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RESUMEN

TITULO: DETERMINACION DE LAS CONDICIONES PARA LA HIDROLISIS DE
SACAROSA PRESENTE EN MUCILAGO DE CACAO CCN 51*

AUTOR: JHON JAIRO SARMIENTO SUAREZ?
PALABRAS CLAVE: Cromatografia liquida, azlcares, hidrolisis, resina.

DESCRIPCION: Los lixiviados de cacao representan aproximadamente el 5% en peso del
total del peso del fruto fresco; estos residuos son vertidos sin ningun tipo de control a las fuentes
hidricas en las fincas cacaoteras. Sin embargo, estos residuos son ricos en azucares como la
glucosa, fructosa y sacarosa; razon por la cual podrian ser empleados como fuente de carbono en
procesos de fermentacion o como edulcorante en la formulacion de alimentos. Pese a sus
potenciales aplicaciones, el residuo tiene una fuerte cantidad de sacarosa que lo hace no deseable
para llevar a cabo procesos de fermentacién. A la fecha no hay reportes en los que se hidrolice
este tipo de residuos para obtener azucares que puedan ser facilmente empleados en procesos de
fermentacion. Por lo tanto, en este trabajo se estudio el efecto de la temperatura y relacion
resina:sacarosa (p/p) sobre la hidrolisis catalitica y no catalitica de la sacarosa presente el
mucilago filtrado de cacao (Var. CCN-51). Para esto se usé un disefio factorial 2° compuesto
central rotable + puntos centrales. Este modelo se usd para determinar la influencia de las
variables estudiadas sobre la conversion de sacarosa.

En el proceso de hidrélisis catalitica, el diagrama de Pareto con un nivel de confianza del 95%
muestra que tanto la temperatura como la relacién resina:sacarosa (p/p) tienen influencia
significativa sobre la hidrdlisis catalitica de mucilago de cacao filtrado, por el contrario en la
hidrolisis no catalitica la Unica variable que tiene un efecto significativo es el tiempo y no la
temperatura. El proceso de hidrélisis usando como catalizador la resina Amberlite IR 120H tiene
algunas ventajas respecto a la hidrélisis no catalitica, como el trabajo a bajas temperaturas,
alcanzando conversiones de sacarosa de un 86%. Teniendo en cuenta que el catalizador es facil
de retirar de la solucidn, tiene una buena estabilidad y se activa de una manera sencilla, se
reutilizo tres veces en hidrolisis sucesivas, experimento 8, en los cuales la conversion de sacarosa
es cerca del 81% en todos los experimentos, concluyendo que el catalizador no presenta una
pérdida de actividad.

! Trabajo de Grado
2 Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director: Dr. Luis Javier Lépez Giraldo; MSc. Arley

R. Villamizar J.
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ABSTRACT

TITLE: DETERMINATION OF THE CONDITIONS FOR THE HYDROLYSIS OF
SUCROSE PRESENT IN COCOA MUCILAGE TYPE CCN 51*

AUTHOR: JHON JAIRO SARMIENTO SUAREZ?
KEYWORDS: Liquid chromatography, sugars, hydrolysis, resin.

DESCRIPTION: The cocoa leachates represent approximately 5% by weight of the total
weight of the fresh fruit; this waste is discharged without any control to the water sources in the
cocoa farms. However, these residues are rich in sugars such as glucose, fructose and sucrose;
which is why they could be used as a carbon source in fermentation processes or as a sweetener
in food formulation. Despite its potential applications, the residue has a high amount of sucrose
that makes it undesirable to carry out fermentation processes. To date there are no reports in
which this type of waste is hydrolyzed to obtain sugars that can be easily used in fermentation
processes. Therefore, in this work, the effect of the temperature and ratio of resin: sucrose (w/w)
on the catalytic and non-catalytic hydrolysis of the sucrose present in the filtered cocoa mucilage
(Var CCN-51) was studied. For this, a rotable central composite factorial design + central points
was used. This model was used to determine the influence of the variables studied on the sucrose
conversion.

In the process of catalytic hydrolysis, the Pareto diagram with a confidence level of 95%
shows that both the temperature and resin: sucrose ratio (w / w) have a significant influence on
the catalytic hydrolysis of filtered cocoa mucilage by the In the non-catalytic hydrolysis, the only
variable that has a significant effect is time and not temperature. The hydrolysis process using
the Amberlite IR 120H resin as a catalyst has some advantages over non-catalytic hydrolysis,
such as working at low temperatures, achieving 86% sucrose conversions. Taking into account
that the catalyst is easy to remove from the solution, has a good stability and is activated in a
simple way, it was reused three times in successive hydrolysis, experiment 8, in which the
saccharose conversion is close to 81 % in all experiments, concluding that the catalyst does not
show a loss of activity.

! Workdegree

2 Faculty of Science. School of Chemistry. Director: Dr. Luis Javier Lépez Giraldo; MSc.

Arley R. Villamizar J.
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Introduccion

El aprovechamiento de subproductos agricolas surge debido a la creciente escasez de recursos
naturales y problemas ambientales, tendiendo a convertir estos subproductos en ingredientes
alimentarios como bebidas de baja concentracién alcohdlica y néctar(Sendra et al., 2009). El
mucilago de cacao de la especie "Coleccion Castro Naranjal 51" (CCN-51) tiene un alto
potencial para ser utilizado como un ingrediente en el procesamiento de alimentos como
refrescos, vinos, mermeladas y vinagre por su alto contenido de azlcares (Oddoye, Agyente-
Badu, & Gyedu-Akoto, 2013). Vera et al. realizaron la caracterizacion de los azlcares presentes
encontrando concentraciones de 6,15% de sacarosa, 5,08% de fructosa y 4,67% de glucosa

(Vera, 2013).

El cacao CCN-51 es conocido por la resistencia que presenta frente a condiciones
climaticas especificas y su alto rendimiento, por lo tanto, se comercializa mayormente como
cacao a granel (Herrmann et al., 2015). En el proceso de beneficio (fermentacion y secado) se
han identificado compuestos precursores de aromas deseables e indeseables, llegandose a
proponer métodos alternativos de beneficio con el fin de mejorar las caracteristicas sensoriales
de las masas de cacao obtenidas a partir de este material (Pallares, 2016). En Colombia se estima
que hay cerca de 170.106 hectareas sembradas en cacao con una produccion de 70.106 toneladas

en el 2017 (Agronet, 2018).
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Durante el proceso de poscosecha se generan subproductos como el mdcilago de cacao que son
aptos para ser hidrolizados para aumentar el contenido de monosacaridos. Algunos de los
catalizadores sélidos encontramos las zeolitas, resinas, arcillas, silices y otros 0xidos, los cuales

se han usado para hidrolizar hemicelulosa, celobiosa, sacarosa y maltosa (Chem, 2014).

Para realizar un seguimiento del grado de conversion de disacaridos en monosacaridos se ha
usado la cromatografia liquida de alta resolucion con detector de indice de refraccion. Esta
técnica es facil de usar, obteniendo resultados que son exactos y reproducibles; garantizando el

seguimiento del proceso de hidrdlisis (Hurst, Martin, & Zoumas, 1979).

Existen antecedentes del uso de hidrolisis quimica para producir azUcares simples (fructosa y
glucosa) que pueden emplearse en alimentos (Johnson et al., 2009). Por lo anterior, el presente
trabajo busca determinar las mejores condiciones para hidrolizar la sacarosa presente en el

mucilago de cacao, con el fin de obtener jarabes con un mayor contenido de glucosa y fructosa.

1. Marco Tedrico

1.1 El cacao (Theobroma cacao L)

El cacao (Theobroma cacao L) inicia su historia en los pueblos Olmeca y Maya del golfo de

México, quienes creian que el cacao les habia sido entregado directamente por los dioses. El
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cacao fue introducido en la corte real espafiola a mediados de 1550 y sus derivados contintan

teniendo un atractivo especial en la cultura moderna (Bennett, 2003).

Actualmente es un importante cultivo comercial en todo el mundo. Hay entre 5 y 6 millones
de agricultores en los paises en desarrollo que producen alrededor del 90% de la produccién de
cacao; asi mismo, 40 a 50 millones de personas dependen del cacao para su sustento. Durante el
procesamiento del cacao se generan grandes cantidades de residuos. La cascara de vaina de
cacao, las cascaras de cacao y el mucilago de cacao son los tres principales subproductos

generados (Martinez et al., 2012).

1.2 Mucilago de cacao

Cuando se extraen los granos de cacao, éstos se encuentran cubiertos por una masa blanca
(mucilago) tal y como se muestra en la Figura 1. La presencia de mucilago en la capa del grano
protege la planta durante extensos periodos de sequia por medio de la absorcion de agua
facilitando la germinacion. Sin embargo, cuando se almacenan los granos de cacao la presencia
de mucilago afecta negativamente a la germinaciéon (Adu, Cobbinah, Asare, Yawson, & Taah,

2017).

Se le denomina sudoracién de cacao, al liquido amarillento palido que se genera producto de
la descomposicion del mucilago que rodea el grano de cacao fresco y es un subproducto residual
de la industria del cacao. EI mucilago constituye aproximadamente el 10% del peso del fruto de

cacao (Adams, Dougan, Glossop, Twiddy, & Britain, n.d.).
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El mucilago es altamente &cido debido a su bajo pH de aproximadamente 4,05, indicando la
presencia de &cidos organicos como el lactico, acético y citrico, siendo el Gltimo el que se
encuentra en mayor proporcion. Una ventaja de su acidez es que lo mantiene libre de bacterias

contaminantes (Quizhpi, 2016).

Figura 1. Frutos de cacao frescos rodeados de mucilago.

Se ha demostrado que el mucilago puede ser estabilizado con la adicion de productos
quimicos y tratamiento térmico; sin embargo, por las nuevas tendencias de los consumidores
hacia productos naturales no es recomendable realizar la adicion de estos productos, cuando el
mucilago de cacao es utilizado en la preparacién de bebidas alcohdlicas la microfiltracion mejora

las caracteristicas organolépticas de la bebida y a temperaturas entre 20°C y 30°C se mantienen



HIDROLISIS DE SACAROSA EN MUCILAGO DE CACAO CCN51 18
estables las propiedades fisicoquimicas y microbiologias por aproximadamente 28 dias (Vera,

2013).

El mucilago de cacao contiene cerca de un 14-15 % en peso de azlcares (disacaridos y
monosacaridos); el porcentaje restante corresponde a agua (80 -90 %), pectina (2 — 3%) y sales
minerales (1%), en lo que respecta a los azlcares alrededor del 60% es sacarosa y el restante es

una mezcla de glucosa y fructosa (Santana, 2017).

1.3 Hidrélisis de sacarosa

OH OH
o) & 0]
H* + HO \‘/\ OH HO \\/\ OH
HO N o= HO-) =
OH[ | 0 OH OH ot OH
‘ H
OH OH
Sacarosa

OH OH

3 o)
HO \‘/\ OH OH
o] o] ,
H,0 + HO Sl HO S HO w
0—X=0? OH <= Ho R +
. ) OH OH
OH

+H*
Glucosa Fructosa

Figura 2. Hidrolisis catalitica de sacarosa. Adaptado de McMurry, 2007.

Los catalizadores heterogéneos son usados ampliamente en procesos de refinacién del petréleo,
tales como craqueo catalitico fluido e isomerizacién (Marcilly, 2006). Estos catalizadores pueden

ser el reemplazo de los catalizadores enzimaticos en la hidrdlisis de sacarosa, dando como
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resultado la obtencion de glucosa y fructosa en una reaccion de una etapa como se muestra en la

Figura 2; guardando una alta actividad catalitica y selectividad.

Con este tipo de hidrolisis se obtiene glucosa que puede ser empleada como materia prima en
la sintesis de productos quimicos, tales como como sorbitol, acido glucérico, entre otros (Dhepe,

Ohashi, Inagaki, Ichikawa, & Fukuoka, 2005).

Los catalizadores acidos solidos tienen varias ventajas sobre los catalizadores acidos liquidos:
facilidad de separacion del producto, reciclabilidad y menos dafio al reactor. En la hidrolisis de
los enlaces glicosidicos los catalizadores alcanzan rendimientos de hasta un 90% (Kim,
Hendrickson, Mosier, & Ladisch, 2005). Ademas, el uso de catalizadores acidos solidos puede

reducir los contaminantes que tendran un impacto sobre el medio ambiente (Huang & Fu, 2013).

La hidrdlisis de sacarosa utilizando la enzima invertasa como catalizador es un proceso que se
aplica cominmente en la industria alimentaria para mejorar la calidad del sabor del producto
(Balia, Grosso, Tronci, & Desogus, 2017). El uso de enzimas en este proceso tiene una serie de
inconvenientes, baja estabilidad térmica, problemas de separacion y recuperacion de la enzima y
del producto. Una alternativa es reemplazar los catalizadores enzimaticos no soportados con

catalizadores heterogéneos (Okuhara, 2002).

La hidrdlisis de sacarosa se ha llevado a cabo utilizando catalizadores heterogéneos, como
zeolitas, poliestireno con grupos de é&cido sulfénico y silice mesoporosa sulfonada (Pito,
Fonseca, Ramos, Vital, & Castanheiro, 2012). La utilizacion de catalizadores sélidos para la
hidrolisis &cida de disacéridos se ha estudiado con gran detalle en la lactosa usando varias resinas

de intercambio i6nico. En comparacion con la hidrolisis enzimatica, la utilizacion de las resinas
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de intercambio i6nico ofrece la ventaja de no ser inhibida por los productos (Hahn-Hégerdal,

Skoog, & Mattiasson, 1983).

En general, los catalizadores heterogéneos con buenas actividades cataliticas poseen sitios
cataliticos y sitios de adsorcion, asi como una mayor superficie especifica. Muchos tipos de
catalizadores heterogéneos, tales como zeolitas, 6xidos de metales, y resinas sulfonadas, se han

usado en la hidrolisis de celulosa (Zhu, Gan, Li, & Yang, 2017).

H H H H

| SO ~ SOSH
SO3H X \ 2~S03HX

| |
HHHHHHHHHH

Cadena del pohmero H” 1ntercamb1ables Enlace cruzado

Figura 3. Estructura resina Amberlite IR120 (Chakraborty et al., 2017)

Se han logrado sintetizar resinas tipo Amberlite, un polimero de poliestireno con grupos
sulfonados, (P-SO3H) como se muestra en la figura 3. En la cual los grupos sulfonados
interactan con grupos OH de las moléculas de celulosa para adsorber el sustrato sobre la
superficie del catalizador, seguido se hidrolizan los enlaces glicosidicos por los grupos
sulfonicos, logrando rendimientos de hasta un 93% y a una temperatura de 393 K durante 10 h

(YYabushita, 2016).
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;

Paso 2

Superficie de la resina

Figura 4. Hidrolisis de sacarosa usando una resina como catalizador

La cinética de la hidrolisis heterogénea de sacarosa usando como catalizador una resina de
intercambio idnico se ha investigado con anterioridad. Teniendo en cuenta factores como la
temperatura y el tamafio de particula sobre la cinética de reaccion, a su vez se han usado
diferentes resinas como Amberlite IR-120, Dowex 50W-X8 y Amberlist IR-15 (Adnadjevic &
Jovanovic, 2012). La hidrolisis de sacarosa se expresa como una inversion y la mezcla equimolar
resultante de glucosa y fructosa se denomina azucar invertido como se muestra en la figura 4. El
término se basa en un cambio de rotacidn especifica durante la hidrdélisis. Las mutarrotaciones
que siguen a la hidrolisis de los disacaridos se dan sobre carbono anomérico (Belitz, Grosch, &

Schieberle, 2009).

1.4 Reacciones secundarias durante los procesos de hidrolisis de disacaridos

El pardeamiento no enzimatico o las reacciones de Maillard deben ser consideradas

cuidadosamente en procesos de suministro de calor, tales como pasteurizacion, deshidratacién y
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esterilizacion de los alimentos. Como resultado de este tipo de reacciones, se puede observar en
algunos alimentos, que después de realizados estos procesos los alimentos toman tonalidades
marrones u oscuras. En particular, a condiciones acidas o neutras (pH 3-7) y en presencia de
aminoéacidos en el medio los azlcares reductores no son estables. Esto implica que en la reaccion
de Maillard haya una condensacion que involucra una molécula que contiene un grupo amino
primario, especialmente aminoacidos, polipéptidos y proteinas y un azucar reductor con un grupo

carbonilo, por ejemplo la glucosa o fructosa (Parisi & Luo, 2018).

1.5 Hidrélisis no catalitica de azUcares

La autohidrolisis en comparacidn con otros procesos es respetuosa con el medio ambiente,
debido a que otros procesos utilizan productos quimicos como agentes hidroliticos (Conde,
Moure, Dominguez, & Carlos, 2011). Este tipo de proceso hidrotérmico se conoce con diferentes
nombres como: autohidrdlisis, licuefaccion acuosa, extraccién acuosa, pretratamiento acuoso,
pretratamiento hidrotérmico, prehidrolisis acuosa y coccion a presion en agua (Moniz,

Carvalheiro, & Duarte, 2016).

Trabajando a temperaturas entre 150 y 230 °C, el enlace O-H del agua comienza a debilitarse,
permitiendo la autoionizacion en iones hidronio acidos (Hs0") que actiian como catalizadores e
iones hidroxido basicos (OH"). A estas temperaturas, la constante de ionizacion (Kw) del agua
aumenta con la temperatura. Ademas, los iones hidronio generados a partir de la autoionizacion

del &cido acético actian de igual manera como catalizadores, mejorando la cinética de la
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reaccion. Como los iones hidronio generados a partir de los grupos acetilo tienen un papel
importante en la hidrdlisis, este proceso funciona mejor para los materiales que tienen un
contenido significativo de grupos acetilo, como es el caso de las maderas duras y la mayoria de

los residuos agricolas (A. Ruiz, Rodri, Fernandes, Vicente, & Teixeira, 2013).

1.6 Caracterizacion de azucares usando Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC)

La cromatografia liquida de alta eficiencia HPLC permite la separacién y cuantificacion de
sustancias 0 grupos de sustancias en poco tiempo. La cromatografia liquida de alta eficiencia
posee determinadas ventajas al momento de realizar analisis de azlcares, debido a su gran

solubilidad en agua y su idoneidad para la separacion de especies no volatiles o termolabiles.

Asi mismo, esta técnica analitica es una de la méas utilizada debido a su sensibilidad, facil
adaptacion a las determinaciones cuantitativas exactas, posee una gran adaptabilidad a sustancias
de gran importancia en la industria como: aminoacidos, &cidos nucleicos, hidrocarburos,
carbohidratos, farmacos, antibi6ticos, terpenos, proteinas, plaguicidas, esteroides, especies

organometalicas y una gran variedad de sustancias inorganicas (P. C. Ruiz, 2014).

En HPLC la elucién de los compuestos se puede llevar a cabo usando una mezcla de disolventes.
Si la composicion de la mezcla de disolventes permanece constante a lo largo de la etapa de
elucion, ésta se denomina isocrética. Por otro lado, cuando la composiciéon de la mezcla de
disolventes varia en el transcurso de la etapa de elucidon, se le denomina elucion en gradiente

(Bélanger, Jocelyn Paré, & Sigouin, 1997).
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1.7 Detectores empleados para la determinacion de azucares por HPLC

La mayoria de los detectores se basan en fenmenos muy comunes y son, con algunas
excepciones, modificaciones de la tecnologia existente y no se basan en principios nuevos; entre
ellos encontramos, el ultravioleta (UV), indice de refraccion (RI), fluorescencia, detectores

electroquimicos, dispersion de luz entre otros (Miller, 2005).

El detector ideal para HPLC debe tener una sensibilidad adecuada, buena estabilidad y
reproducibilidad, respuesta lineal y debe ser no destructivo. Un detector, unico para todos los
compuestos quimicos, con estas cualidades es imposible de tener; por lo tanto, el sistema de
deteccion utilizado dependerd de la naturaleza de la muestra. Los detectores de indice de
refraccion Rl son los mas usados en el analisis de azlcares por HPLC (Martinez Montera,

Rodriguez Dodero, Guillén Sanchez, & Barroso, 2004).

El detector de Rl mide el cambio entre el indice de refraccion del disolvente puro y del
disolvente con la muestra que salen de la columna Si las dos soluciones difieren en su indice de
refraccion se produce una desviacion del haz incidente y varia la sefial. El detector de RI es
universal, pero tiene algunas desventajas, baja sensibilidad y estabilidad y no puede usarse con

elucion de gradiente (Herrera, 2011).

Para la determinacion de sacarosa, glucosa y fructosa en jugos de frutas se ha utilizado la
cromatografia de idn-exclusion usando una columna a base de una resina sulfonada (Chinnici,

Spinabelli, Riponi, & Amati, 2005). La cromatografia de ion-exclusion implica la separacion de
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diferentes especies usando una columna de intercambio ionico, los aniones de la muestra se
excluyen de la fase de la resina mediante las cargas fijas de los grupos sulfonados (-SO3’) 0

grupos mixtos de sulfonados y carboxilados de la resina de intercambio catiénico (Fritz, 1991).

2. Estado del Arte

2.1 Hidrolisis de azucares usando resinas de intercambio iénico

En diversos estudios se han realizado hidrolisis de azUcares, di- y polisacaridos provenientes de
subproductos agricolas, para ello se han utilizado diferentes resinas de intercambio iénico como

catalizadores, como se resume en la tabla 1.

Tabla 1.

Condiciones de hidrélisis encontradas en la literatura usando diversas resinas de intercambio

iénico.
Autor Resina Técnica, R/S (p/p) Condiciones Conversion
mensurando b (%)
(Adnadjevic & Amberlite
Jovanovic, DNS, sacarosa 2,6 170°C,1h 85-100
IR 120 H
2012)
(Plazl, .
Leskowiek, & 00N HpLC, sacarosa 1.6 80 °C, 3 100

Koloini, 1995)
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: Técnica, - Conversion
Autor Resina mensurando R/S (p/p) Condiciones (%)
(ZajSek & Amberlite IR Real-time FTIR,
79°C,15h 1
Gorsek, 2010) 120 H sacarosa 36 9°C. 15 00
Marzo, .
Gervasini, & Arztiezr(l)ne HPLC, sacarosa - 80°C,4h 91
Carniti, 2012)
(Takagaki,
Tagusagawa, & Amberlyst 15 HPLC, sacarosa 0,2 80 °C, 2h 75
Domen, 2008)
(Dhgggse)t Al Amberlyst15 HPLC, sacarosa 05 80 °C, 4h 88
(Kimetal., Amberlyst HPLC, 110-130 °C, i
2005) 35W celobiosa 166 2h 80-100
(Kltggc())ge)t al, Amberlyst 15 Celobiosa 0,8 90°C,24h 62
(Xu et al., 2008) Dowfggo X2 SEC, maltose 05  120°C,26h 95

R/S: Relacion resina-sustrato

A partir de la informacién tabulada en la tabla 1 se puede concluir que las reacciones de
hidrolisis se llevan a cabo usando relaciones resina: sacarosa de 0,2 a 166; temperatura entre 80 y

120°C y tiempos de reaccion entre 1y 24 horas.

Algunos trabajos de hidrolisis sobre la sacarosa se han enfocado en el tamafio de particula de
una resina de intercambio i6nico y la concentracidn de sacarosa, encontrandose ademas que el
calentamiento por microondas acelera significativamente la velocidad de las reacciones quimicas
y los procesos fisico-quimicos, alcanzando mayores rendimientos. Por ejemplo, las velocidades
de hidrdlisis isotérmica heterogénea de sacarosa usando resina de intercambio idnico Amberlite
IR-120H incrementan entre 5-7 veces cuando se emplea el calentamiento por microondas,

(Adnadjevic & Jovanovic, 2012).

La hidrdlisis de sacarosa, maltosa y celobiosa, se ha realizado en condiciones suaves (50-80

°C) usando resinas acidas (Amberlite A120 y A200) como catalizadores acidos sélidos en un
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reactor continuo, alcanzando una conversion completa de sacarosa a una temperatura de trabajo

de 80°C y buenos valores de conversion para celobiosa y maltosa(Marzo et al., 2012).

Desde el punto de vista de la quimica verde, en los procesos de hidrolisis es de vital
importancia el uso de catalizadores heterogéneos que trabajen en un medio acuoso. La catalisis
heterogénea para la hidrdlisis de celulosa tiene ciertas ventajas respecto a las homogéneas por su

facil separacion y reutilizacion.

2.2 Método para la determinacion de sacarosa glucosa y fructosa en alimentos

Filip et al. (2016) desarrollaron un método de HPLC-RI para la determinacion simultanea de
glucosa, fructosa, sacarosa y sorbitol en muestras de cascara de manzana, usando una columna
Carbosep Coregel 87H3. Con un limite de deteccion de 2,67- 4,83 pg/mL. El método fue

validado por una linealidad R? > 0.99 (Filip, Vlassa, Coman, & Halmagyi, 2016).

Murillo et al. (2016) han desarrollado un método de HPLC preciso y exacto con el cual se
pueden determinar sacaridos como sacarosa, glucosa y fructosa en mieles, con un limite de
deteccion de 0,05 mg/mL. EI método fue comprobado usando cuatro pardmetros de desempefio y

un coeficientes de variacion < 5% (Murillo, Villamizar, Pico, Jaimes, & Lopez, 2016).
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3. Objetivos

3.1 Objetivo general

Establecer las condiciones de hidrolisis de residuos de mucilago del material de cacao CCN-51

para generar jarabes con una mayor concentracion glucosa y fructosa.

3.2 Objetivos especificos

o Determinar la influencia de las variables del proceso (relacion sustrato:catalizador y
temperatura) sobre la conversion de sacarosa presente en el mucilago de cacao CCN-51,
en azlcares simples (glucosa, fructosa), usando como catalizador una resina de

intercambio i6nico Amberlite IR 120.

o Determinar la influencia de la temperatura y el tiempo como variables de la hidrolisis no

catalitica de la sacarosa presente en el mucilago de cacao CCN-51.

o Determinar el efecto de la reactivacion de la resina de intercambio i6nico sobre la

actividad catalitica de hidrdlisis de la sacarosa presente en el mucilago de cacao CCN-51.
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4. Materiales y Metodologia

4.1 Reactivos y muestras

Los reactivos glucosa, fructosa y sacarosa fueron marca Merck. El agua que se uso en el
procedimiento fue ultra-pura (0,056 uS/cm) para HPLC, obtenida del equipo Aqua Solutions®
modelo 2122A ubicado en el laboratorio de alimentos CICTA. Las muestras de mucilago de

cacao fueron del material CCN-51 plantado en la finca Napoles en el municipio de Lebrija.

4.2 Caracteristicas del equipo y columna usada para la cuantificacion de azUcares

El equipo que se uso para llevar a cabo el andlisis fue un cromatégrafo liquido HPLC Thermo
Dionex Ultimate 3000 equipado con desgasificador, inyector automatico, una columna ICE
COREGEL 107-H (Transgenomic) un detector Rl RefractoMax520. Los demas parametros del

equipo y de la columna se muestran en la tabla 2.
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Tabla 2.

Parametros del equipo de HPLC para el andlisis de azlcares

Parametros Especificaciones
Columna COREGEL 107-H 7,8 x 300 mm (8 um)
Temperatura de la columna 30°C
Temperatura del detector RI 30°C
Volumen de inyeccion 20 pL
Flujo 0,6 mL/min
Fase movil Isocratico; 0,005 M de H,SO,4

4.3 Realizacion de la curva de calibracion

Inicialmente se prepararon las soluciones patron de sacarosa, glucosa y fructosa, pesando el
reactivo en la balanza y diluyendo en agua tipo 1. Las soluciones preparadas para realizar las

curvas de calibracion fueron las siguientes:



Tabla 3.

Soluciones patron de azlcares

HIDROLISIS DE SACAROSA EN MUCILAGO DE CACAO CCN51

Concentracion

Patrones Fructosa Glucosa Sacarosa

1 1 mg/mL 0 mg/mL 1 mg/mL

2 2,5 mg/mL 2,5 mg/mL 2,5 mg/mL
3 5 mg/mL 5 mg/mL 5 mg/mL

4 10 mg/mL 10 mg/mL 10 mg/mL
5 15 mg/mL 15 mg/mL 15 mg/mL
6 20 mg/mL 20 mg/mL 20 mg/mL

4.4 Preparacion de las muestras

31

El mucilago se retir6 del grano usando un desmucilaginador manual. Seguidamente se

homogeneiz6 empleando una licuadora; el jugo obtenido se filtrd para eliminar los sélidos en

suspension, después se pasteurizd a 75°C por 5 minutos.

Una vez esterilizado se procedi6é a determinar las concentraciones de azlcares siguiendo el

procedimiento descrito por Murillo et al. (2016). Brevemente, se disolvieron, a 23 °C,

aproximadamente 2 g mucilago filtrado en 10 mL de agua tipo 1, y la mezcla se agit6 por 2

minutos y se centrifug6 a 4000 rpm, seguidamente una parte de la solucién se pasé por un filtro

de jeringa de 0,45 um y membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF). Se inyectaron 20 puL
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del filtrado al equipo de HPLC. Los azUcares se identificaron y cuantificaron con el detector RI,
de acuerdo con los tiempos de retencién de estandares inyectados previamente. Finalmente, la
concentracion individual de los azlcares (sacarosa, glucos y fructosa) se calcul6d utilizando la

curva de calibracion de cada patron.

4.5 Caracterizacion fisico-quimica del mucilago filtrado

Al mucilago filtrado se le determinaron las siguientes propiedades fisico-quimicas: acidez
titulable (AOAC 942.15), pH (AOAC 970.21), proteina (AOAC 970.22), acido citrico (AOAC
986.13), humedad (AOAC 931.04) y cenizas (AOAC 972.15). La acidez titulable se determiné

usando una solucion de NaOH 0,1 N y fenolftaleina como indicador.

La determinacion individual de azlcares antes y después de la pasteurizacion se desarrollé

siguiendo el procedimiento descrito en la seccién 4.4.

4.6 Hidrdlisis catalitica del mucilago filtrado

La hidrolisis se llevo a cabo usando, como catalizador, una resina de intercambio i6nico de
tipo Amberlite IR 120. El efecto de las variables temperatura y relacion resina:sacarosa sobre la

conversidn de sacarosa se evaluaron teniendo en cuenta trabajos previos como el de Zajsek et al.
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(2010) y un experimento preliminar, en el cual se hidrolizd la sacarosa presente en el mucilago
filtrado a una temperatura de 80 °C vy relacion resina sacarosa de 3,6, el tiempo en el cual la
reaccion alcanzo un estado estable fue de una hora, la agitacion de la resina dentro del reactor se
realizd con un shaker Heidolph vibramax 1000 (ZajSek & GorSek, 2010). Esto se hizo
inicialmente, con el fin de tener un punto de referencia para la hidrolisis de sacarosa presente en
mucilagos filtrados, debido a que en la literatura no hay reportes al respecto, los reportes de la

literatura mencionan la hidrélisis de sacarosa pura.

Lo anterior se llevara a cabo con base en un disefio de superficie de respuesta: compuesto
central rotable 2° mas puntos centrales con 3 réplicas, donde se usaran como variables
temperatura y relacion resina:sacarosa, los niveles maximos y minimos usados en el disefio
experimental se indican en la tabla 4. El software utilizado fue STATISTICA versién 10 para

Windows.

La conversion de la sacarosa después de cada proceso de hidrdlisis se calculd a partir de la

ecuacion:

C;—C;
= 100
"

Donde C; es la concentracién de sacarosa en el tiempo de reaccion y C; es el valor inicial de

sacarosa (Adnadjevic & Jovanovic, 2012).

Los datos obtenidos fueron tratados con un andlisis de varianza (ANOVA) a una sola via,
usando el programa STATISTICA version 10 de prueba para Windows, y asi determinar si las
variables a evaluar en las hidrdlisis tienen algun efecto estadisticamente significativo sobre el

proceso.



HIDROLISIS DE SACAROSA EN MUCILAGO DE CACAO CCN51 34
Para determinar cuales términos contribuyen mas a la variabilidad de la conversién de sacarosa
se usé el diagrama de Pareto, en el cual se compar6 la magnitud relativa y la significancia
estadistica de cada uno de los efectos. El diagrama fue construido con los valores absolutos de

los efectos estandarizados, con un nivel de confianza del 95 %.

Tabla 4

Valores maximos y minimos del disefio experimental de hidrdlisis catalitica

Niveles Temperatura (°C) Relacién resina:sacarosa (p/p)
-1 70 3,2
+1 80 3,6

4.7 Hidrolisis no catalitica del mucilago filtrado

En la hidrdlisis no catalitica se evalu6 en el efecto del tiempo del tiempo y la temperatura
sobre la conversion de sacarosa, para ello se utilizaron las condiciones de temperatura de
Sepulveda y colaboradores en la hidrolisis no catalitica de sacarosa presente en residuos de pifia,
una temperatura entre 150 - 175 °C (Sepulveda, Romani, Aguilar, & Teixeira, 2018). Teniendo
en cuenta que para la hidrolisis no catalitica de sacarosa en mucilagos filtrados, no hay reportes

al respecto en la literatura, se mencionan hidrolisis de otros subproductos industriales.

Lo anterior se llevara a cabo con base en un disefio de superficie de respuesta: compuesto

central rotable 2* mas puntos centrales con 2 réplicas, donde se usaron como variables
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temperatura y tiempo los niveles maximos y minimos usados en el disefio experimental se

indican en la tabla 5. El software utilizado fue STATISTICA version 10 para Windows.

Tabla 5.

Valores maximos y minimos del disefio experimental de hidrdlisis no catalitica

Niveles Temperatura °C Tiempo (min)
-1 150 5
+1 175 10

4.8 Reutilizacion del catalizador

El rendimiento de la resina fue analizado usandose de nuevo en hidrolisis sucesivas bajo las

condiciones determinadas en el numeral 4.6 este proceso se llevé a cabo por triplicado.

Entre cada uso del catalizador se realiz una activacion de la resina manteniéndola en una
solucion de 500 mL de HCI 2 M durante 5 min, seguidamente se lav6 con agua destilada con el
fin de eliminar trazas de HCI y azucares restantes atrapados en las matrices de las resina (Zajsek
& Gorsek, 2010). Para calcular la eficiencia del catalizador se tuvo en cuenta la conversion de

sacarosa como se muestra en el numeral 4.6, comparando los valores de los experimento 8.
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5. Resultados

5.1 Andlisis de la curva de calibracién

En la tabla 6 se tabulan los tiempos de retencidn de la sacarosa, glucosa y fructosa; los cuales

fueron determinados a partir de 5 inyecciones individuales para cada uno de los estandares.

Tabla 6

Tiempo de retencion de sacarosa, glucosa y fructosa

Mensurando tr (min)
Sacarosa 5,96 + 0,04
Glucosa 7,22 0,01
Fructosa 7,87 +£0,02

t,: tiempo de retencion

Para cada curva se calculd la ecuacion de la recta y el valor de R* como se muestra en la tabla
7. De acuerdo con los resultados obtenidos se puede apreciar que cada uno de los mensurandos
presenté un comportamiento lineal; los valores de R? son mayores a 0,999. De acuerdo con lo

anterior el método se comporta de forma lineal dentro del intervalo de 1 — 20 mg/mL.
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Tabla 7.

Caracteristicas de las curvas de calibracion

Mensurando Ecuacion de la recta Valor R Intervalo
Sacarosa y =2,7935x - 0,1455 R2=0,9993 1-20 mg/mL
Glucosa y =2,8829x - 0,6393 R2=0,9993 1-20 mg/mL
Fructosa y=2,9917x - 0,8361 Rz =0,9989 1-20 mg/mL

y: concentracion en mg/L; x: area.

5.2 Caracterizacion fisicoquimica del mucilago filtrado.

Los resultados del analisis bromatoldgico mostrado en la tabla 8, se compararon con el trabajo
realizado por Vera et al. (2013) para la caracterizacion bromatoldgica de un cacao CCN-51, de
acuerdo con la tabla, los valores encontrados en este trabajo son similares a los previamente
reportados por Vera et al. (2013). Después del proceso de pasteurizacion no se observan cambios
significativos entre los diferentes parametros, s6lo un leve descenso en las concentraciones de

azucares por las reacciones de Maillard en el proceso de pasteurizacion.
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Tabla 8.

Resultados del analisis bromatoldgico
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Parametro

Antes de

pasteurizacion

Después de

pasteurizacion

(Vera, 2013)

Acidez titulable
(%écido citrico)
pH

Proteina (g/1009)
Humedad (g/100g9)
Cenizas (g/100g)
Sacarosa (g/100g)
Glucosa (g/100g)
Fructosa (g/1009)

°Brix

0,83 + 0,06

3,42 + 0,07

0,50 + 0,03

6,34 +0,20
6,49 £ 0,14
6,51 + 0,10-

174+10

0,87 £ 0,04

3,35+0,08
0,47 £ 0,03
82,75+0,01
0,20 £ 0,03
6,31 + 0,06
6,28 £ 0,09
6,46 + 0,06

175+13

1,05 + 0,05

3,25+0,08
0,28 £0,01
84,20 *+ 3,53
1,50 + 0,06
6,15 + 0,06
4,67 £ 0,05
5,08 +£ 0,08

168+1,1

5.3 Hidrdlisis catalitica del mucilago filtrado

Las concentraciones obtenidas de los azUcares (sacarosa, glucosa y fructosa) después de la

hidrolisis catalitica del mucilago filtrado de cacao se muestran en la Tabla 9. La mayor

conversidn de sacarosa (86%) se alcanzé bajo las condiciones del experimento 8 ver figura 5, sin

embargo todos los experimentos alcanzaron conversiones por encima del 50%.
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Tabla 9.

Resultados hidrolisis catalitica de sacarosa

Variables
Variables de respuesta
independientes

Temperatura R:S Sacarosa Glucosa Fructosa
P °C) (p/p) (9/1009) (9/1009) (9/100g)
I NA NA 6,31 £ 0,06 6,46 £ 0,09 8,27 £ 0,06
1 68 3,4 2,93 +0,07 7,41+0,17 8,94 + 0,39
2 70 3,2 2,13+0,03 7,67 +0,16 9,65+0,45
3 70 3,6 2,10 £ 0,04 7,91+0,13 9,83+0,11
4 75 3,1 1,37 £0,07 8,09+ 0,16 10,69 + 0,12
5 75 3,7 1,26 £ 0,07 7,99 £ 0,08 10,66 + 0,16
6 80 3,6 2,20 £ 0,06 7,98 £0,22 9,95+0,13
7 80 3,2 2,20+ 0,11 7,96 £ 0,08 9,86 £ 0,18
8 82 3,4 0,88 + 0,02 8,00 + 0,08 10,80 + 0,61

NA: no aplica, R:S: relacion resina sacarosa
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Figura 5. Conversion de la sacarosa en la hidrdlisis catalitica

Las cantidades de glucosa y fructosa obtenidas después de la hidrolisis no son equimolares; lo
anterior puede explicarse si se considera que tal vez se produjeron reacciones de Maillard debido
al pH acido y a las sustancias nitrogenadas (aminoéacidos, polipéptidos y proteinas) presentes en
los filtrados del mucilago; estas pudieron reaccionar con los azlcares reductores (glucosa y
fructosa) en diferentes proporciones explicando asi las diferencias en concentracion obtenidas.
Otra posible razén por la cual no se obtienen cantidades equimolares de glucosa y fructosa es que
a pH acido, durante la hidrdlisis de sacarosa, puede darse la transposicién de Bruyn-van
Ekenstein en la cual una aldosa (glucosa) se puede convertir en una cetosa (fructosa) y viceversa

(Miljkovic, 2009).

El efecto de las modificaciones en la relacion resina:sacarosa y temperatura fueron evaluados

usando un diagrama de Pareto. De acuerdo con los resultados mostrados en la Figura 6 se puede
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concluir que las variables temperatura y relacion resina:sacarosa tienen una incidencia

significativa sobre la variable de respuesta dentro de un nivel de confianza del 95%.

(1)Temperatura (*C)(L) | .3_715?2
Relacion (R:S)(Q) | 2,933692
Temperatura (*C)Q) | 2779353
(2)Relacién (RS)(L) F 12653254
1Lby2L - -.063197
p=.05

Figura 6. Diagrama de Pareto para efectos en hidrdlisis catalitica

La Figura 6 muestra el efecto estandarizado de cada variable en la hidrélisis catalitica de
sacarosa. Las barras que pasan la linea vertical corresponden a los efectos estadisticamente

significativos, con un nivel de confianza del 95%.

El efecto de la temperatura (°C) y la relacion resina:sacarosa (p/p) en la hidrdlisis catalitica se
muestra en la Figura 7. Como se observo, a valores altos de temperatura y una relacion
resina:sacarosa cercana a 3,4, se tiene una mayor conversion de sacarosa se obtuvo una
conversion del 86% de sacarosa, la conversion de sacarosa no alcanza un 100% como en el
trabajo de Zajsek et al. (2013) porque a diferencia de éste, la hidrdlisis se realiza con un
mucilago el cual estd compuesto por una variedad de productos como compuestos nitrogenados,

acido lactico, acético y citrico que reducen la cantidad de sacarosa hidrolizada.
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Figura 7. Superficie de respuesta del efecto de la temperatura (°C) y relacion resina: sacarosa

(R:S) sobre la hidrolisis catalitica

5.4 Hidrodlisis no catalitica de mucilago filtrado

Los azucares obtenidos (sacarosa, glucosa y fructosa) y las respectivas concentraciones
después de la hidrolisis no catalitica del mucilago filtrado se muestran en la Tabla 10. La mayor
conversion de sacarosa fue del 57%, la cual se alcanzo bajo las condiciones del experimento 1

como lo expresa la Figura 8.
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Tabla 10.

Resultados hidrolisis no catalitica

Variables independientes Variables de respuesta

Temperatura  Tiempo Sacarosa Glucosa Fructosa

o (°C) (min) (9/1009) (9/1009) (9/100g)
I NA? NA 6,92 £ 0,81 6,39 0,12 8,72 £ 0,04
1 175 15 2,71+ 0,06 8,44 + 0,50 10,98 + 1,06
2 175 5 6,21 +1,26 6,25+ 0,14 8,83+ 0,65
3 150 5} 6,44 + 0,98 6,79 £ 0,14 8,74 £ 0,06
4 150 15 459 +0,71 7,33+0,39 9,60 + 0,09
5 145 10 584 +1,44 6,74 + 1,05 8,86 + 0,35
6 180 10 4,06 +1,02 7,35+0,85 10,08 + 0,84
7 163 17 3,92+0,33 7,85+0,48 10,31+1,10
8 163 3 6,70 £ 0,25 6,77 £ 0,36 8,33+0,01

®NA: no aplica
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Figura 8. Rendimiento de la sacarosa en la hidrdlisis no catalitica

En la hidrolisis no catalitica al trabajar a temperaturas por encima de los 100 °C, hay una
evaporacion de agua pero esto no genera un cambio en las cantidades de de glucosa y sacarosa.
Al igual que en la hidrolisis catalitica, las cantidades de glucosa y fructosa después de los
procesos hidrolitico no son equimolares; luego es razonable pensar que las explicaciones dadas

con anterioridad también aplican para este caso.

Para la hidrolisis no catalitica también se evaluaron los efectos de las variables temperatura
(°C) y tiempo (min) y las interacciones entre si, aplicando un andlisis de varianza ANOVA
(ANEXO 3), de acuerdo con los resultados obtenidos (Figura 9) se concluye que la temperatura
es la unica variable que tiene un efecto significativo sobre la variable de respuesta a un nivel de

confianza del 95%.
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Figura 9. Diagrama de Pareto para efectos en hidrolisis no catalitica

Sepulveda y colaboradores realizaron una hidrolisis no catalitica de residuos de pifia a
temperaturas de hasta 200 °C, concluyendo que la temperatura y el tiempo tienen un efecto
estadisticamente significativo sobre la hidrdlisis no catalitica de sacarosa en residuos de pifia. En
este caso la temperatura no juega un efecto significativo debido a que en los residuos de pifia no
solo hidrolizan sacarosa sino otros polisacaridos en los cuales es importante la temperatura de

trabajo ya que de ella dependen procesos como la despolimerizacion de hemicelulosa y

degradacién de la lignina presente en los residuos de pifia (A. Ruiz et al., 2013).
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Figura 10. Superficie de respuesta del efecto de la temperatura (°C) y el tiempo (min) sobre la

hidrolisis no catalitica

El efecto de la temperatura (°C) y el tiempo en la hidrolisis no catalitica se muestra en la
figura 10. Como se observé a valores altos de temperatura y un mayor tiempo, se obtuvo una

conversion del 57% de sacarosa.
5.5 Reutilizacion del catalizador

En la figura 11 se puede observar que después de reutilizar el catalizador en tres hidrolisis

sucesivas no se evidencié una disminucién en el porcentaje de conversion de sacarosa,
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realizando un andlisis de Tukey con un 95% de confianza no se encontraron diferencias
significativas entre las diferentes hidrolisis, lo que indica que la resina Amberlite IR 120H tiene

una buena estabilidad después de la hidrolisis.

©
o
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o O
| |

o O
| |

o
|

Conversion de sacarosa (%)
P N Wb con D ~N 0

o
|

o
|

Exp 1r 2r 3r

Figura 11. Rendimiento de la sacarosa durante la reutilizacion del catalizador

Huang y colaboradores han reportado previamente que no se ha realizado ningun informe de
la reciclabilidad de un catalizador de resina para una reaccion de hidrélisis de disacarido, pero
que las resinas con grupos sulfonados pueden ser estables a baja temperatura (Huang & Fu,
2013). En nuestro caso particular trabajando a temperaturas que alcanzaron los 82 °C no se

observé una disminucién en la conversion de la sacarosa.
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6. Conclusiones

De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo, las mejores condiciones para llevar a
cabo la hidrolisis catalitica del mucilago filtrado de cacao, fueron una temperatura de de 82 °C y
una relacion resina:sacarosa de 3,4 (p/p); con estos valores se alcanza una conversion de sacarosa
del 86%. Asi mismo, los resultados del analisis estadistico confirmaron que la temperatura y el

tiempo tienen un efecto estadisticamente significativo sobre la conversién de sacarosa.

En la hidrolisis no catalitica se encontro que el tiempo es la Unica variable que tiene un efecto
estadisticamente significativo, descartandose la temperatura. La mayor conversion de sacarosa se

alcanza a una temperatura de 175 °C y un tiempo de 15 minutos.

En el proceso de hidrdlisis de sacarosa, el uso de la resina Amberlite IR 120H como
catalizador presenta determinadas ventajas sobre el proceso no catalitico, como el trabajo a bajas
temperaturas y un mayor porcentaje de conversion. Teniendo en cuenta que el catalizador es facil

de retirar de la solucidn y regenerarse.

Los resultados de la reutilizacion de la resina, luego de 3 hidrolisis sucesivas, confirman que
entre las ventajas de su uso se encuentran: su estabilidad y su capacidad a ser reactivados sin

pérdida de actividad.
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Apéndices

Apéndice A. Resultados del andlisis estadistico (Analisis de varianza ANOVA) de la hidrolisis
catalitica.

Factor SC GL SMC F P
(1) Temperatura (°C)(L) 697,262 1 697,2623  13,80658  0,001582
Temperatura (°C)(Q) 390,119 1 390,1194 7,72480  0,012372
(2) Relacion (R:S)(L) 3,555 1 3,5552 0,07040  0,793774
Relacion (R:S)(Q) 434,650 1 434,6496 8,60655 0,008875
1Ly2L 0,202 1 0,2017 0,00399 0,950306
Error 909,039 18 50,5022
Total SC 2316,580 23

Apéndice B. Resultados del analisis estadistico (Andlisis de varianza ANOVA) para la hidrolisis
no catalitica

Factor SC GL SMC F P
(1) Temperatura (°C)(L) 184,584 1 184,584 1,09118 0,320803
Temperatura (°C)(Q) 9,455 1 9,455 0,05589 0,817879
(2) Tiempo (min)(L) 4134,413 1 4134,413 24,44089  0,000584
Tiempo (min)(Q) 8,368 1 8,368 0,04947 0,828471
1Ly2L 269,893 1 269,893 1,59549 0,235199
Error 1691,597 10 169,160

Total SC 6389,900 15
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SC: suma de cuadrados, GL: grados de libertad, SMC: suma media de cuadrados, Fy P:

coeficientes de Fisher.

Apéndice C: Curvas de calibracion del patron de sacarosa
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Apéndice D: Curvas de calibracion del patron de glucosa
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Apéndice E. Curvas de calibracion del patrén de fructosa
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