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RESUMEN 

 

TITULO: Evaluación de la bioaccesibilidad de cadmio en diversas 
formulaciones de chocolatería por digestión 
gastrointestinal in vitro1 

AUTOR:   CRISTIAN JAHIR MURILLO MÉNDEZ2 

PALABRAS CLAVE: Cacao, Cadmio, Bioaccesibilidad, Digestión 
gastrointestinal. 

DESCRIPCIÓN: 

El cacao es uno de los productos agrícolas más importantes del mundo y posee 
componentes bioactivos de alto impacto biológico como polifenoles, metilxantinas y 
componentes precursores de aroma. Sin embargo, la mayoría de sus productos 
derivados, como el chocolate, poseen concentraciones de Cd por encima de las 
estipuladas por la Unión Europea. Este metal pesado impacta negativamente en la 
salud humana debido a que su presencia, aún en bajas concentraciones, puede 
provocar efectos adversos. 

Para estudiar la toxicidad del Cd presente en matrices de productos derivados del 
cacao es necesario conocer la concentración total del mismo en estos productos y 
determinar el porcentaje de Cd que es bioaccesible en el cuerpo humano. Para tal 
fin, este trabajo se enfocó en evaluar la bioaccesibilidad de Cd en formulaciones de 
chocolatería con concentraciones de componentes diferentes por digestión 
gastrointestinales in vitro; se correlacionó las diferencias de bioaccesibilidad con los 
componentes principales (cacao, leche, azúcar y contenido de Cd total en el cacao); 
y, por último, se propuso una formulación de chocolate que posea el menor valor de 
bioaccesibilidad de Cd. 

Los resultados se expresaron mediante un modelo matemático, con predicciones 
de 94% y errores de validación del modelo menores al 12%. Se obtuvieron valores 
de bioaccesibilidad de Cd en las formulaciones de chocolate entre 7 y 32% 
aproximadamente, donde los valores más bajos correspondieron a formulaciones 
de chocolate amargo (proporción de 7 g de cacao y 2 g de azúcar). Se concluyó que 
el contenido de cacao y de azúcar en la formulación poseen efecto negativo en los 
valores de bioaccesibilidad de Cd, mientras que el contenido de leche y la 
concentración de Cd total en el cacao poseen efecto positivo. 

__________________________ 

1 Trabajo de grado  

2 Facultad de Ciencias. Escuela de Química. Directores: Dr. Daniel Molina, Dr. Luis 
Javier López Giraldo.  
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ABSTRACT 

 

TITLE: Evaluation of the cadmium bioaccessibility in various 
chocolate formulations by in vitro gastrointestinal 
digestion1 

AUTHOR:   CRISTIAN JAHIR MURILLO MÉNDEZ2 

KEYWORDS: Cocoa, Cadmium, Bioaccessibility, gastrointestinal 
digestion. 

DESCRIPCIÓN: 

Cocoa is one of the most important agricultural products in the world and has 
bioactive components with high biological impact such as polyphenols, 
methylxanthines and aroma precursor components. However, most of its products, 
such as chocolate, have Cd concentrations above those stipulated by the European 
Union. This heavy metal negatively impacts human health because its presence, 
even in low concentrations, can cause adverse effects. 

In order to study the toxicity of the Cd present in matrices of cocoa-derived products, 
it is necessary to know its total concentration in these products and determine the 
percentage of Cd that is bioaccessible in the human body. To this end, this work 
focused on evaluating the Cd bioaccessibility in chocolate formulations with 
concentrations of different components by gastrointestinal digestion in vitro; the 
bioaccessibility differences were correlated with the main components (cocoa, milk, 
sugar and total Cd content in cocoa); and, finally, a chocolate formulation was 
proposed that has the lowest Cd bioaccessibility value. 

The results were expressed using a mathematical model, with predictions of 94% 
and model evaluation errors of less than 12%. Cd bioaccessibility values were 
obtained in chocolate formulations between approximately 7 and 32%, where the 
lowest values corresponded to dark chocolate formulations (proportion of 7 g of 
cocoa and 2 g of sugar). It was concluded that the cocoa and sugar content in the 
formulation have a negative effect on the Cd bioaccessibility values, while the milk 
content and the total Cd concentration in cocoa have a positive effect. 

__________________________ 

1 Master Thesis  

2 Facultad de Ciencias. Escuela de Química. Directors: Dr. Daniel Molina, Dr. Luis 
Javier López Giraldo. 
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INTRODUCCIÓN 

 

El cacao es uno de los productos agrícolas más importantes del mundo y posee 

componentes bioactivos de alto impacto biológico como polifenoles, metilxantinas y 

componentes precursores de aroma. Sin embargo, la mayoría del cacao colombiano 

y, por ende, sus productos derivados como el chocolate, poseen concentraciones 

elevadas de cadmio. Este metal pesado impacta negativamente en la salud humana 

debido a que su presencia, aún en bajas concentraciones, puede provocar efectos 

adversos, como problemas cardiacos, hipertensión, daños renales, Alzheimer, entre 

otros. 

Para estudiar la toxicidad del cadmio presente en matrices de productos derivados 

del cacao es necesario conocer la concentración total del mismo en estos productos 

y determinar el porcentaje de cadmio que es bioaccesible en el cuerpo humano. 

Existen diversos trabajos de investigación en torno a la determinación de 

concentración total de cadmio en cacao y productos derivados. No obstante, son 

pocos los trabajos de investigación que estudian la bioaccesibilidad del cadmio. 

Algunas investigaciones abordan la bioaccesibilidad del cadmio en matrices como 

bebida de chocolate en polvo o en grano de cacao. 

Por lo anterior, este trabajo se enfocó en el estudio y evaluación del efecto de los 

componentes principales, comúnmente usados en las formulaciones en chocolate 

(concentración inicial de cadmio, licor de cacao, azúcar y leche), sobre la 

bioaccesibilidad de cadmio usando digestión gastrointestinal in vitro. 

En esta investigación, se obtuvieron valores de bioaccesibilidad de cadmio en 

formulaciones de chocolate entre 7 y 30% aproximadamente, donde los valores más 

bajos correspondieron a formulaciones de chocolate amargo (dark chocolate). Para 

evaluar el efecto de cada ingrediente, se elaboró un diseño de experimentos 

conforme a las composiciones típicas del chocolate y los resultados se expresaron 
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mediante un modelo matemático, con predicciones mayores al 95% y errores de 

validación del modelo menores al 11%.  

El contenido de leche y de cacao fueron las variables más influyentes en el modelo 

planteado. Así mismo, a partir del modelo matemático propuesto se concluyó que el 

contenido de cacao y de leche en la formulación poseen efecto negativo y positivo, 

respectivamente, en los valores de bioaccesibilidad de cadmio. 

Se compararon los valores de bioaccesibilidad de cadmio con los obtenidos en otras 

matrices similares y se encontró diferencias significativas debido al tratamiento de 

las digestiones solo en fase gástrica, a la optimización de las concentraciones de 

los compuestos presentes en las digestiones o a la formulación con otros 

compuestos.  
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1 MARCO TEÓRICO 

 

1.1 GENERALIDADES DEL CACAO 

El cacao (Theobroma cacao L.) es un árbol nativo de las regiones tropicales 

húmedas de la parte norte de Suramérica y de Centroamérica (Motamayor et al., 

2002). Posee numerosos componentes bioactivos como polifenoles, que son 

potentes antioxidantes para la salud humana; metilxantinas y componentes 

precursores de aroma, en menor proporción (Perea-Villamil et al., 2009; Giacometti 

et al., 2015; Villamizar-Jaimes and López-Giraldo, 2017). 

La producción de cacao es una práctica agrícola que origina productos de 

exportación importantes para economías en desarrollo de países en África, Asia, 

Oceanía, Latinoamérica y el Caribe (Jiménez Tobón, 2015). En 2017, esta 

producción la lideró Costa de Marfil con aproximadamente 1,9 millones de 

toneladas, lo que representa más del 43% de la producción mundial (ICCO, 2019).  

Colombia produce aproximadamente 55 mil toneladas, cerca del 1,3% de la 

producción mundial (FEDECACAO, 2018). Así mismo, el 95% del cacao exportado 

está catalogado como cacao fino de aroma (ICCO, 2019), utilizado principalmente 

en la producción de chocolatería y bombonería fina. Santander es el primer 

productor con una participación de aproximadamente 41% de la producción 

nacional (FEDECACAO, 2018). Esta se obtiene principalmente de los municipios de 

El Carmen, San Vicente de Chucurí, Rionegro, Lebrija y Landázuri (Mojica-Pimiento 

and Paredes-Vega, 2006). Estos municipios poseen suelos y condiciones 

agroclimáticas con características apropiadas para el cultivo de cantidad y calidad 

(Lombana Miranda and Díaz Sánchez, 2004; Serrano Gómez, 2009); y lo 

desarrollan principalmente agricultores con unidades de producción de 3,3 

hectáreas en promedio (Arboleda and González, 2010). 
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1.2 CADMIO COMO CONTAMINANTE 

El cadmio (Cd) es un metal pesado clasificado como contaminante ambiental; 

proveniente de residuos tanto de fuentes naturales como de prácticas industriales y 

de agricultura (Hernández-Martínez and Navarro-Blasco, 2012). Como los metales 

pesados están presenten en productos alimenticios de consumo humano y animal, 

el contenido de Cd es un criterio indispensable a la hora de evaluar los niveles de 

toxicidad de los alimentos (Alexander et al., 2009; Zhuravlev et al., 2015). 

Las fuentes de exposición humana al Cd son diversas; entre ellas sobresalen el 

consumo de agua y alimentos, inhalación de polvo y partículas, contacto dérmico 

con el suelo y la exposición al humo del tabaco (Yu et al., 2017). Para no fumadores, 

se ha identificado que la ingestión de alimentos provenientes del suelo es la mayor 

fuente de exposición al Cd, cercano al 90% en comparación con otras vías (Yu et 

al., 2017). Aunque la absorción de Cd en el organismo después de ingestión es 

relativamente baja, de 3 a 5%, éste es eficientemente retenido por el riñón y el 

hígado humano con un valor de vida media biológica muy alto entre 10 y 30 años 

(Alexander et al., 2009; Yu et al., 2017). 

Las vías de exposición de Cd más importantes derivan de los alimentos producidos 

a partir de procesos agrícolas, donde la tasa de absorción de Cd del suelo a las 

plantas es relativamente rápida y los alimentos que se cultivan en áreas de mayor 

fuente de Cd, como suelos contaminados o espacios de mayor polución, son 

propensos a poseer elevadas concentraciones (Rodríguez-Serrano et al., 2008; 

Swartjes et al., 2013). 

Concentraciones significativas de Cd muestran un riesgo elevado de incidencia de 

diabetes (Tinkov et al., 2017). Se ha evidenciado que su presencia afecta la 

fisiología del tejido adiposo, lo que resulta en una alteración del metabolismo de los 

lípidos y los carbohidratos en los adipocitos, así como en su disfunción endocrina 

(Tinkov et al., 2017). 
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También se ha reportado que concentraciones de Cd en la sangre por encima de 

0,6 μg/L se ven reflejadas en daños renales, hipertensión, enfermedad de 

Alzheimer, síntomas depresivos en no-fumadores, infartos miocardiales, infección 

al virus de hepatitis B e incremento de enfermedades pulmonares (Satarug et al., 

2017). 

 

1.3 DIGESTIÓN GASTROINTESTINAL IN VITRO 

La digestión gastrointestinal in vitro es un método que consiste en la transformación 

de alimentos en sustancias más sencillas para que estén accesibles al organismo 

simulado empleando reactivos en ciertas concentraciones, condiciones de pH y 

temperatura, y disoluciones que simulan las condiciones del tracto digestivo 

humano (Mounicou et al., 2002; Torres-Escribano et al., 2011; Gültekin-Özgüven et 

al., 2016). 

Aunque hay diversos compuestos que están presentes en las digestiones 

gastrointestinales in vitro, las enzimas son claves en los procesos de digestión; 

como la amilasa en la digestión oral, la pectina y la pancreatina en las digestiones 

gastrointestinales (Minekus et al., 2014). La digestión gastrointestinal in vitro ayuda 

a determinar la bioaccesibilidad de ciertos compuestos de interés que están 

presentes en diversos alimentos (Francisco et al., 2018).  

La bioaccesibilidad es la fracción de un elemento solubilizado durante la digestión 

gastrointestinal que se encuentra disponible para la absorción del organismo 

(Torres-Escribano et al., 2011). Este factor puede determinar el grado de eficiencia 

de absorción de un compuesto de interés que posea características bioquímicas 

beneficiosas o puede determinar el grado de exposición de contaminantes en 

alimentos de carácter nocivo o tóxico para la salud humana (Torres-Escribano et al., 

2011).  
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La digestión gastrointestinal in vitro se emplea ampliamente en muchos campos de 

la ciencia alimentaria y nutricional, ya que la realización de ensayos en humanos a 

menudo es costosa, requiere muchos recursos y es discutible desde el punto de 

vista ético (Minekus et al., 2014). Como consecuencia, las alternativas in vitro que 

determinan objetivos finales como la bioaccesibilidad de nutrientes, metales 

pesados o la digestibilidad de los macronutrientes (por ejemplo, lípidos, proteínas y 

carbohidratos) se utilizan para detectar y construir nuevas hipótesis (Alves et al., 

2018).  

 

1.4 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCIÓN ATÓMICA 

La espectroscopia de absorción atómica es una técnica analítica que permite 

evaluar la concentración de un elemento químico en una muestra basándose en los 

fenómenos de absorción de energía de los átomos (Skoog et al., 2001; Mohammed 

et al., 2018). En esta técnica, los electrones de los átomos en el atomizador pueden 

ser excitados a orbitales de más energía por un instante mediante la absorción de 

una cantidad de energía (con cierto valor de longitud de onda) (Skoog et al., 2001). 

Esta cantidad de energía es característica de cada elemento químico y, en general, 

cada longitud de onda corresponde a un solo elemento (Skoog et al., 2001; Merten 

and Johnson, 2018).  

Como la cantidad de energía que se pone en la llama es conocida y la cantidad 

restante de energía que sale el detector se puede medir, es posible, a partir de la 

ley de Beer-Lambert, calcular cuántas de estas transiciones tienen lugar, y así 

obtener una señal que es proporcional a la concentración del elemento que se mide 

(Skoog et al., 2001; Mohammed et al., 2018).  
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2 ESTADO DEL ARTE 

 

2.1 CADMIO EN CACAO Y DERIVADOS 

Se ha determinado la presencia de Cd en granos, hojas, suelos de cultivos y en 

productos derivados del cacao; en la mayoría de los casos, la concentración de Cd 

en los granos de cacao cultivados en diferentes regiones de Latinoamérica superan 

el límite que estipula la Unión Europea (Tabla 1) (EFSA Panel on Contaminants in 

the Food Chain (CONTAM), 2011).  

Tabla 1. Niveles máximos permitidos de Cd en cacao y subproductos estipulados por la Unión 
Europea. 

Cacao y sus productos derivados 
Concentración máxima permitida, 

mg/kg 

Chocolate de leche con <30% de sólidos 
de cacao seco total. 

0,10 

Chocolate de leche con contenido de 
sólidos de cacao seco total ≥30% y <50%. 

0,30 

Chocolate de leche con ≥50% de sólidos 
de cacao seco total. 

0,80 

Polvo de cacao vendido al consumidor. 0,60 

 

En 2003, Mounicou y colaboradores. reportaron concentraciones de Cd y plomo 

(Pb) en cacao y sus productos provenientes de diversas regiones geográficas, en 

donde para Malasia, Venezuela y Ecuador determinaron concentraciones de Cd en 

polvo de cacao de 0,602, 1,833 y 0,738 mg/kg, valores que superan los límites 

permitidos por la reglamentación europea (Mounicou et al., 2003).  

En 2010, Martínez y Palacio evaluaron, por espectrofotometría de absorción 

atómica de llama, la medición de Cd y Pb en suelos y granos frescos y fermentados 

de cultivos de cacao de San Vicente de Chucurí, sus resultados muestran niveles 
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de Cd mayores a los estipulados por las normas europeas (Figura 1) (Martínez and 

Palacio, 2010). 

Figura 1. Concentración de Cd en muestras de cacao en varias fincas de San Vicente de Chucurí 
(Martínez y Palacio, 2010). 

 

En 2015, Chávez y colaboradores reportaron el contenido de Cd en suelos y plantas 

de cultivos de cacao en Ecuador (Chávez et al., 2015). En el suelo, se encontró que 

hay una mayor acumulación de Cd en la superficie que a mayores profundidades, 

con un valor promedio de 1,54 mg/kg, valor por encima 0,43 mg/kg, nivel crítico 

definido por la Agencia de Protección Ambiental de Estados Unidos (USEPA) para 

suelos agrícolas (Chávez et al., 2015). 

Además, se encontró que la concentración de Cd en los granos de cacao en 

diecinueve regiones de Ecuador está, en promedio, 0,94 mg/kg por encima del 

permitido por la comunidad europea. Cabe destacar que, en todos los casos, el 

contenido de Cd en los granos siempre fue mayor que en la cáscara; este resultado 

muestra que el Cd tiende a acumularse en zonas preferenciales de la planta (Figura 

2) (Chávez et al., 2015). 
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Figura 2. Niveles de Cd en grano y cáscara de cacao de diecinueve regiones de Ecuador (Chávez et al., 
2015). 

 

En 2016, Echeverry y Reyes reportaron concentraciones de Cd de 4,05 mg/kg en 

chocolates amargos (con 65% de cacao) comprados en supermercados 

colombianos, valores muy por encima del límite permitido por la Unión Europea (0,8 

mg/kg) (Echeverry and Reyes, 2016).  

En el mismo año, Gramlich y colaboradores publicaron el contenido de Cd en 

suelos, hojas y granos de cultivos de cacao de la región de Alto Beni, Bolivia; donde 

mostraron que tanto en sistemas agroforestales como de monocultivo no hay una 

diferencia significativa del contenido de Cd; sin embargo, determinaron que en 

algunos agroforestales hay un ligero incremento en la competición por la captación 

de Cd, por consiguiente, el contenido en las hojas y en el grano de cacao es 

relativamente menor (Gramlich et al., 2016). 

En 2017, Gramlich y colaboradores realizaron la cuantificación del contenido de Cd 

en hojas, cascarillas y granos provenientes de varias regiones de Honduras, donde 

los granos de cacao poseen valores de concentración de Cd promedio de 1,1 mg/kg, 

valor que supera el máximo permitido por las normas europeas (Figura 3) (Gramlich 

et al., 2018). 
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Figura 3. Contenido de Cd en el suelo, hojas y grano en varias regiones de Honduras (Gramlich et al., 
2018). 

 

También relacionaron estos valores con las características del suelo de cultivo, 

concluyendo que el factor predominante en el contenido de Cd en el grano es el 

contenido en el suelo, y en menor proporción el pH y las características geológicas 

(Gramlich et al., 2018). Además, los suelos con fertilizante o cercanos a sitios 

industriales no son influyentes en la variación de la concentración de Cd en el suelo 

(Gramlich et al., 2018). 

Arévalo-Gardini y colaboradores publicaron, en 2017, concentraciones de Cd en 

hojas y granos de cultivos de cacao en el norte, centro y sur de Perú utilizando 

espectrofotometría de absorción atómica de llama (Arévalo-Gardini et al., 2017). 

Estos resultados mostraron altos niveles en las muestras de las regiones de 

Amazonas, Piura y Tumbes; además de que mostraron que la bioacumulación del 

Cd entre diferentes clones de cultivos posee diferencias significativas (Figura 4) 

(Arévalo-Gardini et al., 2017). 
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Figura 4. Contenido de Cd en granos y hojas de cacao de diferentes genotipos provenientes de Perú 
(Arévalo-Gardini et al., 2017). 

 

En Colombia, no hay una legislación para el control del Cd en el cacao (Jiménez 

Tobón, 2015), pese a esto, altos contenidos de Cd podrían limitar la exportación del 

grano a clientes de la unión europea; quienes aprecian los granos de cacao 

producidos por sus cualidades de fino y de aroma (ICCO, 2019).  

En 2015, Jiménez Tobón resalta en su artículo la importancia de una legislación en 

el monitoreo y control de Cd en las plantaciones de cacao en países productores, 

especialmente Colombia, debido a que parte de la producción de cacao es 

destinada a exportación a países en donde la legislación está vigente (Jiménez 

Tobón, 2015). En Latinoamérica, solo Argentina y Uruguay poseen legislación sobre 

los valores máximos permitidos de Cd en productos provenientes del cacao 

(Jiménez Tobón, 2015). 

 

2.2 DETERMINACIÓN DE CADMIO 

Se ha determinado concentraciones de Cd en diferentes matrices, usando 

diferentes metodologías para la preparación de la muestra y la cuantificación de 

metales pesados utilizando diversas técnicas analíticas. 

En 2008, Reddy y colaboradores publicaron un método espectrofotométrico 

extractivo para la determinación del contenido de Cd en hojas medicinales y en 
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muestras ambientales utilizando como acomplejante colorimétrico 

bencilditiosemicarbazona (BDTSC) (Figura 5) (Reddy et al., 2008). Se reportó que 

este método extractivo, de los pocos que se encuentra en literatura, es sensible y 

reproducible, además de mejorar la selectividad usando agentes que suprimen la 

interferencia de varios metales de transición en solución (Reddy et al., 2008). 

Figura 5. Estructura del complejo de Cd2+ con BDTSC (Reddy et al., 2008). 

 

En 2012, Hernández y Navarro reportaron valores de concentraciones de Cd y Pb 

en cereales infantiles orgánicos y convencionales provenientes de España, 

utilizando espectrofotometría de absorción atómica (Hernández-Martínez and 

Navarro-Blasco, 2012). Los intervalos de concentración de Cd estuvieron entre 

16,56 – 28,50 mg/kg para cereales orgánicos y entre 4,40 – 11,77 mg/kg para 

cereales convencionales; donde tres de las muestras analizadas reportaron valores 

superiores a la legislación europea (Hernández-Martínez and Navarro-Blasco, 

2012). También demostraron que los productos enriquecidos con cacao 

incrementan la concentración de Cd en el cereal (Hernández-Martínez and Navarro-

Blasco, 2012). 

En 2014, Yanus y colaboradores reportaron concentraciones de ocho metales, 

incluyendo Cd, en chocolate, granos de cacao y sus productos de diferentes marcas 

y países por la técnica de plasma de acoplamiento inductivo con espectrómetro de 

masas (ICP-MS), donde reportaron resultados entre 3,1 y 141 ng/g (Yanus et al., 

2014). 
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En el mismo año, Chandra y colaboradores reportaron una metodología para la 

determinación del contenido de Cd en muestras de chocolate utilizando electrodos 

selectivos de membrana de policloruro de vinilo (PVC).(Chandra et al., 2014) La 

membrana posee como portador del ion de Cd2+ bencilbis(carbohidrazona) (BBC) 

(Figura 6) que le da una sensibilidad y selectividad al ion Cd2+ por encima de otros 

iones metálicos, además de poseer tiempos de respuesta muy rápidos y utilidad de 

aproximadamente de 10 semanas (Chandra et al., 2014). 

Figura 6. Estructura del acomplejante bencilbis(carbohidrazona) (Chandra et al., 2014). 

 

Zhuravlev y colaboradores reportaron, en 2014, la optimización de parámetros de 

operación, características analíticas y ventajas de la determinación de Cd y otros 

metales en aceites vegetales y muestras de grasas por espectrofotometría de 

absorción atómica electrotérmica directa con horno de grafito (Zhuravlev et al., 

2015). Ellos obtuvieron límites de detección para el Cd de 0,8 µg/kg y desviaciones 

estándar relativas (RSD) entre 3 y 8% (Zhuravlev et al., 2015). 

En 2016, Chaparro Acuña y colaboradores documentaron la determinación del 

contenido de Cd en chocolate de mesa en polvo y granulado proveniente de 

Chiquinquirá, Colombia, empleando el método de voltamperometría diferencial de 

pulso de redisolución anódica (Chaparro Acuña et al., 2017). Esta metodología 

posee una sensibilidad del orden en 10-3 ppm, coeficientes de correlación lineal 

mayores que 0,95 (Figura 7) y RSD menores que 10% (Chaparro Acuña et al., 

2017). 
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Figura 7. Curva de calibración y voltamperograma de patrones de Cd (Chaparro Acuña et al., 2017). 

  

En 2018, Lo Dico y colaboradores reportaron concentraciones de siete metales, 

incluyendo Cd, en polvo de cacao y chocolate provenientes de supermercados de 

Italia por ICP-MS; donde la metodología fue implementada evaluando varias figuras 

de mérito obteniendo excelentes criterios de aceptación (Lo Dico et al., 2018). En 

esta investigación se reportaron niveles de Cd en polvos de cacao y chocolates por 

debajo de la normativa europea (Lo Dico et al., 2018). 

 

2.3 BIOACCESIBILIDAD DE CADMIO 

Aunque se ha determinado la cantidad total de Cd en diferentes matrices, es 

importante destacar el papel de su bioaccesibilidad. Numerosas investigaciones se 

han enfocado en el estudio de la bioaccesibilidad de los metales pesados para 

diversas matrices de alimentos. 

Mounicou y colaboradores en 2002 reportaron una técnica para monitorear las 

especies químicas que se forman con el Cd y Pb en sistemas simulados de digestión 

gastrointestinal de polvo de cacao (Mounicou et al., 2002). En la Figura 8 se muestra 

un cromatograma de las especies químicas que se forman con Cd y se observa que 

el Cd extraído se eluye como una mezcla de especies de bajo peso molecular (hasta 

6000 Da) (Mounicou et al., 2002).  
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Figura 8. Cromatograma SEC-ICP-MS de un extracto de polvo de cacao (114Cd) con fluido 
gastrointestinal simulado (Mounicou et al., 2002). 

 

Peixoto y colaboradores publicaron, en 2016, el estudio de los factores que afectan 

la bioaccesibilidad de 10 elementos presentes en bebidas achocolatadas; donde 

encontraron que la bioaccesibilidad del Cd varía según el tipo de muestra, siendo 

mayor en la formulación light, aproximadamente 11% (Figura 9) (Peixoto et al., 

2016). También se encontró que a concentraciones de sales biliares mayores, la 

bioaccesibilidad del Cd aumenta 3 veces más (Peixoto et al., 2016). Tanto el pH 

como la presencia de lipasa en la digestión gastrointestinal in vitro no varía 

significativamente la bioaccesibilidad del Cd (Peixoto et al., 2016). 
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Figura 9. Bioaccesibilidad de Al, Cd, Cr, Fe y Zn del polvo de bebida de chocolate según la formulación 
(Peixoto et al., 2016). 

 

En 2017, Barraza y colaboradores determinaron la bioaccesibilidad gástrica humana 

en grano de cacao crudo y en licor de cacao (Barraza et al., 2017). Ellos reportaron 

que entre el 90% y 100% del Cd presente en el grano de cacao y en los licores es 

bioaccesible en las digestiones gástricas in vitro (Barraza et al., 2017). En esta 

investigación también se reportaron concentraciones de Cd en raíces, hojas y 

cáscaras de cacao donde algunas de ellas superan valores de 1 mg/kg (Barraza et 

al., 2017).  

Sin embargo, no hay estudios que evalúen el efecto de los componentes de las 

formulaciones en productos de chocolate sobre la bioaccesibilidad de Cd o de algún 

otro metal. 

Asimismo, se han estudiado factores externos que pueden afectar los valores de 

bioaccesibilidad de metales realizando otras formulaciones de los productos o 

someterlos a tratamientos físicos previos. 

En 2016, Zhuang y colaboradores publicaron la influencia de la cocción en la 

bioaccesibilidad del Cd y Arsénico (As) en diversos tipos de arroz; según sus 

resultados, se reduce significativamente los valores de bioaccesibilidad de Cd 
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cuando se realiza cocción hasta secado con volúmenes de agua bajos (Zhuang et 

al., 2016).  

En 2018, Bhat y colaboradores publicaron el efecto de la aplicación de un campo 

eléctrico pulsado (PEF) en la biodisponibilidad de proteínas y minerales de la carne 

de venado (Bhat et al., 2019). En este estudio, se observó un incremento 

significativo en la digestibilidad proteica, en proteínas solubles y en disponibilidad 

de aminoácidos libres; esto hace que la técnica PEF sea útil en procesamiento de 

carne y en el desarrollo de nuevas estructuras de proteínas y alimentos con 

digestibilidad mejorada (Bhat et al., 2019). Sin embargo, se observó un descenso 

en la disponibilidad de minerales esenciales y un ligero aumento en metales 

pesados como Cd (Bhat et al., 2019).  

Gültekin-Ozgüven y colaboradores, en 2016, reportaron valores de bioaccesibilidad 

de procianidinas en digestiones gastrointestinales in vitro del grano de cacao, licor 

de cacao y polvo de cacao (Gültekin-Özgüven et al., 2016). En esta investigación 

se observó una bioaccesibilidad de las procianidinas entre el 65 y 70% tanto en las 

digestiones gástricas como en las intestinales, donde no se observó diferencias 

significativas entre el licor de cacao y el polvo de cacao (Gültekin-Özgüven et al., 

2016). Los autores concluyen que la diferencia del contenido de grasa en las 

matrices evaluadas no afecta a la bioaccesibilidad de las procianidinas (Gültekin-

Özgüven et al., 2016). 

Sin embargo, Toro y colaboradores argumentan un bajo porcentaje de 

bioaccesibilidad de procianidinas debido a la oxidación de éstas en la fase 

pancreática de la digestión. Además, solo existen procianidinas de cierto grado de 

polimerización que son realmente bioaccesibles, haciendo que la bioaccesibilidad 

de ellas sea muy selectiva (Toro-Uribe et al., 2019). 

Martini y colaboradores publicaron, en 2018, resultados de bioaccesibilidad, 

bioactividad y metabolismo celular de compuestos fenólicos en distintas 

formulaciones de chocolate sometidos a digestión gastrointestinal in vitro (Martini et 
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al., 2018). En estos resultados se puede observar que las digestiones 

gastrointestinales in vitro muestran una biodisponibilidad de los polifenoles 

presentes en el chocolate entre 38 y 71%; así mismo se evidenció que el 

enriquecimiento con otros ingredientes modifica la concentración de estos (Figura 

10) (Martini et al., 2018).  

Figura 10. Cambios en el contenido fenólico total durante la digestión gastrointestinal in vitro del 
chocolate negro (gris claro), chocolate negro con hojas de té (gris) y chocolate negro con cúrcuma 

(gris oscuro) (Martini et al., 2018). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO PRINCIPAL 

Evaluar la bioaccesibilidad de Cd en formulaciones de chocolatería con 

concentraciones de componentes diferentes usando digestiones gastrointestinales 

in vitro. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Determinar la bioaccesibilidad de Cd por digestión gastrointestinal in vitro de las 

formulaciones de chocolate empleadas en el diseño de experimentos. 

• Correlacionar las diferencias del porcentaje de bioaccesibilidad de Cd de las 

formulaciones de chocolate con los componentes principales (cacao, leche, 

azúcar y contenido de Cd total en el cacao). 

• Proponer una formulación de chocolate que posea el menor valor de 

bioaccesibilidad de Cd.  
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4 PARTE EXPERIMENTAL 

 

4.1 REACTIVOS Y MUESTRAS 

Las muestras de cacao fermentado y seco se obtuvieron de los municipios San 

Vicente de Chucurí y El Carmen de Chucurí, los cuales son los mayores productores 

de cacao en el departamento. Se tomaron seis veredas a través de todo el municipio 

realizando un muestreo aleatorio simple. Se escogieron muestras con la 

concentración de Cd entre 1 y 10 mg/kg y a una altitud entre 550 y 1400 m.s.n.m. 

Los reactivos para el procedimiento de digestión gastrointestinal in vitro y la 

cuantificación de Cd fueron pepsina de mucosa gástrica porcina, pancreatina de 

páncreas porcino, soluciones estándar de sales biliares, carbonato de amonio y 

ácido nítrico concentrado. Toda el agua que se utilizó en el desarrollo de la 

investigación fue ultrapura (0,056 μS/cm) tipo 1. 

 

4.2 PREPARACIÓN DE COBERTURAS 

4.2.1 Diseño para la preparación de las formulaciones. Las coberturas de 

chocolate para las digestiones gastrointestinales in vitro se fabricaron, basado en la 

Resolución 1511 del INVIMA (Ministerio de la Protección Social, 2011), usando un 

diseño de experimentos 24 más puntos centrales con cuatro factores que describen 

los componentes principales de la formulación de cacao (Tabla 2) con un total de 

96 experimentos, teniendo el valor de % de bioaccesibilidad de Cd como variable 

de respuesta. El diseño de experimentos se ejecutó y se analizó mediante el 

software Statistica. La cuantificación de Cd total se realizó por Espectroscopia de 

Absorción Atómica en llama. 
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Tabla 2. Descripción de los factores y sus niveles para el diseño de experimentos. 

Factores Nivel mínimo Nivel máximo Respuesta 

Concentración de Cd, mg/kg 1,23 9,11 

% 
bioaccesibilidad 

de Cd 

Licor de cacao, g 3 7 

Leche en polvo, g 0 4 

Azúcar, g 2 4 

 

4.2.2 Cuantificación de Cd total. Se cuantificó el contenido de Cd total presente 

en las coberturas de chocolate basado en el procedimiento de Echeverry y Reyes 

(Echeverry and Reyes, 2016). Se calcinó aproximadamente 3 g de la muestra en 

una mufla a 600 °C durante 4 horas. Luego, se disolvió en 10 mL de HCl 6 N y se 

llevó a ebullición por 5 min. Por último, se filtró el contenido con papel filtro, se 

adicionó 3 gotas de HNO3 al 65%, y se aforó a 25 mL. Las soluciones resultantes 

se analizaron por Espectrometría de Absorción Atómica (AAS) en llama utilizando 

un equipo PinAAcle 400 Perkin-Elmer y con las siguientes características: gas de 

combustión aire-acetileno a una presión de 2,5 Pa y un flujo de 1 L/min. La 

absorbancia de las muestras se leyó directamente a una longitud de onda de 254 

nm. 

 

4.3 DIGESTIÓN GASTROINTESTINAL IN VITRO 

Los ensayos de digestión gastrointestinal in vitro se desarrollaron siguiendo el 

procedimiento descrito por Minekus y colaboradores con algunas modificaciones 

(Minekus et al., 2014). A continuación, se describirán brevemente cada uno de los 

pasos que se siguieron. 
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4.3.1 Preparación de soluciones estándar. Para la digestión gastrointestinal in 

vitro, se prepararon soluciones estándar electrolíticas que simularon los fluidos de 

la digestión gástrica y digestión pancreática. Las soluciones estándar se prepararon 

con los siguientes reactivos y sus respectivas concentraciones (Tabla 3). Para 

ajustar y mantener el pH de las soluciones como fluidos de las digestiones, se utilizó 

NaOH 1 M y HCl 6 M. 

Tabla 3. Composición de las soluciones utilizadas como fluidos de las digestiones. 

Constituyentes 

Concentración en solución 
de fluido gástrico (SFG), 

mM 

Concentración en solución 
de fluido pancreático (SFP), 

mM 

pH 3 pH 7 

KCl 6,9 6,8 

KH2PO4 0,9 0,8 

NaHCO3 25 85 

NaCl 47,2 38,4 

MgCl2(H2O)6 0,1 0,33 

(NH4)Cl 0,5 - 

 

4.3.2 Digestión gástrica in vitro. Para la digestión gástrica in vitro, se pesó 

aproximadamente 5 g de cada formulación de chocolate y se mezcló con 7,5 mL de 

SFG, se adicionaron 1,6 mL de solución de pepsina porcina de 25000 U/mL (se 

disolvió la pepsina en SFG), 5 µL de CaCl2 0,3 M y 0,8 mL de HCl 1 M para llegar a 

pH 3. Todo el procedimiento se realizó durante 2 horas con agitación constante, 

controlando la temperatura entre 36 y 37 °C y un valor de pH entre 2,9 y 3,1. 
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4.3.3 Digestión pancreática in vitro. Para la digestión pancreática in vitro, se 

adicionaron 11 mL de SFP a la solución resultante de la anterior digestión, luego se 

adicionaron 5 mL de solución de pancreatina de 800 U/mL (se disolvió la 

pancreatina con SFP), 2,5 mL de bilis al 0,5%, 40 µL de CaCl2 0,3 M, 0,8 mL de 

NaOH 1 M para llegar a pH 7 y 0,3 mL de agua. Todo el procedimiento se realizó 

durante 2 horas con agitación constante, controlando la temperatura entre 36 y 37 

°C y un valor de pH entre 6,9 y 7,1. 

4.3.4 Concentración de Cd bioaccesible. La determinación del contenido de Cd 

bioaccesible se basó en la metodología propuesta por Barraza y colaboradores con 

algunas modificaciones (Barraza et al., 2017). Se adicionó el contenido resultante 

de la digestión pancreática a un tubo falcon de 50 mL y se centrifugó a 4000 rpm 

por 10 min. Luego, se adicionó el sobrenadante a un vaso precipitado de 100 mL, 

se adicionaron 5 gotas de HNO3 al 65%, se agitó un poco hasta observar un 

precipitado y se filtró el contenido con papel filtro recogiendo el filtrado en un balón 

aforado de 50 mL. Por último, se aforó la solución a 50 mL y se analizó por AAS en 

llama utilizando como gas de combustión aire-acetileno a las mismas condiciones 

descritas en el numeral 4.2.2. 

4.3.5 Determinación de la bioaccesibilidad del Cd. Se determinó la 

bioaccesibilidad del Cd a partir de la siguiente ecuación: 

% 𝑏𝑖𝑜𝑎𝑐𝑐𝑒𝑠𝑖𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑑𝑒 𝐶𝑑 =
[𝐶𝑑𝑏𝑖𝑜𝑎𝑐𝑐𝑒𝑠𝑖𝑏𝑙𝑒]

[𝐶𝑑𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙]
∗ 100 

Donde [𝐶𝑑𝑏𝑖𝑜𝑎𝑐𝑐𝑒𝑠𝑖𝑏𝑙𝑒] corresponde al contenido de Cd presente en la solución 

resultante de la digestión gastrointestinal sobre la cantidad de la formulación de 

chocolate utilizada en la digestión; y [𝐶𝑑𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙] corresponde a la concentración del Cd 

total de la formulación de chocolate. 
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4.4 CORRELACIÓN DE BIOACCESIBILIDAD DE CADMIO CON 

COMPONENTES DE FORMULACIONES 

Para determinar la correlación entre los componentes en las formulaciones de 

chocolate y la bioaccesibilidad de Cd, se realizó un análisis ANOVA a los resultados 

obtenidos. También se evaluó por medio de superficie de respuesta, gráficas de 

Pareto y correlación de datos predichos con observados. Se realizó un ajuste de la 

ecuación que describió el % de bioaccesibilidad de Cd en función de los factores 

evaluados que fueron significativos (cacao, azúcar, leche en polvo y concentración 

de Cd en cacao). Empleando esta ecuación se procedió a determinar las 

concentraciones de los componentes de la formulación de chocolate que posea 

menor valor en la bioaccesibilidad de Cd. 
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5 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

5.1 PRUEBAS PRELIMINARES 

Se realizaron pruebas preliminares para determinar las condiciones de la digestión 

gastrointestinal in vitro adecuadas para la posterior cuantificación de Cd 

bioaccesible. Se modificaron la composición de las soluciones electrolíticas y la 

concentración de HCl que se utilizó para mantener el pH de las digestiones fue de 

1 M. Con estos cambios se logró un mejor control del pH durante las digestiones 

(Figura 11). 

Figura 11. Valores de pH a través de la digestión gástrica (línea roja) y pancreática (línea azul) donde a) 
metodología de Minekus sin modificaciones; y b) metodología de Minekus con las modificaciones 

empleadas. 

 

A partir de ellas se infiere que las modificaciones implementadas en este trabajo 

condujeron a mantener un pH de 3,0 ± 0,1 y 7,0 ± 0,1 para las digestión gástrica y 

pancreática, respectivamente. Un control estricto del pH es importante debido a que 

fluctuaciones por encima de 0,1 puede variar la actividad de la pepsina, lo que 

conduciría a subestimar o sobreestimar el porcentaje bioaccesibilidad del Cd 

(Peixoto et al., 2016). 
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En este trabajo se determinó el contenido de Cd en los componentes que fueron 

usados posteriormente en las formulaciones, donde se corroboró que solo el cacao 

contribuye al contenido de Cd total en las formulaciones de chocolate.  

 

5.2 EFECTO DE LOS COMPONENTES 

Se determinó el % de bioaccesibilidad de Cd de cada una de las formulaciones de 

chocolate preparadas de acuerdo con el diseño de experimentos empleado (Anexo 

A). En la Tabla 4 se aprecia que el valor promedio del % de bioaccesibilidad de Cd 

fue de 19,61%; y los valores máximo y mínimo fueron de 32,56 y 7,22% 

respectivamente. 

Tabla 4. Aparte del Anexo A. Tabla de resultados. 
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1 1,23 3,00 0,00 2,00 0,74 0,14 18,92 

2 1,23 3,00 0,00 4,00 0,53 0,10 18,87 

12 1,23 7,00 0,00 2,00 0,97 0,07 7,22 

13 1,23 7,00 0,00 4,00 0,80 0,08 10,00 

84 9,11 3,00 4,00 2,00 3,01 0,98 32,56 

85 9,11 3,00 4,00 4,00 2,56 0,60 23,44 

95 9,11 7,00 4,00 2,00 4,89 1,11 22,70 

96 9,11 7,00 4,00 4,00 4,26 0,80 18,78 

Promedio 19,61 

 

Estos valores muestran la influencia de la formulación sobre el porcentaje de 

bioaccesibilidad de Cd; por tal motivo, es importante determinar las cantidades de 

cacao, leche y azúcar, y la concentración de Cd en el cacao adecuadas para la 
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elaboración de formulaciones de chocolate con menores valores de % de 

bioaccesibilidad de Cd.  

Los datos se ajustaron a una ecuación de efectos lineales con interacciones como 

se presenta en la siguiente ecuación. 

𝑌 = 𝑋0 + 𝑋𝐴𝐴 + 𝑋𝐵𝐵 + 𝑋𝐶𝐶 + 𝑋𝐷𝐷 + 𝑋𝐴𝐵𝐴𝐵 + 𝑋𝐴𝐶𝐴𝐶 + 𝑋𝐴𝐷𝐴𝐷 + 𝑋𝐵𝐶𝐵𝐶 + 𝑋𝐵𝐷𝐵𝐷 + 𝑋𝐶𝐷𝐶𝐷 

Donde Y es el % de bioaccesibilidad de Cd, Xn es el coeficiente de cada variable y 

A, B, C y D son las variables de cantidad de cacao, leche en polvo, azúcar y 

concentración de Cd en cacao respectivamente. 

Se realizó un análisis estadístico ANOVA a los valores obtenidos (Anexo A) 

enmarcados en el modelo de la ecuación anterior para comparar la significancia de 

las variables en el modelo (Tabla 5). También se analizaron los efectos 

estandarizados de las variables del modelo a través del diagrama de Pareto (Figura 

12). 

Tabla 5. Resultado ANOVA de las variables del modelo inicial planteado. 

Factor Suma de cuadrados (SS) Valor F Valor P 

A: Cacao, g 1181,112 718,2899 0,000000 

B: Leche, g 863,688 525,2495 0,000000 

C: Azúcar, g 13,846 8,4206 0,004723 

D: [Cd] cacao, mg/kg 178,712 108,6829 0,000000 

AB 42,150 25,6334 0,000002 

AC 12,383 7,5307 0,007399 

AD 7,295 4,4363 0,038131 

BC 77,877 47,3607 0,000000 

BD 2,494 1,5169 0,221486 

CD 11,962 7,2745 0,008432 

Error 139,769 
 

Total SS 2622,307 

 



   
 

42 
 

Al comparar el valor P de cada variable (Tabla 5) se puede apreciar que solo la 

interacción BD, que corresponde a la cantidad de leche y a concentración de Cd en 

el cacao, no tiene efecto significativo (valor P>0,05). Asimismo, se observa que las 

variables correspondientes a la cantidad de cacao y de leche son las que mayor 

influencia posee en el modelo inicial propuesto. 

Figura 12. Diagrama de Pareto con los valores absolutos de los efectos estandarizados estimados para 
el modelo inicial planteado en la ecuación. Las variables A, B, C y D corresponden a cantidad de 

cacao, leche en polvo, azúcar y concentración de Cd en cacao respectivamente. 
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Los efectos estandarizados del modelo inicial propuesto se pueden observar en el 

diagrama de Pareto (Figura 12). En la figura se corrobora que las variables 

correspondientes a cantidad de cacao y de leche son las de mayor influencia en el 

modelo. Sin embargo, la cantidad de cacao (que posee la mayor influencia en el 

modelo) tiene un efecto negativo en el % bioaccesibilidad de Cd, mientras que la 

cantidad de leche y la concentración de Cd en cacao posee un efecto positivo, 

observándose en el signo negativo y positivo de cada efecto estandarizado, 

respectivamente (Figura 12). 
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Efecto de la cantidad de cacao 

A mayor cantidad de cacao en las formulaciones, teniendo constantes las demás 

variables de la formulación, el % de bioaccesibilidad disminuye (Figura 13). 

Figura 13. Gráfica de bioaccesibilidad de Cd en función de cantidad de cacao, manteniendo las otras 
variables fijas a mitad del valor. 

 

Como se mencionó en la sección de pruebas preliminares, sólo el cacao aporta en 

el contenido de Cd total de las formulaciones; por lo tanto, a mayor cantidad de 

cacao utilizado en la formulación, mayor contenido de Cd total en la formulación. 

Siguiendo la misma lógica, se esperaría que, a mayor cantidad de cacao, mayor 

contenido de Cd en la fase bioaccesible después de la digestión gastrointestinal; sin 

embargo, este efecto es contrario. Una de las razones por las que el efecto de la 

cantidad de cacao en el % de bioaccesibilidad de Cd sea inverso se debe, en parte, 

a la presencia de grasa en el cacao. 

En efecto, la presencia de componentes no polares (grasa) en las formulaciones de 

chocoloate impide la liberación de metales y moléculas polares en la fase polar y 

disminuye la probabilidad de ser bioaccesibles después de la digestión 

gastrointestinal (Martini et al., 2018). Además, en la digestión pancreática hay 

presencia de bilis, que contribuye a la disolución y degradación de las grasas. La 

degradación de éstas producen compuestos más pequeños que pueden atrapar 

metales o moléculas polares de menor tamaño en forma de micelas o complejos 
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que se vuelven insolubles en la digestión y, por ende, puede disminuir la 

concentración de Cd bioaccesible después de la digestión gastrointestinal (Peixoto 

et al., 2016; Barraza et al., 2017). 

En los ácidos grasos que constituyen los triglicéridos del cacao, cerca de una tercera 

parte son ácidos grasos insaturados, que corresponde entre un 17 y 20% en el 

cacao (Perea-Villamil et al., 2009). En una pequeña proporción, los metales de 

transición pueden participar como catalizadores en la oxidación de ácidos grasos 

insaturados presentes en las formulaciones de chocolate, y la probabilidad de actuar 

como catalizadores en vez de estar disponibles en la matriz es mayor en matrices 

con alto contenido de ácidos grasos insaturados (Stohs, 1995). 

Efecto de la cantidad de leche 

Teniendo en cuenta la cantidad de leche en polvo que se utilizó para la elaboración 

de las formulaciones; a medida que este valor incrementa, tomando constantes las 

demás variables de la formulación (Figura 14), el % de bioaccesibilidad también 

incrementa.  

Figura 14. Gráfica de bioaccesibilidad de Cd en función de cantidad de leche, manteniendo las otras 

variables fijas a mitad del valor. 

 

Este efecto se analizó considerando las características químicas, funcionales y 

estructurales que posee este componente principal. 
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La leche en polvo posee diversos compuestos como aminoácidos, proteínas, 

lípidos, entre otros que pueden actuar como quelantes en metales pesados (Jenkins 

and McGuire, 2006). Sin embargo, la cisteína es una de las pocas moléculas que 

contribuye a la quelación y precipitación de los iones de Cd2+ (Cobbett and 

Goldsbrough, 2002). Este efecto se debe a la afinidad del átomo de azufre con el 

Cd, que puede actuar en el enlace coordinado con el metal y generar complejos 

(Cobbett and Goldsbrough, 2002) que pueden ser insolubles en la fase bioaccesible. 

A pesar de ello, el contenido de cisteína presente en la leche en polvo es muy bajo, 

en cambio, el contenido de otros aminoácidos polares y de ácidos orgánicos es 

elevado. La presencia de un componente polar de gran proporción en las 

formulaciones de chocolate como la leche y, sumado a esto, el alto contenido de 

acidez presente en ella ayuda a liberar más iones de Cd2+ en la fase polar y 

aumentar la probabilidad de ser bioaccesible después de la digestión 

gastrointestinal. 

Efecto de la concentración de Cd en el cacao 

Evaluando la concentración de Cd en el cacao que se utilizó para la elaboración de 

las formulaciones; a medida que este valor incrementa, teniendo constantes las 

demás variables de la formulación, el % de bioaccesibilidad también incrementa 

(Figura 15). Esto se debe a un efecto de adición de Cd en la formulación elaborada, 

ya que la matríz posee mayor cantidad de Cd que puede ser solubilizada y ser 

bioaccesible en las digestiones gastrointestinales. 
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Figura 15. Gráfica de bioaccesibilidad de Cd en función de concentración de Cd en cacao, 
manteniendo las otras variables fijas a mitad del valor. 

 

Efecto de la cantidad de azúcar 

Para la cantidad de azúcar que se utilizó en la elaboración de las formulaciones; a 

medida que este valor se incrementa, teniendo constantes las demás variables de 

la formulación, el % de bioaccesibilidad disminuye (Figura 16). Aunque el efecto de 

la cantidad de azúcar es pequeño en comparación al efecto de las otras variables 

(Figura 12, Diagrama de Pareto), ésta es una variable significativa en el modelo 

inicial propuesto. 

Figura 16. Gráfica de bioaccesibilidad de Cd en función de cantidad de azúcar, manteniendo las otras 

variables fijas a mitad del valor. 

 

Este efecto puede ser atribuido a la formación de complejos de Cd insolubles con la 

sacarosa y otros endulzantes en la fase intestinal de la digestión, reduciendo la 
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concentración de Cd bioaccesible y, por ende, el % de bioaccesibilidad de Cd 

(Peixoto et al., 2016). Sin embargo, este efecto es poco pronunciado dado que la 

retención del Cd en la matriz alimentaria es más eficiente en presencia de otras 

moléculas que forman complejos con proteínas con azufre (Cobbett and 

Goldsbrough, 2002) o forman estructuras micelares (Peixoto et al., 2016; Barraza et 

al., 2017). 

 

5.3 MODELO DE PREDICCIÓN 

De acuerdo con lo anterior, los datos se ajustaron a un nuevo modelo corregido de 

efectos lineales con interacciones, eliminando la interacción BD (cantidad de leche 

y [Cd] en cacao) la cual no fue significativa. A continuación, se muestra la ecuación 

ajustada: 

% 𝐵𝑖𝑜𝑎𝑐𝑐𝑒𝑠𝑖𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑑𝑒 𝐶𝑑

= 24,92 − 3,20𝐴 + 2,67𝐵 + 0,22𝐶 + 1,09𝐷 + 0,23𝐴𝐵 + 0,25𝐴𝐶 − 0,05𝐴𝐷

− 0,64𝐵𝐶 − 0,14𝐶𝐷 

El modelo ajustado explicó el comportamiento de los datos experimentales en un 

94,01% observándose una tendencia lineal entre los datos experimentales y los 

calculados con el modelo ajustado (Figura 17). 
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Figura 17. Gráfica de valores observados vs valores predichos con el modelo ajustado para el % de 
bioaccesibilidad de Cd. 
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A partir del modelo ajustado, se obtuvieron las gráficas de superficie de respuesta 

para la bioaccesibilidad de Cd de las formulaciones de chocolate preparadas (Figura 

18 y Anexo B - F).  
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Figura 18. Superficie de respuesta del modelo ajustado graficando % de bioaccesibilidad de Cd en 
función de cantidad de leche y cacao, manteniendo las otras dos variables fijas a mitad del valor. 

 

En las gráficas de superficie de respuesta se puede observar una tendencia de los 

datos similares a la reportada en la gráfica de Pareto, con una disminución del % de 

bioaccesibilidad Cd cuando la cantidad de cacao aumenta, y un aumento en la 

bioaccesibilidad cuando las cantidades de leche y [Cd] en el cacao aumentan. 

Si bien, el contenido de azúcar es una variable significativa en el % de 

bioaccesibilidad de Cd, en las gráficas se puede observar que el efecto es muy 

pequeño, considerándose en algunas de ellas, como constante (Anexo B - F). Este 

efecto se puede corroborar con los valores de los efectos estandarizados de la 

gráfica de Pareto (Figura 12) y en la tabla ANOVA del modelo inicial planteado 

(Tabla 5). 
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5.4 VALOR MÍNIMO 

Una vez obtenido el modelo matemático para describir el comportamiento del % de 

bioaccesibilidad de Cd en las formulaciones de chocolate; se determinaron los 

valores de las variables que corresponden a formulaciones con el valor mínimo de 

bioaccesibilidad. 

A través del modelo matemático, la formulación más apropiada es de 7 g de cacao, 

0 g de leche y 2 g de azúcar, utilizando un cacao de 1,23 mg/kg de Cd, con un % 

bioaccesibilidad de Cd de 7,07%; así mismo, otros valores mínimos se obtuvieron 

para formulaciones de chocolate con otras concentraciones de Cd en el cacao y 

mayor cantidad (Tabla 6). 

Tabla 6. Puntos experimentales de valor mínimo de % de bioaccesibilidad de Cd utilizando cacao de 
[Cd] conocida. 
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 Bioaccesibilidad de Cd, % 

Error, % 
Valor 

experimental 
Valor 

predicho 

7 0 2 1,23 7,22 7,07 2,08 

70 0 20 5,43 9,21 8,94 2,96 

70 0 20 9,11 11,65 10,57 9,24 

 

Luego de haber obtenido la formulación para el valor mínimo, se procedió a tomar 

el valor experimental de la formulación de chocolate propuesta por el modelo 

ajustado, obteniéndose un error de 2,08%. También, se realizaron los puntos 

experimentales para las otras formulaciones de valor mínimo de % de 

bioaccesibilidad de Cd fijando el valor de [Cd] en cacao, con errores del 2,96 y 

9,24%. 

Estos resultados muestran que las formulaciones de chocolate, para cualquier 

concentración de Cd del cacao utilizado dentro del intervalo del modelo (Tabla 2), 

que poseen menor valor de % de bioaccesibilidad de Cd corresponden a chocolate 
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negro o amargo (dark chocolate); donde el alto contenido de grasa puede favorecer 

a la retención del Cd en la digestión gastrointestinal, y la ausencia de compuestos 

ácidos, como la leche, puede evitar la liberación del Cd en su forma bioaccesible. 

 

5.5 EVALUACIÓN DEL MODELO 

Se realizó la evaluación del modelo ajustado obtenido utilizando varias 

formulaciones diferentes a los puntos experimentales utilizados para el modelo. De 

los datos obtenidos, se calculó el error del valor predicho por el modelo para 10 

formulaciones experimentales donde se obtuvieron errores de 8,84% en promedio 

(Tabla 7). 

Tabla 7. Puntos experimentales de formulaciones de chocolate para la validación del modelo ajustado. 
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 Bioaccesibilidad de Cd, % 

Error, % 
Valor 

experimental 
Valor predicho 

3 0 3 9,11 23,27 22,97 1,31 

3 2 2 6,63 28,51 25,80 9,51 

3 2 4 9,11 27,33 24,26 11,23 

5 0 2 6,63 16,47 15,57 5,45 

5 0 4 6,63 18,73 16,66 11,09 

5 4 4 9,11 24,54 22,39 8,77 

70 0 30 6,63 11,64 10,55 9,31 

70 20 40 6,63 16,87 15,03 10,86 

70 40 30 6,63 22,02 19,99 9,22 

3087 0 1023 8,41 15,22 13,45 11,64 

 

El modelo se ajustó para las variables estipuladas en la elaboración de las 

formulaciones de chocolate; sin embargo, el modelo puede aplicarse para grandes 
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cantidades de cacao, leche y azúcar (A, B y C respectivamente) siempre y cuando 

se mantenga la proporción estipulados para este modelo (Tabla 2).  

Esta afirmación se sustenta en resultados obtenidos (Tabla 7) para formulaciones 

de mayor masa; por ejemplo, para una formulación de 4 kilos, el valor experimental 

y predicho de bioaccesibilidad de Cd fueron 15,22 y 13,45%, respectivamente, 

diferencia que representa tan solo un 11,64% de error.  

 

5.6 COMPARACIÓN CON OTROS VALORES 

Los valores obtenidos de % de bioaccesibilidad de Cd para esta investigación se 

compararon con otros resultados de otros autores (Tabla 8). Si bien, las matrices 

utilizadas en los otros trabajos no son las mismas, utilizan como base cacao en los 

productos elaborados. 

Tabla 8. Comparación del % de bioaccesibilidad de Cd con otros autores. 

Valor 

Bioaccesibilidad de Cd, % 

Chocolate 
(Este trabajo) 

Licor de cacao 
(Barraza et al. 2017) 

Polvo bebida de chocolate 
(Peixoto et al. 2016) 

Promedio 19,61 ± 5,25 99,2 ± 4,13 6,5 ± 3,04 

Menor 7,22 91,0 3,0 

Mayor 32,56 106,2 11,1 

 

Una de las diferencias en el valor de % de bioaccesibilidad de Cd de este trabajo 

con el trabajo de Barraza y colaboradores es debido a que solo consideraron la 

digestión gástrica como procedimiento para determinar la fracción de Cd 

bioaccesible. Una de las razones de esta consideración se debe a que ellos 

mencionan que hay probabilidad de absorción de Cd antes de entrar a la fase 

pancreática, pero es una hipótesis aún por confirmar (Barraza et al., 2017). También 
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modificaron las condiciones de la digestión para obtener altos % de bioaccesibilidad 

y maximizar los efectos en una posible intoxicación (Barraza et al., 2017). 

Los valores de bioaccesibilidad del trabajo de Peixoto y colaboradores son menores 

a los reportados ya que ellos utilizaron diferentes formulaciones de polvo de bebida, 

algunas de ellas con adiciones de compuestos funcionales que contribuyeron a una 

reducción del % de bioaccesibilidad de Cd. Además en ese trabajo también se 

optimizaron la cantidad de bilis y el pH en las digestiones gastrointestinales, 

incluyendo adiciones de compuestos dietarios como pectina y celulosa, que 

condujeron a menores valores de bioaccesibilidad de Cd (Peixoto et al., 2016). 
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6 CONCLUSIONES 

 

Se obtuvo un modelo matemático para correlacionar el % bioaccesibilidad de Cd 

con los componentes cacao, leche, azúcar y concentración de Cd total en el cacao; 

donde explicó el comportamiento de los datos experimentales con los datos 

predichos en un 94,01% y la evaluación del modelo mostró errores de 8.84% en 

promedio. En el modelo se encontró efecto significativo en todas las contribuciones 

lineales; observándose efectos negativos en la cantidad de cacao y azúcar, y 

efectos positivos en la cantidad de leche y la concentración de Cd en cacao. La 

contribución lineal de la cantidad de cacao y la cantidad de leche fueron las variables 

más significativas en el modelo. 

Se propuso una formulación con la cantidad de cacao y azúcar correspondientes a 

un chocolate amargo, con un % bioaccesibilidad de Cd de 7,07%. Además, 

utilizando cacao de concentración de Cd dentro del intervalo del modelo, se propuso 

formulaciones que corresponde a chocolate amargo (dark chocolate) que poseen % 

de bioaccesibilidad de Cd predichos menores al 11 %. 
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7 RECOMENDACIONES 

 

Este trabajo plantea como recomendación obtener un modelo para correlacionar la 

bioaccesibilidad de Cd con otros componentes de formulación de chocolate como 

componentes funcionales, endulzantes naturales y/o sintéticos, adición de frutos 

secos o rellenos, etc. También se puede implementar otras metodologías de 

digestión gastrointestinal, como métodos estáticos, con movimientos mecánicos, 

entre otros. 

Por otro lado, se planea evaluar la bioaccesibilidad del Cd en chocolate en presencia 

de otras matrices de alimentos y cómo la presencia de estos alimentos pueda 

contribuir en tener menores valores de bioaccesibilidad de Cd. 

Por último, se plantea determinar y evaluar la bioaccesibilidad de Cd para chocolate 

de mesa, producto característico en la canasta familiar santandereana, obteniendo 

un modelo para correlacionar con componentes de este producto. 
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ANEXOS 

 

Anexo A. Tabla de resultados. 
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1 1,23 3,00 0,00 2,00 0,74 0,14 18,92 

2 1,23 3,00 0,00 4,00 0,53 0,10 18,87 

3 1,23 3,00 2,00 3,00 0,46 0,10 21,74 

4 1,23 3,00 4,00 2,00 0,41 0,10 24,39 

5 1,23 3,00 4,00 4,00 0,34 0,08 23,53 

6 1,23 5,00 0,00 3,00 0,77 0,10 12,99 

7 1,23 5,00 2,00 2,00 0,69 0,12 17,39 

8 1,23 5,00 2,00 3,00 0,63 0,11 17,46 

9 1,23 5,00 2,00 3,00 0,63 0,12 19,05 

10 1,23 5,00 2,00 4,00 0,58 0,10 17,24 

11 1,23 5,00 4,00 3,00 0,53 0,12 22,64 

12 1,23 7,00 0,00 2,00 0,97 0,07 7,22 

13 1,23 7,00 0,00 4,00 0,80 0,08 10,00 

14 1,23 7,00 2,00 3,00 0,71 0,09 12,68 

15 1,23 7,00 4,00 2,00 0,66 0,13 19,70 

16 1,23 7,00 4,00 4,00 0,58 0,09 15,52 

17 1,23 3,00 0,00 2,00 0,75 0,14 18,67 

18 1,23 3,00 0,00 4,00 0,54 0,11 20,19 

19 1,23 3,00 2,00 3,00 0,46 0,10 21,74 

20 1,23 3,00 4,00 2,00 0,42 0,10 23,81 

21 1,23 3,00 4,00 4,00 0,34 0,07 20,59 

22 1,23 5,00 0,00 3,00 0,77 0,10 12,99 

23 1,23 5,00 2,00 2,00 0,67 0,12 17,91 

24 1,23 5,00 2,00 3,00 0,62 0,10 16,13 

25 1,23 5,00 2,00 3,00 0,62 0,12 19,35 

26 1,23 5,00 2,00 4,00 0,56 0,11 19,64 

27 1,23 5,00 4,00 3,00 0,52 0,12 23,08 

28 1,23 7,00 0,00 2,00 0,94 0,07 7,45 
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29 1,23 7,00 0,00 4,00 0,77 0,08 10,39 

30 1,23 7,00 2,00 3,00 0,72 0,09 12,50 

31 1,23 7,00 4,00 2,00 0,66 0,12 18,18 

32 1,23 7,00 4,00 4,00 0,57 0,10 17,54 

33 6,63 3,00 0,00 2,00 3,98 0,87 21,86 

34 6,63 3,00 0,00 4,00 2,84 0,62 21,83 

35 6,63 3,00 2,00 3,00 2,49 0,67 26,91 

36 6,63 3,00 4,00 2,00 2,21 0,69 31,22 

37 6,63 3,00 4,00 4,00 1,81 0,45 24,86 

38 6,63 5,00 0,00 3,00 4,14 0,69 16,67 

39 6,63 5,00 2,00 2,00 3,68 0,80 21,74 

40 6,63 5,00 2,00 3,00 3,32 0,70 21,08 

41 6,63 5,00 2,00 3,00 3,32 0,70 21,08 

42 6,63 5,00 2,00 4,00 3,01 0,64 21,26 

43 6,63 5,00 4,00 3,00 2,76 0,73 26,45 

44 6,63 7,00 0,00 2,00 5,16 0,53 10,27 

45 6,63 7,00 0,00 4,00 4,22 0,52 12,32 

46 6,63 7,00 2,00 3,00 3,87 0,58 14,99 

47 6,63 7,00 4,00 2,00 3,57 0,80 22,41 

48 6,63 7,00 4,00 4,00 3,09 0,60 19,42 

49 6,63 3,00 0,00 2,00 3,98 0,88 22,11 

50 6,63 3,00 0,00 4,00 2,84 0,64 22,54 

51 6,63 3,00 2,00 3,00 2,49 0,65 26,10 

52 6,63 3,00 4,00 2,00 2,21 0,66 29,86 

53 6,63 3,00 4,00 4,00 1,81 0,46 25,41 

54 6,63 5,00 0,00 3,00 4,14 0,68 16,43 

55 6,63 5,00 2,00 2,00 3,68 0,81 22,01 

56 6,63 5,00 2,00 3,00 3,32 0,67 20,18 

57 6,63 5,00 2,00 3,00 3,32 0,73 21,99 

58 6,63 5,00 2,00 4,00 3,01 0,67 22,26 

59 6,63 5,00 4,00 3,00 2,76 0,72 26,09 

60 6,63 7,00 0,00 2,00 5,16 0,52 10,08 

61 6,63 7,00 0,00 4,00 4,22 0,55 13,03 

62 6,63 7,00 2,00 3,00 3,87 0,60 15,50 

63 6,63 7,00 4,00 2,00 3,57 0,77 21,57 

64 6,63 7,00 4,00 4,00 3,09 0,62 20,06 

65 9,11 3,00 0,00 2,00 5,49 1,14 20,77 

66 9,11 3,00 0,00 4,00 3,87 0,85 21,96 

67 9,11 3,00 2,00 3,00 3,38 0,90 26,63 

68 9,11 3,00 4,00 2,00 3,01 0,93 30,90 
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69 9,11 3,00 4,00 4,00 2,52 0,63 25,00 

70 9,11 5,00 0,00 3,00 5,71 0,92 16,11 

71 9,11 5,00 2,00 2,00 5,06 1,09 21,54 

72 9,11 5,00 2,00 3,00 4,57 0,96 21,01 

73 9,11 5,00 2,00 3,00 4,60 0,93 20,22 

74 9,11 5,00 2,00 4,00 4,11 0,85 20,68 

75 9,11 5,00 4,00 3,00 3,80 0,97 25,53 

76 9,11 7,00 0,00 2,00 7,05 0,70 9,93 

77 9,11 7,00 0,00 4,00 5,79 0,68 11,74 

78 9,11 7,00 2,00 3,00 5,35 0,72 13,46 

79 9,11 7,00 4,00 2,00 4,93 1,06 21,50 

80 9,11 7,00 4,00 4,00 4,23 0,75 17,73 

81 9,11 3,00 0,00 2,00 5,43 1,20 22,10 

82 9,11 3,00 0,00 4,00 3,87 0,79 20,41 

83 9,11 3,00 2,00 3,00 3,42 0,88 25,73 

84 9,11 3,00 4,00 2,00 3,01 0,98 32,56 

85 9,11 3,00 4,00 4,00 2,56 0,60 23,44 

86 9,11 5,00 0,00 3,00 5,69 0,99 17,40 

87 9,11 5,00 2,00 2,00 5,03 1,10 21,87 

88 9,11 5,00 2,00 3,00 4,58 0,93 20,31 

89 9,11 5,00 2,00 3,00 4,53 0,97 21,41 

90 9,11 5,00 2,00 4,00 4,10 0,86 20,98 

91 9,11 5,00 4,00 3,00 3,83 0,96 25,07 

92 9,11 7,00 0,00 2,00 7,08 0,78 11,02 

93 9,11 7,00 0,00 4,00 5,82 0,66 11,34 

94 9,11 7,00 2,00 3,00 5,29 0,71 13,42 

95 9,11 7,00 4,00 2,00 4,89 1,11 22,70 

96 9,11 7,00 4,00 4,00 4,26 0,80 18,78 
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Anexo B. Superficie de respuesta del modelo ajustado graficando % bioaccesibilidad de Cd en función 
de cantidad de azúcar y cacao, manteniendo las otras dos variables fijas a mitad del valor. 

 

Anexo C. Superficie de respuesta del modelo ajustado graficando % bioaccesibilidad de Cd en función 
de [Cd] en cacao y cantidad de leche, manteniendo las otras dos variables fijas a mitad del valor. 
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Anexo D. Superficie de respuesta del modelo ajustado graficando % bioaccesibilidad de Cd en función 
de cantidad de azúcar y leche, manteniendo las otras dos variables fijas a mitad del valor. 

 

Anexo E. Superficie de respuesta del modelo ajustado graficando % bioaccesibilidad de Cd en función 
de [Cd] en cacao y cantidad de cacao, manteniendo las otras dos variables fijas a mitad del valor 
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Anexo F. Superficie de respuesta del modelo ajustado graficando % bioaccesibilidad de Cd en función 
de [Cd] en cacao y cantidad de azúcar, manteniendo las otras dos variables fijas a mitad del valor. 

 

 


