro de los edulcorantes nutritivos se encuentran los azucares,
tales como la glucosa, fructosa y sacarosa que son los carbohidratos de sabor dulce mas
importantes presentes de forma natural en los alimentos. Los edulcorantes pueden ser obtenidos a

través de la naturaleza, como la miel (de abejas), de plantas y savia de arboles. Estos ultimos se
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denominan jarabe porque se pueden extraer de muchas fuentes diferentes como arboles (jarabe de
arce), plantas (jarabe de agave) y frutas y verduras (jarabe de maiz). La mayoria de los jarabes son
nutritivos y contienen una alta proporcion de azlcares, proteinas, lipidos, fibra dietética y
fitoquimicos. Sin embargo, la composicion del extracto y las propiedades sensoriales de estos
edulcorantes naturales dependen del origen boténico, las condiciones ambientales y de produccion

(«Honey and Syrups», 2019).

23.1 Produccién de edulcorantes

Los procesos de concentracion de jugos de frutas para su posterior comercializacion como
jaleas, jarabes, mermeladas o jugos de frutas concentrados son de vital importancia ya que amplian
la vida util del producto, ademas de que ofrecen estabilidad enzimatica, microbiana y reducen la
actividad del agua (Maskan etal., 2002). Por otro lado, facilitan el empaque, transporte y
distribucion (Surin et al., 2014). La concentracion de jugos de frutas requiere la eliminacion de
una cantidad parcial de agua en el jugo dejando los solidos disueltos, azlcares, vitaminas y

minerales- concentrados en el jarabe (Fazaeli et al., 2013).

El tratamiento de concentracion implica procesos de calentamiento que tienen como
objetivo deshidratar la fruta o jugo de fruta. Generalmente las frutas sensibles al calor se les aplica
un tratamiento a bajas presiones para evitar elevar las temperaturas de calentamiento, ya que, al
realizar un proceso de evaporacién convencional, la temperatura usada es regularmente mas alta
que la necesaria para evaporar el agua lo que conlleva a pérdida o modificacion de los nutrientes
ademas de una baja calidad (Surin et al., 2014). El calentamiento es el proceso tradicional para la

preparacion de edulcorantes naturales como el jarabe de arce y agave ademas de ser un proceso
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usado para la preservacion de edulcorantes como la miel (Gonzalez-Montemayor et al., 2019b,
2019d, 2019c). La produccién de mieles comerciales implica siete diferentes fases que consisten
en extraccion, deshumidificacion, licuefaccion y mezcla, calentamiento, pasteurizacion,
cristalizacion y envasado del producto que tiene 76.3-85.3 °Brix y un pH entre 3.5y 5.5 («Honey

and Syrups», 2019).

Por otro lado, el jarabe de arce se produce a partir de la savia extraida de algunas especies
de arce. En cuanto al procesamiento, se basa en concentrar la savia hasta llegar a una solucion final
con 66-67 °Brix. Los dos procesos principales utilizados durante la concentracion son evaporacion
por calentamiento y dsmosis inversa seguida de calentamiento. Sin embargo, también se ha
utilizado concentracion por congelacion para producir el jarabe («Authentication and quality

control determination of maple syrup», 2021).

El jarabe de agave es producido principalmente por la coccion de pencas de agave. En las
Gltimas décadas, debido al auge y la calidad de los jarabes de agave, se desarrollaron nuevas
estrategias para optimizar su produccién, elaborando los jarabes por medio de la hidrolisis
enzimatica de fructanos de agave, en lugar de los métodos tradicionales basados en procesos
térmicos o hidrdlisis &cida. Actualmente, la estrategia usada en la produccién es la hidrdlisis

enzimatica basada en el uso de inulinasas debido a su bajo costo (Mellado-Mojica & Lépez, 2015).

Sin embargo, estas condiciones de coccion o calentamiento en los procesamientos de los
edulcorantes mencionados inducen reacciones de Maillard o caramelizacion que, ademas de ser

responsables de la formacion de algunos compuestos que mejoran las propiedades organolepticas



23
COMPOSICION QUIMICA DE EDULCORANTES A PARTIR DE EMC
del producto alimenticio, traen consigo la formacion de subproductos no deseados tales como el

5-hidroximetilfurfural (Schouten et al., 2020).
2.4  Regulaciones

241 HMF

Durante la produccién y fabricacion de los alimentos, los tratamientos térmicos causan
cambios composicionales que afectan las propiedades finales de los productos, incluidas las
propiedades organolépticas, texturales y nutricionales (O’Brien etal., 1989). La principal
preocupacion se encuentra en la formacion de compuestos no presentes naturalmente en los
alimentos como resultado de reacciones quimicas durante los procesos de calentamiento o
conservacion de los productos. Estas sustancias pueden ser nocivas pues algunas exhiben efectos
mutagénicos, cancerigenos y citotoxicos. Estos compuestos son conocidos como compuestos

neoformados (NFC) (Capuano & Fogliano, 2011).

El 5-(hidroximetil) furfural (5-(hidroximetil) furan-2-carbaldehido, HMF) es un NFC
furanico puesto que su estructura quimica presenta un furano, un aldehido y un grupo OH. Estos
dos Ultimos grupos son susceptibles a procesos de oxidacion. EI HMF existe naturalmente en el
café, lamiel, algunas frutas secas y algunos jugos de frutas. Sin embargo, también se puede formar
como intermediario en la reaccién de Maillard y a partir de la deshidratacion directa de azlcares
en condiciones acidas (caramelizacion) durante los tratamientos termicos aplicados a los alimentos
(Ver figura 2) (Capuano & Fogliano, 2011). El HMF representa un parametro para estudiar la
calidad de alimentos como el café, leche y cereal, principalmente la miel ya que ayuda a verificar

su frescura y esta relacionado con las propiedades quimicas, como el pH, la acidez total, el
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contenido mineral (Capuano & Fogliano, 2011; Shapla etal., 2018; Zappala et al., 2005).
Asimismo, se ha reportado la toxicidad del HMF, que a altas concentraciones es citotoxico e
irritante para los ojos, las vias respiratorias superiores, la piel y las mucosas (Li et al., 2019),
ademas tiene actividad cancerigena en roedores (Teixidé et al., 2011). Sin embargo, no esta claro
si la exposicion humana al HMF representa un riesgo potencial para la salud. La preocupacion real
de su presencia en los alimentos se debe a la transformaciéon in vivo e in vitro en
sulfoximetilfurfural (SMF) por la presencia de sulfotransferasas, ya que es posible la
biotransformacion en 5-[(sulfoxi)metil]furfural (SMF) a través de la sulfonacién del grupo 5-
alilico hidroxilo por las sulfotransferasas que da como resultado un carbocation alilico electrofilico
reactivo que puede promover dafios en la estructura y efectos mutagénicos y genotoxicos al
reaccionar con nucledfilos celulares tales como el ADN, ARN y algunas proteinas (Abraham et al.,
2011; Arribas-Lorenzo & Morales, 2010; Petrarca et al., 2020; Zhao et al., 2013). Por otro lado, el
Codex Alimentarius (2000) y la Unién Europea (2001) establecieron un nivel méximo de HMF en
miel de 40 mg/kg, con las siguientes excepciones: 80 mg/kg para miel de paises con temperaturas
tropicales y 15 mg/kg para miel con bajo nivel enziméatico. Ademas, la Federacién Internacional
de Procesadores de Zumos de Frutas (IFFJP) recomienda un maximo concentracion de 5a 10 mg/L

en jugos de frutas y 25 mg/L en concentrados de frutas (T. P. Lee et al., 2014).

Figura 2.

Formacion de HMF en alimentos por caramelizacion.
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Nota: Adaptado de Capuano & Fogliano (2011).

En Colombia no existe reglamentacion sobre las maximas concentraciones de HMF en
alimentos; por lo tanto, se siguen las normas internacionales. La determinacion de HMF en
alimentos se realiza mediante técnicas espectrofotométricas y cromatograficas(INVIMA - Instituto
Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos, 2021). EI método estandar de AOAC para
la determinacion de HMF en alimentos utiliza HPLC. Especificamente, para alimentos como la
miel la determinacion de HMF puede hacerse mediante tres métodos estandar: uno cromatogréafico
y dos espectroscopicos (Maskan et al., 2002). EI método de White y de Winkler se basa en la
medicion de la absorbancia con la adicién de otras sustancias, mientras que el método de HPLC
se basa en realizar primeramente una limpieza de la matriz con extraccion en fase solida seguida
de cromatografia liquida (LC) con deteccion de absorbancia UV (Shapla et al., 2018). Este Gltimo
es el mas utilizado debido a su sensibilidad, selectividad y versatilidad. La cuantificacion se hace

mediante calibracion externa (Driffield et al., 2005; Eberhart et al., 2005).

2.4.2 Control de calidad

2.4.2.1 Color y pH. Las reacciones de Maillard (Rizzi, 2005) se inician por una

condensacion de grupos amino en proteinas, péptidos y aminoacidos con grupos carbonilo en
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azucares reductores, lo que da como resultado la formacién de bases de Schiff y el reordenamiento
en productos Amadori 0 Heyns. Como ya se ha mencionado anteriormente, algunos de los
intermedios reactivos toxicos de la reaccion de Maillard en alimentos es el HMF. Con el tiempo,
se forman grandes compuestos poliméricos, como las melanoidinas, que provocan el
oscurecimiento (Lund & Ray, 2017). Los productos de estas reacciones son importantes en los
alimentos, ya que a menudo influyen en su calidad y aceptacion. Es decir, que no todos los
productos de estas reacciones son toxicos, sino que aportan en las propiedades organolépticas. Por
esta razdn, es importante analizar el color del alimento, ya que se relaciona con los productos de
reacciones de Maillard. Por ejemplo, el jarabe de arce se clasifica segin su color en extra claro,
claro, medio, ambar y oscuro, midiendo su transmitancia a 560 nm, tomandose como de mejor
calidad los jarabes de coloraciones mas claras (Ait-Aissa et al., 2020). Por otro lado, estas
reacciones son aceleradas a temperaturas méas altas y pH alto, sin embargo, a pH bajo se ha

demostrado la formacion de HMF en alimentos como jugos de frutas.

2.4.2.2 Carbohidratos. La presencia de carbohidratos en los alimentos es importante
debido a que son la principal fuente de energia de los seres vivos. Los azucares son los compuestos
mayoritarios en las bebidas frutales y estan presentes de forma natural o como agregados para
impartir dulzura y textura al producto. Los principales az(cares que se encuentran en los jugos de
frutas son el disacarido sacarosa, junto con los monosacaridos D-fructosa y D-glucosa (Ver figura
3), siendo especialmente mayoritarios los dos primeros (Buglass, 2014; Tyagi et al., 2014). Segun
la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) vy la

Organizacion Mundial de la Salud (OMS), los carbohidratos se dividen en tres grupos dependiendo
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del tamafio molecular de los azucares: monosacéridos, oligosacaridos y polisacéridos (BeMiller,

2017).

Figura 3.

Estructura quimica de: a. Sacarosa, b. D(+)-Glucosa, y ¢. D(-)-Fructosa

a b. C
CH0H CH,OH
o CH,OH CH,OH 2 0 OH
0 0
OH 0 CH;0H OH OH CH,0H
OH OH OH OH

Los carbohidratos digeribles se convierten en monosacaridos por medio de la hidrolisis,
para poder ser absorbidos y proporcionar energia metabdlica y saciedad. Los polisacaridos no
digeribles (todos los que no sean almiddn) constituyen la mayor parte de la fibra dietética (Tyagi

etal., 2014).

El analisis de carbohidratos es importante desde varias perspectivas. Los analisis
cualitativos y cuantitativos se utilizan para determinar la composicion de alimentos, bebidas y sus
ingredientes. Los azucares libres totales a menudo se estiman a partir de la medicion de solidos

solubles totales, utilizando un hidrometro o un refractometro (BeMiller, 2017).
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Existen una gran variedad de métodos para el analisis de carbohidratos, entre ellas se
encuentran: pruebas de color cualitativas, cromatografia de papel cualitativa, cromatografia de
papel cuantitativa, GC y HPLC. También se encuentran métodos que emplean resonancia
magnética nuclear (NMR), espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR),
espectroscopia de infrarrojo cercano (NIR), inmunoensayos, electroforesis capilar (CE), la
espectroscopia de fluorescencia y espectrometria de masas (MS) (BeMiller, 2017; Montero et al.,

2004).

2.4.2.3 Acidos organicos. Al igual que los azticares, los 4cidos también son cruciales para
la palatabilidad de los jugos de frutas. EI contenido de acidos organicos en los jugos de frutas
influye en su pH y sabor, como también en la estabilidad, aspectos nutricionales y calidad de
conservacion. Sin ellos, se tendria un sabor plano y azucarado, muchos tendrian diferentes colores
y todos serian muy propensos al deterioro microbioldgico. Los acidos a menudo imparten sabores
ademas del sabor agrio. Si bien el sabor dominante de los &cidos organicos es la acidez, también
aportan amargura y astringencia las cuales varian en proporcion a los diferentes &cidos (Buglass,

2014; Zhang et al., 2008).

Los acidos de jugos de frutas mas comunes y abundantes son el acido malico, predominante
en manzanas, peras Y frutas de hueso, y el acido citrico, predominante en frutas citricas y tropicales.
En general, los &cidos organicos de jugos son en su mayoria acidos mono, di y tricarboxilicos de
bajo peso molecular con valores de pKa en el rango de 3.01 a 5.74. Todos existen principalmente
como acidos libres (moleculares o no disociados) («Fruits and Fruit Products», 2009; Zhang et al.,

2008).
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Es importante determinar con precision los &cidos orgéanicos para fines de control de
calidad, para cumplir con las especificaciones y etiquetado. Entre las técnicas usadas para el
andlisis de &cidos encontramos en la actualidad que los &cidos orgéanicos se miden mediante
métodos enzimaticos, LC o cromatografia idnica, mientras que algunos &cidos organicos volatiles

como los acidos acético, propionico y butirico se miden por GC (Zhang et al., 2008).

3. Antecedentes

Se han encontrado diferentes usos para el EMC a lo largo de los afios, entre los cuales esta
la generacion de energia y bioproductos que pueden ser usados en la industria de alimentos (K. Y.
B. Anvoh et al., 2009; Beltran Pérez & Romero Hernandez, 2019; Ochoa et al., 2021; Quimbita
Yupangui & Ruales Najera, 2018; Reyes Ramos Natividad, 2019; Rivera Cepeda, 2019; Rojas
Sosa & Rojas Manayay, 2017; Saavedra-Sanabria et al., 2021; Vergara-Mendoza et al., 2022).
Primordialmente, los subproductos del fruto de cacao se han utilizado en la industria de
fertilizantes y en la formulacion de alimentos para animales. En 2020, se realiz6 una investigacion
con varios residuos de actividades agricolas, entre los cuales se encontraba el EMC, en la cual se
evaluo la recuperacion de fésforo como estruvita de los efluentes de co-digestion anaerébica que
utilizan estas biomasas residuales. Al final, se logré una eficiencia de recuperacion de fosforo

superior al 98% en efluentes de digestion anaerobica (Ochoa et al., 2021).

En 2009, se realizd una investigacién (K. Y. B. Anvoh et al., 2009) para el uso del EMC
en la produccion de mermeladas mediante calentamiento, para evaporar el agua excedente de la

materia usada que, en este caso, fue una mezcla de exudado y placenta triturada, llevando asi a una
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determinada concentracion de °Brix. Posteriormente se realizd una caracterizacion vy
cuantificacion de los azucares y acidos totales en las mermeladas. Los resultados de los analisis
mostraron que el pH del jugo de los granos de cacao era de 3.14 y su contenido de glucosa era muy
alto (alrededor de 214.2 + 6.2 g/L). Los solidos solubles totales fueron 16.17 °Brix. Ademas, al
realizar una evaluacion sensorial y una comparacion con una mermelada comercial, en una escala
de calificacion de 1 a 5, la aceptabilidad de la mermelada de cacao (3.56 + 0.7) fue bastante mas

baja que la de la mermelada comercial (3.96 £ 0.5).

En 2017, en Perq, se desarrolld una tesis en la cual se buscaba crear una bebida no
alcohdlica a partir del EMC. En este trabajo se hizo una caracterizacion microbioldgica,
fisicoquimica y sensorial del EMC y se establecieron los procesos y parametros para la obtencion
del producto. La bebida obtenida presentd una evaluacion sensorial de 7.5 puntos en una escala
heddnica de 9 puntos. La metodologia usada se basé en la estabilizacion del EMC sacado de las
almendras mucilaginosas por prensado. Posteriormente se homogenizd, pasteuriz6, envasé y

almacend (Rojas Sosa & Rojas Manayay, 2017).

Investigadores peruanos, en 2018, determinaron las mejores condiciones para obtener miel
a base de EMC. El procedimiento se baso en una hidrolisis enzimética con un mix de coctel
Pectinex y Celubrix con agitacion hasta disminuir la cantidad de sélidos insolubles. Luego, se
realizd una filtraciébn como método de clarificado y se concentr6 por medio de rotovaporacion a
diferentes temperaturas. Se encontré que la mejor miel de cacao se obtuvo a 70 °C, con una

consistencia similar a la miel de abeja y un rendimiento de 15.40%. Sus caracteristicas fueron: pH
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de 4, 80 °Brix, 1.28 meq acido citrico/kg de acidez titulable y viscosidad de 183000 cp (Quimbita

Yupangui & Ruales Najera, 2018).

En 2019, se desarrollé un trabajo en el cual se hizo uso del EMC para la obtencién de ocho
postres y siete bebidas aplicando distintas técnicas de reposteria, mixologia y vanguardia. Entre
las muchas preparaciones se encuentran cheesecake, crema, helados, salsa, petit fours, coctel,

milkshake, smoothie y té (Rivera Cepeda, 2019).

Simultdneamente, se encuentran también patentes haciendo uso del EMC para la
produccién de bebidas probidticas (Reyes Ramos Natividad, 2019), aprovechando asi su
caracteristico sabor y olor tropical. En esta patente se obtiene un producto a base del EMC
mediante diferentes pasos: homogenizacion de la pulpa, agregado de azlcares, acidos y

conservantes, mezcla, filtracion y pulido, pasteurizacion y envasado.

En 2021, en la Universidad Industrial de Santander se realiz6 un estudio comparando el
EMC y el medio Hestrin y Schramm como sustratos de crecimiento del Gluconacetobacter xylinus
para la produccién de celulosa bacteriana. Los resultados mostraron que el EMC crudo, que tiene
un alto contenido de azUcar, bajo pH y fuentes limitadas de nitrégeno, no era apto para el
crecimiento de la bacteria. Sin embargo, la dilucién del EMC vy la suplementacion con una fuente

de nitrégeno permitio la produccion de la biocelulosa bacteriana (Saavedra-Sanabria et al., 2021).

En 2022, se encontrd una contribucion en la cual se realiza un andlisis del balance de masa
y analisis composicional de la biomasa de frutos de cacao a lo largo de un afio. Entre los datos se
encuentran resultados de estudio del EMC donde se reporta que el fruto de cacao usado contiene

un 4.13 £ 0.80% en peso de EMC. Informa también caracteristicas fisicoquimicas como la cantidad



32
COMPOSICION QUIMICA DE EDULCORANTES A PARTIR DE EMC

de carbohidratos, nutrientes, polifenoles, el valor calorico entre otros (Vergara-Mendoza et al.,

2022).

Finalmente, el grupo GIFTEX reportd la obtencion de jarabes a partir del EMC utilizando
evaporacion por calentamiento (Beltran Pérez & Romero Herndndez, 2019). Sin embargo, la
evaporacion por calentamiento podria causar caramelizacion y reacciones de Maillard, en las

cuales es posible la formacion de metilfurfurales.

4. Metodologia
4.1 Etapa 1.

Obtencion de edulcorantes a partir de exudado del mucilago de cacao utilizando la técnica

de deshidratacién variando la temperatura y pH.

4.1.1 Extraccion del EMC

Siguiendo el procedimiento dispuesto por el grupo de investigacion y reportado por

Vergara-Mendoza et al. (2022)se realizé la extraccion del EMC.

Se recolecté la fruta de cacao del gen FEC2 de la plantacién ubicada en el municipio de

San Vicente de Chucuri en Santander, Colombia (latitud: 6°52'59" N, longitud: 73°25'1" O).

Para la realizacion del balance de masa se pes6 la materia prima previamente. Se abrieron
las mazorcas de cacao y se separaron los granos, de la placenta y de la cascara; las semillas fueron

llevadas a un reactor de fermentacion (contenedor de acero inoxidable de doble pared provisto de
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una malla interior disefiado y construido por nuestro grupo de investigacién) en donde se recolect6

el EMC. Finalmente, el EMC se almacend en recipientes metalicos en un refrigerador a -20 °C.

4.1.2 Determinacion de sélidos solubles totales en el EMC

La medicion de solidos solubles totales (grados Brix) se realizé con un refractometro. La

calibracion del equipo se realizé con agua desionizada a 20 °C (Brewster, 1924).

4.1.3 Determinacion de solidos totales en el EMC

Se siguio la metodologia de Beltran Pérez & Romero Hernandez (2019). Se pesaron 25 g
de EMC y se secaron en un horno por 24 horas a 105 °C. Los analisis fueron realizados por

triplicado. Los resultados se expresan en mg/100 g de muestra.

4.1.4 Obtencién del edulcorante a partir del EMC

La obtencidn de los jarabes se realiz6 mediante deshidratacion en un equipo DY-110H de

Lassele (rango de temperatura de 20-70 °C; voltaje 220 V; frecuencia 70 Hz; procedencia Corea).

4.1.5 Disefio experimental

Se empleo un disefio factorial 2% con k=2 y tres puntos centrales (Tabla 1).

Tabla 1.

Disefio factorial 2K,

Rotulo del experimento Condiciones del disefio

Experimento Cddigo de la Temperatura (°C) pH
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muestra
1 S1 70 4
2 S2 70 5
3 S3 60 4
4 S4 60 5
5 S5 65 4.5
6 S6 65 4.5
7 S7 65 4.5

4.1.6 Ajuste de pH

34

Se tomaron 1000 + 10 mL de EMC y se descongelaron. Posteriormente, se midio el pH del

EMC con ayuda de un pH metro (Mettler Toledo). El proceso de alcalinizacién se realizd

afiadiendo NaHCO3 grado alimenticio bajo agitacion magnética. De esta forma las muestras de

EMC se llevaron al pH deseado para cada experimento (Ver tabla 1).

4.1.7 Deshidratacion de la muestra

Cada muestra de 1000 + 10 mL de EMC alcalinizado se llevé en un azafate al deshidratador

DY-110H de Lassele (Grupo GIFTEX, Universidad Industrial de Santander) y se colocaron en la

parte superior del deshidratador. Antes de comenzar el proceso, se precalentd el equipo a la

temperatura determinada para cada experimento (ver tabla 1). Se realizaron mediciones cada 30
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minutos de los solidos solubles totales de la muestra, dichas mediciones se realizaron por
triplicado. La deshidratacion se realizo hasta alcanzar una concentracion de sélidos solubles totales
de aproximadamente 71 °Brix. Cada experimento se realizé por separado con un calentamiento

continuo.

4.2 Etapa?Z2.

Evaluacidn de la influencia de la temperatura y el pH sobre la composicion del edulcorante

liquido obtenido

4.2.1 Determinacidn de las propiedades fisicoquimicas

4.2.1.1 pH Se prepar6 una solucion disolviendo 2.0 gramos de jarabe en 20 mL de agua
doblemente desionizada y se determin6 su pH a temperatura ambiente utilizando un pH-metro

calibrado para la medicion (Boland et al., 1981).

4.2.1.2 Color Para la determinacion del color se utiliz6 la ecuacion que relaciona los °Brix
y la absorbancia del jarabe, obteniendo un resultado en unidades de color ICUMSA (Beltran Pérez
& Romero Hernandez, 2019). El color en las muestras de EMC y jarabe se determinaron siguiendo
lanorma GS 1/3-7 (2011). Se pesaron 2.0 gramos de muestra y se diluyeron con agua doblemente
desionizada en un baldn de 20 mL; se transfiri6 la solucién resultante a un vaso de precipitado, se
ajustd el pH a 7.00 empleando NaOH 0.1 M y se determind el contenido de sélidos solubles
empleando un refractometro. Se filtro la solucion usando microfiltros de membrana con tamafio
de poro de 0.45 pum y finalmente se determiné la absorbancia a 420 nm usando como referencia

agua.
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Abs -100-1000
°Brix+b

COlOT‘ IU420 =

donde, Abs es la absorbancia de la muestra a 420 nm, °Brix es la concentracién de sélidos

solubles totales y b es la longitud de la celda (1 cm).

4.2.1.3 Turbidez. Para la determinacion de la turbidez se utilizo la ecuacion que relaciona
los °Brix y la absorbancia del jarabe, obteniendo un resultado en unidades de Ul (Beltran Pérez &
Romero Hernandez, 2019). La turbidez en EMC y jarabes se midié siguiendo la norma GS 2/3-18
(2013) y consistio en pesar 2.0 gramos de muestra, luego se disolvié con agua doblemente
desionizada en un balén aforado de 20 mL. La solucion se dividié en dos fracciones, una de ellas
se filtr6 mediante microfiltros con tamafio de poro de 0.45 um. Finalmente, se determiné la
absorbancia de las muestras a 420 nm usando agua como blanco.

(Abssinsin filtrar — Abs filtrada) 100 - 1000
°Brix b

Turbidez IU4,20 =

donde, Abs es la absorbancia de la muestra a 420 nm, °Brix es la concentracién de solidos

solubles totales y b es la longitud de la celda (1 cm).

4.2.2 .Determinacion y cuantificacion de azucares y acidos organicos

4.2.2.1 Cuantificacion de azlcares. Los azlcares presentes en el EMC y en los
edulcorantes fueron cuantificados mediante cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC), con
detector de indice de refraccidn, siguiendo el método propuesto por Duran & Cabezas (2019). Los
analisis fueron realizados a 30 °C en un cromatdgrafo de inyeccion automatica (Agilent

1100/1200, Central-Universidad Industrial de Santander) equipado con una columna
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SUPELCOGEL C610-H (PS/DVB, longitud 30 cm, didmetro 7.8 mm, tamafio de particula 9 pm)
a 30 °C. Las separaciones fueron llevadas a cabo en modo isocratico con fase movil de solucion
acuosa (0.1% 4acido fosférico - H3PO4). Se trabajo con un flujo de 0.6 mL/min, y un volumen de
inyeccion de 10 pL y un tiempo de corrida por muestra de 20 minutos. La fase movil se prepard
tomando el volumen adecuado de H3PO4 al 85% y diluyendo con agua doblemente desionizada

(Milli-Q ® Integra, MERCK) en un balén aforado clase A.

Los azlcares presentes en los jarabes fueron identificados empleando los tiempos de
retencion tr de patrones. Para la cuantificacion, se realizaron curvas de calibracion externa
empleando patrones de sacarosa, glucosa y fructosa en concentraciones de 0.5, 1, 1.5, 5, 6, 7, 10,
15, 18, 19 y 20 g/L; a partir de diluciones de la solucién stock de 50 g/L de cada azUcar. Para la
solucion stock se diluyeron 5.0000 + 0.0001 g de cada patron hasta 100 mL con agua doblemente

desionizada.

Para el andlisis del EMC, 1 mL de muestra fue aforado con agua doblemente desionizada
en un balén de 20 mL. Para el andlisis de los jarabes, 1.3 gramos fueron diluidos con agua
doblemente desionizada en un balén de 100 mL. Todas las muestras y los patrones se
microfiltraron en filtros (FilterBIO, PDVF) con tamafio de poro de 0.45 um. Todos los analisis

fueron realizados por triplicado.

4.2.2.2 Cuantificacion de acidos organicos. Los acidos organicos presentes en el EMC
y en los edulcorantes se determinaron por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) con
detector de arreglo de diodos (DAD) a una longitud de onda de 210 nm siguiendo el método

recomendado para la determinacion de acidos organicos en jugos de frutas con columna de
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intercambio ionico (Determination of Organic Acids in Wine and Fruit Juices with lon Exclusion
Chromatography, s. f.). Los analisis se realizaron en un cromatografo (Agilent 1100/1200,
Central-Universidad Industrial de Santander) con inyeccion automatica equipado con una columna
SUPELCOGEL C610-H (PS/DVB, longitud 30 cm, didmetro 7.8 mm, tamafio de particula 9 pm)
a una temperatura de 30 °C. Las separaciones se realizaron en modo isocrético, con fase movil de
solucién acuosa (0.1% &cido fosférico, HsPOa), flujo de 0.5 mL/min, volumen de inyeccion de 10
ML y un tiempo de corrida por muestra de 30 minutos. La fase movil se preparé tomando el
volumen adecuado de H3PO4 al 85% y diluyendo con agua doblemente desionizada (Milli-Q ®

Integra, MERCK) en un bal6n aforado clase A.

La identificacion de los compuestos se realizd usando los tiempos de retencion tr de
compuestos patron. Para la cuantificacion, se realizaron curvas de calibracion externa empleando
patrones de acido citrico en concentraciones de 1, 2, 5, 7, 12, 14 y 15 g/L; acido malico en
concentraciones de 0.5, 1, 1.5, 3,4, 7, 7.5y 8 g/L; &cido lactico y &cido tartarico en concentraciones
de 0.02, 0.05, 0.1, 0.15, 0.2, 0.5, 0.8 y 1 g/L; y &cido fumarico en concentraciones de 0.0005,
0.002, 0.004, 0.005, 0.009, y 0.01 g/L a partir de diluciones de la solucién stock de 50 g/L de cada
acido, excepto para el &cido fumarico cuya solucién stock  fue de 4 g/L. Para la solucion stock
se tomé la cantidad necesaria de cada patron de acuerdo con su pureza y se diluy6 hasta 100 mL

con agua doblemente desionizada.

Para el analisis del EMC, el jugo no se diluyd. Para el analisis de los jarabes, se pesaron
5.0 gramos en un vaso de precipitado y se diluyeron con 10-15 mL de agua doblemente

desionizada, seguidamente se pasaron a un bal6n aforado de 25 mL realizando lavados y aforando
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con agua doblemente desionizada. Todas las muestras y los patrones se filtraron mediante

microfiltros (FilterBIO, PDVF) con tamafio de poro de 0.45 um.

4.2.3 Determinacion y cuantificacion de HMF y Cadmio

4.2.3.1 Determinacion de 5-hidroximetilfurfural. El contenido de 5-
(hidroximetil)furfural presente en el EMC vy en los edulcorantes se determind por cromatografia
liquida de alta eficiencia (HPLC) con detector de arreglo de diodos (DAD) a una longitud de onda
de 280 nm, siguiendo el método propuesto por Driffield et al. (2005). Los analisis se realizaron en
un cromatografo (Agilent 1100/1200, Central-Universidad Industrial de Santander)) con inyeccion
automatica equipado con una columna Eclipse XDB-C18 RRHT (longitud 25 cm, diametro 4.6
mm, tamafio de particula 1.8 um) a una temperatura de 30 °C. Las separaciones se llevaron a cabo
en modo isocratico, con fase madvil de solucidn acuosa (acetonitrilo-agua 8-92 v/v), flujo de 1
mL/min, volumen de inyeccion de 50 pL, una temperatura del DAD de 35 °C y un tiempo de
corrida por muestra de 20 minutos. La fase movil se preparé tomando el volumen adecuado de
acetonitrilo y diluyendo con agua doblemente desionizada tratada (Milli-Q ® Integra, MERCK)

en un balén aforado clase A.

La identificacion del HMF se realizé usando el tiempo de retencion tr de la solucion patrén.
Para la cuantificacion, se realiz6 una curva de calibracion externa empleando el patron de HMF
en concentraciones de 0.5, 1, 1.5, 2.2, 3, 4.5, 5, 5.5, y 6 mg/L; a partir de diluciones de la solucion
stock de 200 ppm. Para la solucién stock se pesaron 20.0 £ 0.1 mg del patron y se diluyé hasta 100

mL con agua doblemente desionizada.
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Para el andlisis del EMC se tomo el jugo sin diluir . Para el analisis de los jarabes, se
pesaron 5.0 gramos en un vaso de precipitado y se diluyeron con 10 mL de agua doblemente
desionizada, seguidamente se pasaron a un balon aforado de 25 mL y se termin6 de aforar con
agua doblemente desionizada. Todas las muestras y los patrones se filtraron mediante microfiltros

(FilterBIO, PDVF) con tamafio de poro de 0.45 um.

4.2.3.2 Cuantificacion de cadmio. La cuantificacion de cadmio en los jarabes obtenidos

(Ver Tabla 1) se realizé siguiendo el método 999.11 de la AOAC (1998) (J. AOAC Int, 2002).
Lavado de material

El lavado del material se realiz6 para evitar la contaminacion cruzada. Brevemente, se llevo
a cabo un lavado inicial seguido de dos enjuagues con jabdn Extran al 1%, el jabdn fue retirado
con abundante agua. Posteriormente, el material fue lavado varias veces con agua doblemente
desionizada y sumergido en solucién HNO3 1M durante 5 horas agitando cada 20 min para cubrir
toda la superficie. Luego, se lavé 5 veces con abundante agua doblemente desionizada, se secé por

gravedad y se almacend para cuidarlo de la contaminacion.
Curva de calibracion

La cuantificacion de cadmio se realiz6 mediante curva de calibracion externa. Para ello, se
prepard una solucion stock de 28 ppm tomando 7 mL de un patron certificado de cadmio de 1000
ppm y diluyendo hasta 250 mL con HNO3z 0.1 M. De la solucion stock se tomaron alicuotas para

preparar los puntos de la curva de calibracion, estos datos se muestran en la tabla 2.

Tabla 2.



41
COMPOSICION QUIMICA DE EDULCORANTES A PARTIR DE EMC

Curva de calibracion de Cd.

Alicuota de la solucién VVolumen del aforo Concentracion del

stock (mL) (mL) patrén (mg/L)
0 50 0.000
0.2 50 0.112
0.4 50 0.224
0.9 50 0.504
1.4 50 0.784
2.0 50 1.120
2.7 50 1.512
Digestion

Se pesaron 2.5 gramos de cada muestra homogenizada, se colocaron en los crisoles
previamente lavados y se llevaron a estufa por 12 horas a 105 °C; seguido, se llevé a la mufla
(Carbolite, 220 V, 50-60 Hz, 2627 W, tipo CWF 12/13) con una programacion de temperatura de
85 °C/h hasta 450 °C permaneciendo en esta temperatura por 3 horas. Seguidamente, se realizo
una digestion &cida, para ello se adicionaron 5 mL de acido clorhidrico al 37% asegurandose que
toda la ceniza tuviera contacto con el &cido. Se evaporé el acido mediante calentamiento en una

plancha de calentamiento. Después, se disolvieron los residuos con 10-20 mL de HNOz al 0.1 M.
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Se agito el crisol cada 20 minutos por 2 horas para que toda la ceniza tuviera contacto con el acido.
Luego, se transfirid a un balon aforado de 50 mL usando un embudo debidamente lavado y
purgado. Se hizo uso de un filtro franja negra para evitar la transferencia del solido al balon aforado
realizando varios lavados con HNO3z al 0.1 M para pasar cualquier rastro de muestra. Se
adicionaron 0.9 mL de la solucion stock de Cd para amplificar la sefial en el equipo de absorcién
atomica. Por ultimo, se aforé el balon y se transfirio el contenido a una botella de polipropileno

forrada y debidamente rotulada.
Analisis de cadmio

La determinacion de cadmio de las muestras se realiz6 en un espectrometro de absorcion
atdbmica (Thermo Electro Corporation, modelo S4 AA System, Central-Universidad Industrial de
Santander) a una longitud de onda de 228.8 nm con una llama de aire-acetileno, se midieron las

absorbancias de la curva de calibracion y de las muestras de jarabes.

5. Resultados y discusion
5.1 Obtencion de edulcorantes a partir de exudado del mucilago de cacao

Los jarabes se concentraron hasta alcanzar 71 °Brix (Ver tabla 4). Se obtuvieron en
promedio 145.129 + 14.315 gramos de jarabe a partir de los 1000 + 10 mL de EMC. Esto indica
que la relacion jarabe:mucilago de cacao es de 1:7.8. La tabla 3 muestra la cantidad de bicarbonato
de sodio usado en el proceso de alcalinizacion del EMC vy el valor de pH final del EMC que sera

usado para la obtencion del jarabe.
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Tabla 3.

Ajuste de pH de los experimentos.

Cantidad de
Muestra pH inicial® pH final®
NaHCOs (g)2
S1 2.3926 3.39 3.98
S2 6.0391 3.37 4.99
S3 2.4436 3.35 4.00
S4 6.2459 3.35 4.96
S5 47232 3.40 4.56
S6 4.2432 3.37 4.45
S7 4.2935 3.36 4.46

43

a: Los valores corresponden a la cantidad de bicarbonato afiadido a cada EMC usado en

cada tratamiento.

b. pH inicial del EMC.

c. pH final del EMC alcalinizado que posteriormente se usara para preparar el edulcorante.
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Tabla 4.

Duracién de la deshidratacion, peso del EMC y peso y densidad final del jarabe.
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Tiempo inicial final
Muestra Densidad (g/mL)
EMC (9) jarabe ()
S1 290 1129,4 144.3 1.028
S2 300 1129,4 156.0 1.099
S3 360 1129,4 118.5 1.033
S4 360 1129,4 163.0 1.088
S5 330 1129,4 142.5 1.108
S6 330 1129,4 139.7 1.090
S7 330 1129,4 151.9 1.104

a. Corresponde al tiempo méximo de duracion de la deshidratacion hasta llegar a la

concentracion de sélidos solubles totales de 71 °Brix.
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5.2 Propiedades fisicoquimicas de los edulcorantes.

Los resultados de las mediciones de pH, color y turbidez se muestran en la tabla 5. Los
jarabes poseen turbidez debido a las particulas suspendidas, entre las cuales se encuentran las sales
producidas en el proceso de alcalinizacién mediante la adicion de NaHCOs. Se observa que los

tratamientos obtuvieron un rango de turbidez de 5245.71 a 5902.70 UlI.

Tabla 5.

Propiedades fisicoquimicas.

Edulcorante pH Color (Ul) Turbidez (Ul)
S1 3.95 1747.8+0.2 5902.7+0.3
S2 4.99 1737.9+0.3 5302.7+0.2
S3 3.97 1813.8 +£0.3 5777.1+0.3
S4 5.00 17143 +0.3 5211.1+0.2
S5 4.56 17143 +0.3 5697.3+0.3
S6 4.40 1885.7 £ 0.3 5522.2+0.2
S7 4.48 1621.4+0.2 5245.7+0.3

Por otro lado, la coloracion de los jarabes depende de varios factores como la acidez,

humedad y grados Brix en el EMC. De igual manera influye el pH, tipo y concentracion de
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azucares, area superficial, temperatura y tiempo de calentamiento. Esto se debe a que la coloracion
comun de los edulcorantes se debe a la formacion de moléculas complejas de bajo y alto peso
molecular que representa tonalidades marrones claras a marrones oscuras respectivamente. Las
coloraciones de los jarabes (Ver Figura 4) probablemente se presentaron por condensacion de
aldehidos y cetonas debido al calentamiento de azucares con acidos o bases (caramelizacion),
formando compuestos coloreados principalmente furanos y ciclopentenonas y por reacciones de

un grupo amino con azucares reductores (Maillard) generando pirazinas.

Figura 4.

Tratamientos S1-S7.

a. Sl b. S2 c.S3 d. S4
B S :»A/-—\—: —a

5 89

e. S5 f. S6 g.S7
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Los tratamientos estudiados presentaron tonalidades de marrones segun la escala ICUMSA
(500 a 7000) (Azucar y sus derivados. Método para determinacion de color en azucar morena,
1998) en comparacion, este rango representa las tonalidades adquiridas entre soluciones de azUcar

morena y soluciones de azucar sin refinar (Giani, 2018).

5.3 Cuantificacion de azucares totales

Se identifico la presencia de sacarosa, fructosa y glucosa por la comparacion de los tiempos
de retencion de los patrones en los cromatogramas de las muestras (Ver anexo A.2). Bajo las
condiciones cromatograficas usadas, se encontrd una relacién lineal entre la concentracién de los
azucares y la sefial del detector de indice de refraccién RID. En el anexo A.1 se puede observar
que para todas las curvas de calibracion se obtuvieron coeficientes de correlacion (R?) superiores

a 0.99.

Tabla 6.

Cuantificacion de azlcares en jarabes mediante HPLC.
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AzUcares
Sacarosa Fructosa Azlcares
Muestra Glucosa (g/L) totales
(g/L) (9/L) totales (g/L)
(9/100g)®
MUCO06
18.27 £ 0.05 66.82 + 0.06 72.98 £ 0.17 158.07 £ 0.19 13.99+0.19
b
S1 69.59 + 0.20 254.49+0.22 277.95+0.64 602.04+0.71 58.58 + 0.71
S2 180.50+0.39 26858+ 0.64 291.49+1.34 740.58+1.53 67.38+1.53
S3 129.77+0.48 273.82+0.33 298.50+0.47 702.09+0.75 67.98 £0.75
S4 172.71+0.25 268.76 £0.37 292.05+0.62 733.52+0.76 67.42 +0.76
S5 14995+ 055 288.13+0.32 314.17+0.16 752.25+0.66 67.88 + 0.66
S6 126.53+0.45 296.47+0.19 323.92+0.04 746.92+0.49 68.52 + 0.49
S7 11568+ 7.68 279.55+863 300.37+14.71 69556+ 18.70 62.99 +18.70

a: Teniendo en cuenta las densidades de las muestras. (\VVéase tabla 4)

b: Cuantificacion de azucares en el EMC (FEC2).
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En latabla 6 se puede observar la concentracion de azUcares totales determinados mediante
HPLC. Los valores obtenidos son menores a los solidos solubles totales (71 + 0.5 °Brix) debido a
que la medicion con el refractometro dptico no es selectiva, es decir, esta determinacion puede
incluir &cidos y proteinas presentes en el EMC o sales en los jarabes, formadas por la alcalinizacion

del EMC con bicarbonato de sodio.

Las concentraciones de azucares en el EMC coinciden con los reportados en la literatura,
sin embargo, se observan variaciones debido al tipo de cacao analizado. Duran & Cabezas (2019)
informaron para el EMC CCN-51, un contenido de azucares de 15.32+1.33 °Brix con 10.71 + 4.13
g/L sacarosa, 60.60 £ 8.87 g/L glucosa y 80.68 + 3.35 g/L de fructosa. Comparando el EMC de
FEC2 y CCN-51(especies de cacao cultivadas en Santander, Colombia), los contenidos de
azucares son similares, como lo muestra el estudio de Vergara-Mendoza et al. (2022) donde se
encuentra un promedio de 75.54 £9.54 g/L, 67.15 + 8.36 g/L y 14.08 + 8.89 g/L de fructosa,
glucosa y sacarosa respectivamente en muestras de EMC de 1 tonelada de cacao, de la especie
CCN-51, recolectadas en todo un afio. Por otro lado, en Brasil, Gonzalez-Montemayor et al.
(2019a) reportaron para el EMC un contenido de 32.50 + 0.03 g/L y 45.80 = 0.12 g/L de fructosa

y glucosa, respectivamente.

El contenido de fructosa y glucosa, como se puede observar en la tabla 6, fue mayor en el
tratamiento en el punto central del disefio experimental, S5-S7 (65 °C y pH 4.5). El contenido de
sacarosa fue mayor en el tratamiento S2 (70 °C y pH 5.0), seguidamente del tratamiento S4 (60 °C
y pH 5.0). Esto puede indicar que el pH influye en el contenido de sacarosa, puesto que condiciones

de pH bajas se promueve la hidrolisis en sus monémeros (Suarez Guevara, 2013). Al comparar las
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concentraciones iniciales y finales de la fructosa, glucosa y sacarosa en el EMC vy los jarabes, se
comprueba el aumento en la concentracion de los azlcares debido a la remocién de humedad. Sin
embargo, el aumento fue mayor al esperado, lo que supone la presencia de polimeros como
fructanos y/o polisacéridos. Se ha encontrado en la pulpa mucilaginosa que rodea el grano de cacao
y su exudado, que entre los polisacaridos mayoritarios se tiene 0.5%-1.2% de pectina, 0.2-3% de
hemicelulosa, 0.7-0.9% de celulosa, 0.1 - 0.3% de lignina (Meersman et al., 2017). Se ha reportado
fructanos en la raiz del arbol de cacao (Mazzocco, 2019), sin embargo no se ha reportado en el
fruto del cacao. Por otra parte, se ha determinado estos compuestos en otros jugos provenientes de
frutas (Mellado-Mojica & Lo6pez, 2015; Michel-Cuello et al., 2015), por lo tanto, en el proceso de
deshidratacion, los compuestos mencionados se pueden hidrolizar en sus monémeros (glucosa,
fructosa, galactosa, ramnosa, entre otros) o disacarido (sacarosa). Por lo tanto, es posible que, a
las condiciones operadas en cada tratamiento, la hidrdlisis de los polisacaridos se viera favorecida
reflejandose en el aumento del contenido de azUcares en los jarabes. Por otro lado, debido a que el
contenido de sacarosa es menor a comparacion del contenido de glucosa y fructosa en el EMC, se
podria suponer la existencia de un equilibrio en la hidrolisis de la sacarosa en medio acido con los

resultados del contenido de azUcares en los jarabes (Suarez Guevara, 2013).

El contenido de azlcares en porcentaje p/p en los jarabes obtenidos fueron de 26.52 —
29.71%, 24.44 — 27.20% y 6.77 — 16.42% para fructosa, glucosa y sacarosa, respectivamente. La
relacion que existe entre glucosa y fructosa es 1:1. Se ha encontrado que la ingesta simultanea de

estos monosacaridos facilita la absorcion de la fructosa en el tracto gastrointestinal (Bogdanov
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etal., 2008) y se han reportados otros beneficios de formulaciones que contienen glucosa y

fructosa sobre las poblaciones atléticas (Bogdanov et al., 2008).

Tabla 7.

Comparacion de la concentracién de azucares con otros edulcorantes naturales.

Jarabe de
Jarabe de
Miel de abeja  @gave Jarabe de arce
cacao?
A tequilana
Sacarosa 15.87 0.56 - 1.66 4.0 51.1-68.8
(9/1009)
Glucosa 24.70 27.78 -32.35 15.0 0.094 -1.12
(9/1009)
Fructosa 26.84 32.26 - 42.42 71.0 0.055-1.00
(9/1009)
AzUlcares 67.43 60.60 - 76.43 90.0 52 -70
totales

a. Jarabe de cacao del presente estudio, corresponde a los datos del tratamiento S4.
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Los jarabes a partir de EMC tienen el potencial nutricional para competir con los
edulcorantes comerciales (Ver tabla 7) de bajo indice glucémico como la miel, jarabe de arce y
jarabe de agave (Foster-Powell et al., 2002). Ademas, un factor a favor de los jarabes estudiados
es que su nivel de fructosa no es tan elevado como los edulcorantes mencionados, lo cual lo hace
Ilamativo para la dieta alimenticia ya que se ha encontrado que el consumo excesivo de fructosa
esta relacionado con la acumulacion de grasa en el higado. Esto se asocia con enfermedades
cardiovasculares, resistencia a la insulina (Bray et al., 2004), entre otros problemas de salud

(Lustig et al., 2012).

Para evaluar el efecto de la temperatura y el pH sobre la concentracion de azUcares en el
disefio experimental planteado se realiza un analisis estadistico mediante un analisis de ANOVA
expresado en diagramas de Pareto. La figura 5 muestra los diagramas de Pareto estandarizados

para los carbohidratos estudiados.

Figura 5.

Diagrama de Pareto estandarizado para la concentracion de (a) sacarosa, (b) glucosa y (c)

fructosa. (Azul: efecto negativo; Gris: efecto positivo)
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El disefio experimental arrojé una desviacion estandar de 2.14 y un R del 94.34 con un
valor de confianza del 95% para el contenido de sacarosa. La variable temperatura, pH y la
interaccion entre éstas superaron el valor critico (P < 0.05) como se ilustra en la figura 5 (a). Con
este analisis se comprueba que el pH tiene un efecto positivo sobre la concentracion de sacarosa
en los edulcorantes, es decir, que los jarabes con pH alto tienen un contenido de sacarosa mayor
porque este carbohidrato a estas condiciones no se degrada por hidrélisis. Mientras que la
temperatura tiene un efecto negativo debido a que a mayores temperaturas se promueve la
hidrolisis a sus monémeros fructosa y glucosa. Sin embargo, la interaccién de estas variables tiene

un efecto positivo.

Para el contenido de glucosa y fructosa, se obtuvo una desviacién estandar de 2.99 y 3.39
y un R del 22.10 y 21.74 respectivamente, con un valor de confianza del 95%. En este caso, las
variables temperatura y pH no superan el valor critico (P < 0.05) como se ilustra en la figura 5 (b)
y (c). Esto indica que no hay diferencias significativas en los rangos estudiados de temperatura y

pH sobre el contenido de glucosa y fructosa en los edulcorantes. Asimismo, no se observa que la
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interaccion de estas variables afecte las concentraciones de estos azlcares. Por otro lado, se tiene
que la temperatura tiene un efecto negativo, esto indica que a mayores temperaturas se obtienen
menores valores de las concentraciones de glucosa y fructosa. Este efecto era esperado y se asocia

a reacciones de descomposicion de los azlcares reductores (caramelizacion y Maillard).

5.4 Cuantificacion de acidos organicos

Para la determinacion de acido citrico, malico, lactico, tartarico, fumarico, oxalico y acético
se compararon los tr de los patrones con los cromatogramas de las muestras (Véase anexo B.2).
En los cromatogramas del EMC vy jarabes, no se identificaron el acido oxalico y acético. La
cuantificacién de los acidos organicos identificados se realiz6 por curva de calibracion. Bajo las
condiciones cromatogréaficas usadas, se encontrd una relacion lineal entre la concentracion de
acidos organicos y la sefial del DAD. Para los acidos organicos mayoritarios, los valores de R?

fueron mayor a 0.99 (Ver anexo B.1).

Es de interés estudiar los acidos organicos presentes en el EMC vy jarabes debido a las
contribuciones de estos compuestos sobre las propiedades organolépticas (color y sabor) y las
propiedades fisicoquimicas (pH y acidez). En la tabla 8 se presenta el contenido de &cidos

organicos en los tratamientos.

Tabla 8.

Cuantificacién de acidos organicos en jarabes de cacao mediante HPLC.
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Acido Acido Acido Acido Acido Acidos Acidos

Muestra citrico malico lactico tartarico  fumarico  organicos organicos totales
(g/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L) totales (g/L) (9/100g)?
973 £ 509 =+ 079 £ 035 = 0.001 %

MUC06" 15.96+0.08 1.41+0.08
0.02 0.01 0.07 0.01 0.0001
5498  28.37 198 £ 172 + 0.021

S1 87.07+0.76 8.47 +£0.76
+059 +045 0.15 0.09 0.0006
56.44  31.96 262 = 188 x= 0.027

S2 92.92+0.58 8.45+0.58
+035 +042 0.13 0.14 0.0019
51.94 32.95 193 £ 163 = 0.019 =

S3 88.46+£0.80 8.56+0.80
+0.78 +0.07 0.16 0.10 0.0015
55.84 31.72 236 = 177 + 0.028

S4 91.71+0.52 8.43+0.52
+0.33 +0.38 0.14 0.03 0.0016
56.58 33.92 219 =+ 184 £+ 0.026

S5 9455+0.81 8.53+0.81
+051 +057 0.19 0.18 0.0013
55.36  34.47 210 = 179 £+ 0.026 =

S6 93.74+£0.48 8.59+0.48
+0.25 +£038 0.10 0.13 0.0011

56
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55.01 3426 218 + 178 + 0.022
S7 93.25+0.40 8.44+0.40
+020 *025 0.15 0.19 0.0014

a: Teniendo en cuenta las densidades de las muestras (Ver tabla 4).

b: Cuantificacion de &cidos organicos en el EMC (FEC2).

Para el caso del EMC variedad FEC2, se encontr6 que el acido citrico fue mayoritario,
seguido por el &cido malico y en menor cantidad los acidos lactico, tartarico y fumarico (Ver tabla
8). De manera similar, Anvoh et al. (2015) report6 que el acido citrico es el &cido mayoritario
(9.14 £0.6 mg/L), sequido el acido malico (3.36+£0.5 mg/L) y en menores concentraciones el acido
acetico (2.28+0.7 mg/L), acido oxalico (1.27 0.7 mg/L), &cido lactico (1.23+0.1 mg/L) y acido
fumarico (0.02 + 0.001 mg/L) para el EMC de cacao cultivado en Costa de Marfil. Sin embargo,
al comparar los valores de las concentraciones con las halladas en esta investigacion, se observa
que los valores no coinciden. Al igual por su parte, Mian et al. (2022) report6 que el &cido tartarico
es el mayoritario (9.45 + 0.07 g/L), seguido del &acido citrico (9.2 + 1.13 g/L) y en menores
concentraciones el &cido lactico (4.03 = 0.02 g/L), acido acético (0.89+0.01 g/L) y acido fumarico
(0.062 £ 0.001 g/L) en el EMC del mismo pais. Los valores de las concentraciones de los acidos
lactico y fumarico en este proyecto coinciden con lo reportado; sin embargo las variaciones con
respecto a la literatura se atribuyen al tipo de cacao analizado, ademas de factores de cultivo del
fruto. El porcentaje de acidos totales cuantificados (1.41% p/p) esta dentro del rango de porcentajes

de acidez reportados para el EMC en otras contribuciones (Guirlanda et al., 2021; Vallejo Torres
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et al., 2016). Para el caso del cacao cultivado en Colombia, se report6 la concentracion de acido
citrico en la variaciéon CCN-51 y fue de 0.5 g/L (Durén & Cabezas, 2019) por medio de HPLC-
RID, sin embargo, no se habia reportado el perfil de &cidos organicos expuestos en la presente

investigacion.

Para el caso de los jarabes, los resultados indican alto porcentaje de &cidos organicos (8.44
- 8.59% p/p) en comparacion a edulcorantes liquidos comerciales como la miel (0.5% p/p)
(Gonzalez-Montemayor et al., 2019b; Suarez-Luque et al., 2002), jarabe de agave (<0.01% p/p)
(Gonzalez-Montemayor et al., 2019d; Willems & Low, 2012) y jarabe de arce (0.5% p/p)
(Gonzalez-Montemayor et al., 2019c; Perkins & van den Berg, 2009). Dichos resultados se reflejan
en las propiedades sensoriales (Wang et al., 2022) como el sabor y olor de los edulcorantes
realizados a partir del EMC. Por tal motivo, los jarabes se convierten en una fuente rica en acidos

organicos con alto valor nutricional.

Se ha reportado que los acidos organicos estudiados en esta investigacion presentan
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antibacterianas entre otras propiedades (An et al.,
2020). También se sabe que la concentracion de azdcar, el pH bajo, los compuestos fendlicos y el
contenido de proteinas presentes en la miel proporcionan actividad antimicrobiana (Gonzélez-
Montemayor et al., 2019a), por lo tanto se requiere mas estudios sobre las actividades potenciales

del edulcorante a partir del EMC para conocer sus verdaderos beneficios.

Para evaluar el efecto de la temperatura y el pH y la relacion entre estas sobre la

concentracion de acidos organicos en el disefio experimental planteado se realiza un analisis
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estadistico mediante un andlisis de ANOVA expresado en diagramas de Pareto. La figura 6

muestra los diagramas de Pareto estandarizados para los acidos estudiados.

Figura 6.

Diagrama de Pareto estandarizado sobre la concentracion de (a) &cido citrico, (b) &cido malico,

(c) acido lactico, (d) &cido tartarico y (e) &cido fumarico. (Azul: efecto negativo; Gris: efecto

positivo)
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El disefio experimental arrojé una desviacion estandar de 0.16 y un R del 82.66 con un
valor de confianza del 95% para el contenido de &cido citrico. La variable temperatura, pH y la
interaccion entre éstas superaron el valor critico (P < 0.05) como se ilustra en la figura 6 (a). Con
este analisis se encontro que el la temperatura tiene un efecto positivo sobre la concentracion de
acido citrico en los edulcorantes, es decir, que a altas temperaturas se obtiene mas contenido de
acido citrico en los jarabes. Sin embargo, la interaccién entre el pH y la temperatura tiene un efecto

negativo.

Para el contenido de acido malico, se obtuvo una desviacion estandar de 0.39 y un R del
43.08 con un valor de confianza del 95%. En este caso, la interaccion entre las variables
temperatura y pH superaron el valor critico (P < 0.05) como se ilustra en la figura 6 (b). Mientras
que las variables estudiadas no mostraron diferencias significativas sobre el contenido de acido
malico. Sin embargo, se encontrd que la temperatura tiene un efecto negativo, lo que indica que a
mayores temperaturas se promueven reacciones de caramelizacion o Maillard por los grupos

carboxilicos de los acidos y azulcares reductores.

Para el contenido de acido lactico y acido fumarico, se obtuvo una desviacion estandar de

0.04 y 0.0003 y un R del 75.87 y 84.63 respectivamente, con un valor de confianza del 95%. En
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este caso, el pH supera el valor critico (P < 0.05) como se ilustra en la figura 6 () y (e). Por otro
lado, la temperatura y la interaccion de las dos variables no mostraron diferencias significativas
sobre la concentracion de estos acidos. Para el caso del &cido lactico, las variables y su interaccion
mostraron un efecto positivo, mientras que para el &cido fumarico la interaccién muestra un efecto

negativo.

Para el contenido de acido tartarico, se obtuvo una desviacion estandar de 0.03 y un R del
29.40 con un valor de confianza del 95%. En este caso, las variables y su interaccion no superaron
el valor critico (P < 0.05) como se ilustra en la figura 6 (d). Ahora bien, se muestra que producen

un efecto positivo las variables y su interaccién, sobre el contenido del acido tartarico.

5.5 Determinacion de 5-hidroximetilfurfural

Para la determinacién del HMF en las muestras no se realiz6 un tratamiento de limpieza.
Esta decision se encuentra soportada por el estudio de Zappala et al. (2005) en donde se comparan
3 metodologias de analisis de HMF en muestras de miel, y se concluye que con el analisis por
HPLC - solo diluyendo la muestra en agua y filtrando una vez - se obtienen buenos resultados.
Ademas, la metodologia usada también fue aplicada a muestras acuosas como el brandy y otros

licores, en los cuales se detectaron furfural y HMF por este método (Jeuring & Kuppers, 1980).

La cuantificacion del HMF se realiz6 utilizando una curva de calibracion externa. Bajo las
condiciones cromatograficas usadas, se encontrd una relacion lineal entre la concentracion del
HMF y la sefial del DAD. En el anexo C.1 se puede observar que en la curva de calibracion se

obtuvo un coeficiente de correlacion (R?) de 0.9999.
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Tabla 9.

Resultados del analisis de HMF.

Anexo Muestra tr?

Anexo C.2. A Patron 1 6.92

Anexo C.2. B Mucilago 6.77

Anexo C.2.C S1 6.79

Anexo C.2. D S2 6.45 6.83
Anexo C.2. E S3 6.79

Anexo C.2. F S4 6.47 6.96
Anexo C.2. G S5 6.63

Anexo C.2. H S6 6.66

Anexo C.2. | S7 6.68

Anexo C.2.J Patron 2 6.58

Anexo C.2. K JR 6.34 6.65
Anexo C.2. L JR + HMF 6.35 6.61

62
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a tr: tiempo de retencion (tiempos de retencién mas aproximado al tiempo de retencion del

patron de HMF)

Al realizar el analisis de los jarabes se obtuvo como se observa en los anexos C.2. A-I,
cromatogramas limpios con un pico solapado en el tiempo de retencion de 6.59 min
correspondiente al del patrén de HMF. Se realizé el respectivo andlisis de estos resultados usando
la opcidn de deconvolucion del programa grafico Origin. Los resultados como se pueden apreciar
en la tabla 9, muestran una posible formacion del compuesto 5-(hidroximetil)furfural en las
muestras de jarabes S2 y S4 en pequefias cantidades teniendo en cuenta los tiempos de retencion
del ultimo pico de los compuestos coeluidos. Debido a la coelucion de los dos compuestos en la
region del estandar, se procedio a realizar una prueba de enriquecimiento de una de las muestras

para confirmar la presencia del HMF.

Los resultados del experimento fueron concluyentes, como se puede observar en la tabla 9
y los anexos C.2.K y C.2.L. Se observa que la muestra S4 enriquecida con HMF presenta un
aumento de la intensidad de la sefial en el tiempo de retencién correspondiente al patron comparado
con la misma muestra sin enriquecimiento. A partir de los resultados de esta prueba se concluye
que con los tratamientos S2 (70 C, pH 5) y S4 (60 C, pH 5) se forma HMF (Capuano & Fogliano,
2011; Shapla et al., 2018). La formacion de HMF puede resultar de la reaccion de Maillard como
se ha reportado ampliamente (Gokmen et al., 2008; Kroh, 1994). De esta manera se infiere que los

tratamientos a pH 4y 4.5 poseen sefiales con tr muy cercanos al patron de HMF debido a la posible
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formacion de intermediarios, de la reaccidén de Maillard, con estructuras y propiedades quimicas

similares, como por ejemplo los compuestos de Amadori.

Se ha encontrado la presencia de HMF en varios alimentos a lo largo de los afios. Zappala
et al. (2005) encontraron un promedio de entre 0 y 108.8 £ 18.82 mg/kg en mieles de diferente
origen floral. Gaspar & Lucena (2009) encuentran en muestras como miel, caramelo, azlcar blanca
y morena y jugo de manzana concentraciones de 24.9 mg/kg, 1500.1 mg/kg, 3.9 mg/kg, 83.5
mg/kg, 0.2 mg/L y 0.2 mg/L respectivamente; al igual Vorlova et al. (2006) encontraron la
presencia de HMF en mermeladas de frutas y tomate en diferentes preparaciones. Por su parte,
Yuan & Chen (1998) encontraron concentraciones que varian entre 1.0 y 21.9 en muestras de jugos
de frutas y bebidas. Ademas, también se ha encontrado la presencia de HMF en comidas para
bebes, Vorlova et al. (2006) encontraron concentraciones entre 2.06 + 0.07 y 9.76 + 0.08 mg/kg y

Petrarca et al. (2020) hallaron concentraciones entre 2.3 y 195.4 ug/kg.

Tal como muestran los resultados de Lee etal. (2014), las frutas tropicales como el
tamarindo y la pifia presentaron mas concentracion de HMF que otras frutas como guayaba,
guandbana y otras frutas mixtas. Esto recae en que se puede dar la formacion del HMF, ademas
del uso de altas temperaturas durante los procesos de produccion y fabricacién, por deshidratacion
directa de azUcares en condiciones acidas durante los tratamientos térmicos aplicados a los
alimentos (Capuano & Fogliano, 2011; Kroh, 1994; Tsai etal., 2009). Mientras tanto, otros
estudios demuestran que la cantidad de esfuerzo aplicado en el proceso de produccién y fabricacion
de las muestras, traducido en procesos como calentamiento, tostado y secado, favorece la

formacion del 5-(hidroximetil)furfural pues facilitan tanto la reaccion de Maillard como la
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caramelizacion como es el caso del proceso aplicado a jugos de fruta contra el de produccion de
café, chocolate o tostadas (Teixido et al., 2011). EI HMF es un compuesto clave para observar el
avance tanto de la reaccion de Maillard como de la caramelizacion a su vez que un factor respuesta
del tratamiento térmico aplicado a la muestra (Li et al., 2019), En el caso de la concentracion del
EMC, como subproducto de la fruta de cacao, factores como el color de la muestra y los sélidos

solubles totales reflejaban el final del proceso.

Otro factor importante que afecta la formacion del HMF son las condiciones de
almacenamiento. La temperatura a la cual se almacena la muestra, la humedad, el recipiente usado,
el tiempo almacenado y el método de concentracidn son factores claves para la formacion del HMF
(Islam et al., 2012; Khalil et al., 2010; Shapla et al., 2018). Asimismo, el azUcar presente en la
muestra es de vital importancia, ya que se encuentra que la fructosa tiene una reactividad mayor a
ser deshidratada catalizada en un medio &cido que la glucosa o sacarosa (Doner, 1977; H. S. Lee

& Nagy, 1990).

Tabla 10.

Concentracion de HMF en jarabe S2 y S4.

Concentracion Desviacién
Jarabe %RSD?
promedio (mg/L)  estandar

S2 5.9610 0.4951 8.3049
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S4 3.2510 0.1505 4.6301

a: porcentaje de desviacion estandar relativa

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos por diferentes autores (anteriormente
nombrados) a lo largo de los afios, ademas de que se ha usado una metodologia de analisis ya
descrita en la literatura, se puede asumir que la temperatura y tiempo que se aplico en la muestra,
ya sea en calentamiento o en reserva almacenado, ademas de las condiciones de almacenamiento
usadas, contribuyeron a la formacion del 5-(hidroximetil)furfural en 5.9610 y 3.2510 mg/L en los
jarabes con tratamiento de 70 y 60 °C respectivamente, con una baja desviacion estandar entre las
repeticiones realizadas (ver tabla 10), sin embargo, el HMF estd por debajo de los limites
establecidos en alimentos. Se puede apreciar que se formé una mayor cantidad de HMF en el jarabe
S2 que en el S4 debido a el uso de méas temperatura en el proceso de concentracion en el S2 (Ver
tabla 10) lo cual se puede considerar ya que las altas temperaturas facilitan las reacciones de

Maillard.

5.6 Cuantificacion de cadmio

El cadmio es un metal pesado. Presenta efectos negativos sobre la salud de los seres vivos
cuando entra en contacto por ingesta o inhalacién. Cuando su ingesta, por agua o alimentos, es
superior a 15 ppm (Pasquali, 2003) aparecen sintomas cémo ndauseas, vomito, dolores
abdominales, cefalea y diarrea con colapso. Adicionalmente, cuando la exposicion es prolongada,

es considerado un elemento cancerigeno que puede conllevar hasta la muerte. Por lo tanto, se ha
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establecido por diferentes organismos a nivel mundial una ingesta tolerable del metal por los
humanos; la ingestion diaria normal con la dieta (IDD) ha sido propuesta por algunas
organizaciones internacionales que establecen como valor limite tolerable 7 pg/semana por kg de
peso(Ramirez, 2002). Consumir 100 mg producen sintomas de problemas gastrointestinales,
mientras que a partir de 350 mg se considera mortal. En 2009, la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria establecié una ingestion semanal tolerable en los alimentos de 2.5 ug por kg de peso
corporal. Al afio siguiente, el Comité Mixto de la Organizacién de Agricultura y Comida de
Estados Unidos (FAO), la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y el Comité de Expertos en
Aditivos Alimentarios (JECFA) determinaron un insumo mensual tolerable provisional en los
alimentos de 25 pg por kg de peso corporal (Mead, 2011). Mientras tanto, la OMS fijé una ingesta
semanal tolerable provisional de 7 pg/kg de peso corporal (Garcia & Cruz, 2012; Ratnaningsih,

s. f).

A nivel ambiental, el cadmio proviene de fuentes naturales como las erupciones volcanicas
y antropogénicas como la incineracion, la mineria, la fundicion de metales, los fertilizantes, los
herbicidas y alimentos fosfatados para animales (Ramirez, 2002). Por lo tanto, se puede afirmar
que hay presencia de cadmio en el aire, el agua y la tierra (Klaassen, 1755). Especificamente,
diferentes estudios han comprobado la presencia de cadmio en el cacao en varios paises
latinoamericanos, entre los cuales se encuentran Colombia, Ecuador y Brasil (Argiello et al., 2019;
Bravo et al., 2021; Furcal-Beriguete & Torres-Morales, 2020; Lanza et al., 2016; Rofner, 2021,
Rofner et al., 2018). Un chocolate amargo con 65% de cacao, reporté una concentracion promedio

de cadmio de 4.0477 mg/kg, la cual supera el limite establecido por el Codex Alimentarius (2.0
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mg/kg) y la Union Europea (0.8 mg/kg) para chocolates con contenido de cacao con méas de 50%
(Echeverry & Reyes, 2016; Jiménez Tobdn, 2015). Ademas de las semillas, se han encontrado
presencia de cadmio en diferentes partes del arbol de cacao, no solo en la semilla, sino en las demas

partes de la fruta y el &rbol de cacao (Aguirre-Forero et al., 2020; Gil et al., 2022).

Tabla 11.

Concentracion de cadmio en jarabes.

Concentracion Cd en

Muestras Peso [0]
jarabes [mg/kg]
S1 2.5042 0.7154
S2 2.4985 1.0266
S3 2.5018 1.0252
Jarabe S4 2.5076 0.8686
S5 2.5079 1.1769
S6 2.5060 0.8692

S7 2.5058 0.7149
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La cuantificacion de cadmio se realizé mediante curva de calibracion externa expresandose
en mg/kg de jarabe en base himeda con un R? de 0.9999 (Ver anexo D.1). Los resultados de los
andlisis (tabla 11) demostraron la presencia de Cd en todos los tratamientos realizados al EMC.
Esto a su vez, confirma la presencia de cadmio en el EMC usado, por tal razén se confirmo la
presencia de cadmio en el fruto del arbol de cacao. Sin embargo, dicha concentracién de Cd en los
jarabes a partir del EMC es baja comparandola con un producto como el chocolate amargo con un

alto porcentaje de diferencia.

Para evaluar el efecto de la temperatura y el pH y la relacion entre estas sobre la
concentracion de cadmio en el disefio experimental planteado se realiza un analisis estadistico
mediante un analisis de ANOVA expresado en diagramas de Pareto. La figura 7 muestra el

diagrama de Pareto estandarizados para la concentracion de cadmio.

Figura 7.

Diagrama de Pareto estandarizado para la concentracion de cadmio. (Azul: efecto negativo; Gris:

efecto positivo)
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El disefio experimental arrojo una desviacion estdndar de 0.07 y un R del 37.47 con un
valor de confianza del 95% para el contenido de cadmio en los jarabes. La variable temperatura,
pH y la interaccion entre éstas no superaron el valor critico (P < 0.05) como se ilustra en la figura
7. Esto indica que no hay diferencias significativas en los rangos estudiados de temperatura y pH
al igual que la interaccion de éstas sobre la concentracion de cadmio, sin embargo, la variabilidad
de los resultados obtenidos entre muestran se sustentan en errores al realizar el tratamientos de las
muestras ya que se esperaba el mismo contenido de cadmio, pues se parte de la misma muestra de
EMC para cada tratamiento, por lo cual la concentracion deberia mantenerse en todo el proceso de

deshidratacion.

6. Conclusiones

Se evalud la influencia del pH y la temperatura en el proceso de obtencion de edulcorantes
a partir de EMC mediante un proceso de concentracion, por deshidratacion, sobre la composicion
quimica de los jarabes obtenidos. Se encuentra una concentracion p/p de fructosa, glucosa y
sacarosa de 26.52 — 29.71%, 24.44 — 27.20% y 6.77 — 16.42% en promedio en los tratamientos, y
un promedio de 8.44 - 8.59% p/p de acidos organicos. El disefio experimental 22 con 3 puntos
centrales, revelé que si hay diferencias significativas sobre la composicion el contenido de
azucares y acidos organicos en el rango estudiado de pH (4 y 5) y temperatura (60 y 70 °C) donde
el pH y la temperatura afectan la concentracion de sacarosa y &cido citrico en los edulcorantes. Por

su parte, se encontré que el pH es el factor que afecta la formacion de HMF en los jarabes
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producidos, ya que solo a pH 5 se encuentran valores de 5.9610 y 3.2510 mg/L en los jarabes

tratados a temperatura de 70 y 60 °C respectivamente.

7. Recomendaciones

Analizar otros parametros fisicoquimicos, para el exudado de mucilago de cacao y los

edulcorantes, tales como: viscosidad, humedad y contenido de proteinas en la matriz.

Realizar anélisis de contenido de cadmio en el exudado de mucilago de cacao para

comparar con los edulcorantes obtenidos a partir de él.

Se recomienda realizar un proceso de clarificacion del exudado de mucilago de cacao ya

que podria facilitar la medicién de los °Brix 6pticamente con el refractometro dptico.

Se recomienda evaluar los beneficios, del alto contenido de acidos orgénicos en los

edulcorantes, para la salud.

Estudiar otros ajustes de pH para confirmar la formacion de HMF por reaccion de Maillard.

8. Divulgacién de resultados

Los resultados de este trabajo de grado fueron presentados en modalidad poster presencial
en el congreso Latin Food 2022 realizado en Puebla México. Por otro lado, se encuentra en

revision un articulo cientifico a partir de nuestro trabajo de investigacion para publicar en
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International Journal of Food Science and Technology titulado Influence of Temperature and pH

in Cacao Syrup Composition.
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Anexos

Anexo A. Azlcares

Linealidad de curva de calibracion
Tabla 1.

Linealidad de azlcares en el detector RID.

Compuesto Rango (g/L) R? Ecuacion?

Sacarosa 0.5-20 0.9999 y = 2551.7x - 28,882
Glucosa 05-20 0.9999 y =2942.8x - 44,198
Fructosa 0.5-20 0.9996 y = 2832.0x + 95,138

a: x: Concentracion (g/L); y: Area.

Cromatograma de az(licares en muestra
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Figura 1.

Identificacion de sacarosa, glucosa y fructosa en el jarabe S3 por medio de patrones obtenido por

HPLC-RID.
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Anexo B. Acidos

Linealidad de curva de calibracion.

Tabla 3.
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Linealidad de acidos orgénicos en el detector DAD, longitud de onda 210 nm.

Compuesto Rango (g/L) R? Ecuacion?
Acido citrico 1-15 0.9996 y=19.895x —0.0066
Acido malico 05-8 0.9927 y=14.459x—2.7188
Acido lactico 02-1 0.9943 y=14.589x —0.1894
Acido tartarico 02-1 0.9965 y=23.919x +0.267
) 0.0005 -
Acido fumarico 0oL 0.9974 y=1709x + 0.2883

a: x: Concentracion (g/L); y: Area.

Cromatograma de &cidos en muestra.
Figura 2.

Identificacion de acido citrico, malico, lactico, tartarico y fumarico en el jarabe S5 por medio de

patrones obtenidos por HPLC-DAD.
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2 Jarabe S5
T —— Acido citrico [10 g/L]
500 ~ Acido malico [5 g/L]
— Acido lactico [0,8 g/L]
400 Acido tartarico [0,05 g/L]
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Anexo C. HMF

Linealidad de curva de calibracion.

Tabla 5.

Linealidad de patrén de HMF en detector DAD.
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Compuesto Rango (mg/L) R? Ecuacion?

5-(hidroximetil)
05-6 0.9999 y=5.2767x-0.0073
furfural

a: x: Concentracion (mg/L); y: Area.

Cromatograma de HMF en muestras.
Figura 3.

Cromatogramas obtenidos por HPLC-UV de estudio de HMF: A. patrdén 1; B. mucilago; C. jarabe
S1; D. jarabe S2; E. jarabe S3; F. jarabe S4; G. jarabe S5; H. jarabe S6; 1. jarabe S7; J. patrén

2; K. JR (jarabe S4); L. JR + HMF (jarabe S4).

A. Patron 1 B. Mucilago
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Anexo D.Cadmio

Linealidad de curva de calibracion
Tabla 6.

Linealidad de patron de Cd en equipo de absorcion atémica.

Compuesto Rango (mg/L) R? Ecuacion?

Cadmio 0.0-1.512 0.9999 y=0.1293x + 0.0022

a: x: Concentracion (mg/L); y: Area.

20



