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RESUMEN

TITULO: Implementacién de un método enzimatico—gravimétrico para la
determinacion de fibra dietaria soluble e insoluble en residuos de cacao.

Autores: Florez Parra, Luz Miriam**.
Jerez Meza, Monica Janneth**.

PALABRAS CLAVES: Fibra dietaria, residuos de cacao, método enzimatico-
gravimétrico.

DESCRIPCION:

Se busca destacar la importancia de la fibra en la alimentacién humana y su obtencion
empleando residuos agroindustriales, tales como la cascara y el mucilago de la mazorca
de cacao; los cuales son desechos abundantes de la industria cacaotera.

El trabajo realizado consistio en la implementacién de un método enzimatico-gravimétrico
para la determinacion de fibra dietaria en residuos de cacao. Se emplearon métodos AOAC
985.29, 993.19 y 991.42, con algunas modificaciones, se realizé un acondicionamiento de
la materia prima y la determinacion de la fibra por medio de digestiones enzimaticas (a-
amilasa, pepsina y amiloglucosidasa).

Se obtuvo el contenido de fibra dietaria total en un material de referencia certificado para
asi determinar la exactitud del método, se determiné el porcentaje de fibra dietaria total
(FDT), fibra dietaria soluble y fibra dietaria insoluble (FDS, FDI) en la cascara y el mucilago
de los clones de cacao CCN-51 y TSH-565, los resultados permiten demostrar que el
mucilago es una buena fuente de FDS (Entre 12,59 — 12,81 g/100g BS), mientras que la
cascara es buena fuente de FDI (Entre 48,40 — 52,43 g/100g BS). La precisién del método
se evalud en términos de repetibilidad y precision intermedia de los porcentajes de fibra
(%FDT, %FDI y %FDS), obteniéndose porcentajes de coeficiente de variacién (CV) <5%.

Se realizé andlisis estadistico ANOVA/TUKEY, para corroborar que los resultados
obtenidos por el método implementado fueran validos, coherentes y confiables, dando como
resultados que el método es preciso y exacto, con un nivel de confianza del 95% donde el
valor teorico para el material de referencia era de 14,50 y el valor obtenido de 14,92, con
un porcentaje de error de 0,29 , lo cual permite la posterior implementacion del método
enzimatico-gravimétrico para ser empleado en analisis de rutina, en el laboratorio de
alimentos CICTA.

*Trabajo de Grado
** Facultad de Ciencias. Escuela de quimica. Director: Luis Javier Lépez Giraldo.
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ABSTRACT

Title: Implementation of an enzymatic—gravimetric method for determination of the
soluble and insoluble dietary fibers in cacao residues

Authors: Flérez Parra, Luz Miriam**.
Jerez Meza, Moénica Janneth**.

Keywords: Dietary fiber, cacao residues, enzymatic-gravimetric method.
Description:

We try to highlight the importance of the fiber in the human feeding and its derivation using
agro-industrial residues, such as the peel and mucilage of cacao pods; which are abundant
wastes in the cacao industry.

The carried out work was consisted in the implementation of an enzymatic-gravimetric
method to calculate the dietary fiber in the cacao residues. AOAC methods 985.29, 993.19
and 991.42, were used with some modifications; a raw material fitting was done and we
determined the amount of fiber through enzymatic digestions (a-amylase, pepsin and
amyloglucosidase).

A certified material was used to obtain the total content of dietary fiber so we could determine
the accuracy of the method, the percentage of the total dietary fiber was determined (TDF),
soluble and insoluble dietary fiber (SDF, IDF) in the peel and mucilage of the cocoa clones
CCN-51 and TSH-565. The results demonstrate the mucilage is a good source of FDS (from
12,59 to 12,81 g/100g BS), while the peel is a good source of FDI (from 48,40 to 52,43
0/100g BS). The accuracy of the method was evaluated in terms of repeatability and
intermediate precision of fiber percentages (%TDF, %IDF y %SDF), so we obtained
percentages of coefficient variation (CV) <5%.

An ANOVA/TUKEY statistical analysis was done to corroborate the obtained results of the
implemented method were valid, coherent and reliable, giving as a result the method is
accurate and precise, with a confidence level of 95% where the theoretical valué of the
reference material was be 14.50, with a error percentage of 0,29, its allowed and the further
implementation of method enzymatic-gravimetric method to be used in the routine analysis,
in the CICTA foods laboratory.

*Grade work
** Faculty of science, School of Chemistry. Director: Luis Javier Lopez Giraldo.
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INTRODUCCION

La planta de cacao se origin6 en las selvas tropicales de América y después se
extendio a las zonas ecuatoriales de Africa y Asia. Es una especie que necesita
de humedad y calor pues siempre se encuentra en floracion; por lo general crece
de 6 a 12 metros de altura, su terreno debe ser rico en nitrégeno, magnesio y
potasio. Su fruto tiene la forma de un calabacin alargado que se vuelve rojo o

amarillo; en la mayoria de los casos se realizan 2 cosechas al afio 2.

Antropdlogos han evidenciado y documentado el consumo de cacao hacia
alrededor del aiflo 1100 A.C., algunas culturas meso americanas lo usaban como
moneda y bebida en rituales religiosos. Su uso ha ido evolucionando, existen
una gran variedad de tipos de cacao y diferentes métodos de produccion los

cuales influyen en la calidad del mismo 3.

El cacao se utiliza principalmente para la produccién de chocolate, siendo el
continente africano el mayor productor con el 59% de la oferta mundial; el
mercado es liderado por costa de Marfil con el 34% de la produccién mundial 4,
en América latina el tercer pais productor de cacao es Colombia, luego de Brasil

y Ecuador °.

Los métodos de transformacion de frutas generan una gran cantidad de
subproductos y residuos, a los cuales se les debe buscar un adecuado
aprovechamiento, siendo una solucion que contribuye al desarrollo industrial
sostenible de nuevos productos 6. En especial la industria alimentaria del cacao—
chocolate genera anualmente una gran cantidad de subproductos que no son
aprovechados y otros que se utilizan para alimentacion animal y otros fines

distintos ’.
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El principal subproducto o residuo obtenido de la explotacion comercial del cacao
esta constituido por cascaras y placentas, seguido por semillas o granos y un
tercer desecho de importancia, posiblemente no considerado como tal es el
mucilago. Los anteriores residuos representan aproximadamente el 75% del
fruto, se generan cerca de 10 toneladas de céscara (peso fresco) por cada
tonelada de grano seco, los cuales traen consigo serios problemas, al ser

portadoras de microorganismos patégenos 8.

Existe un considerable interés por parte de la industria de alimentos en el
aprovechamiento de estos residuos, recuperando de este tipo de biomasa
productos Utiles y diversos nutrientes °. Estudios han evaluado el importante uso
de la cascara y el mucilago del cacao como materia de investigacion por su

contenido de fibra dietaria (FD).

Con el nombre de FD se agrupa a una serie de sustancias de origen vegetal,
estas no digeribles por las enzimas propias del organismo humano. La fibra
dietaria se clasifica en fibra dietaria insoluble (FDI) y fibra dietaria soluble (FDS)

con base en sus propiedades fisicas y su efecto fisiolégico en el organismo *°.

La FDI es ocasionalmente fermentada y tiene un marcado efecto como laxante
y regulador intestinal, mientras que la FDS se fermenta en alta proporciéon. Uno
de sus principales beneficios es la disminucion de colesterol y glucosa en sangre

y desarrollo normal de la flora intestinal 2.

Los alimentos funcionales representan una gama de alimentos que ademas de
actuar como nutrientes, pueden afectar positivamente funciones biolégicas
especificas, mejorando el estado general de salud y/o reduciendo los riesgos de

algunas enfermedades °.
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Durante las dos ultimas décadas la fibra dietaria ha generado un gran interés,
debido a que se ha demostrado que posee efectos preventivos contra
determinadas enfermedades®. Las propiedades fisioldgicas de la fibra dietaria
determinan su importancia en el organismo humano y su requerimiento en la

dieta humana 12,

Ademas de los flavonoides, el cacao es rico en otros compuestos de gran interés
nutricional como la FD, la cual tiene efectos benéficos para la salud humana. Su
ingestion se ha relacionado con la prevencion de ciertas patologias como
diabetes, alto colesterol, cancer de colon y desordenes gastrointestinales, entre
otros °. La importancia de la fibra en los alimentos ha llevado al desarrollo de un
mercado grande y potente para los productos e ingredientes ricos en fibra, en la

actualidad hay una tendencia a buscar nuevas fuentes de fibra dietaria 13.

A finales de 1976, se comenz6 con la tarea de intentar cuantificar los
componentes presentes en la fibra dietaria. Prosky Ledn, con la ayuda de otros
cientificos desarrollaron el método enzimatico—gravimétrico, el cual adoptd
tiempo después la Asociacion Oficial de Quimica Analitica (AOAC) como el
primer método oficial para el andlisis de fibra dietaria total (FDT). Este método,
posteriormente fue modificado para poder cuantificar la fraccion soluble e
insoluble (método AOAC 991.43) con la utilizacion de acido. La relacion entre
FDI:FDS es importante para la dieta, por sus propiedades funcionales %4, la
relacion debe ser 3:1 para su uso como ingrediente en la elaboracién de

alimentos procesados para consumo humano 0.

El analisis de la fibra dietaria se ha estudiado usando diferentes métodos, tanto
enzimaticos como gravimétricos. Asi mismo, se han desarrollado diferentes
ensayos por colorimetria, cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) y

cromatografia de gases (GC), para la determinacion de las cantidades de FDS,
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FDI y FDT que contienen los alimentos °. Los métodos enzimaticos-
gravimétricos son adecuados para este estudio, ya que son sencillos,

econdmicos, rapidos, exactos y precisos; comparados a los otros métodos.

Los objetivos de este trabajo de pregrado, realizado en el Laboratorio de
Alimentos—CICTA de la Universidad Industrial de Santander, fue implementar un
método enzimatico-gravimétrico para determinar la FDS, FDI y la FDT en
residuos de cacao de los clones CCN-51 y TSH-565, los cuales son

representativos de los materiales sembrados en la region.

Asi mismo, se proyecta que el método implementado sera ofertado a la
comunidad en general, aumentando de esta manera la oferta de servicios del
Laboratorio de Alimentos-CICTA, en pro del fortalecimiento del eje misional de

la proyeccion social.
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1 OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Implementar un meétodo enzimatico—gravimétrico que permita caracterizar y
cuantificar la fibra dietaria (FDS, FDI y FDT) presente en residuos de cacao (cascara
y mucilago) en los clones CCN-51 y TSH 565.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar la exactitud del método enzimatico—gravimétrico, determinando la

cantidad de fibra dietaria total presente en un material de referencia.

¢ Verificar estadisticamente mediante el empleo de figuras de mérito, la validez

del método implementado.

e Determinar la cantidad de fibra dietaria soluble, insoluble y total obtenida de

los residuos de cacao.

e Proponer alternativas de uso de los residuos de cacao (cascara y mucilago),
segun su perfil en fibra.
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2 MARCO TEORICO

2.1 RESENA HISTORICA

El cacao es una planta también llamada Theobroma cacao L., es uno de los cultivos
de mayor importancia en Colombia. La mayor parte de la produccion actual la
consume la industria del chocolate. Inicialmente el cacao era cultivado por los
indigenas (principalmente Aztecas y Mayas en Centroameérica) y ellos le dieron el
nombre de Cacahualt considerandolo sagrado. Los principales paises productores
de cacao son los del este de Africa (Costa de Marfil, Ghana, Nigeria y Camerun);
otros paises productores son: Indonesia, Malasia, Brasil, Colombia, Ecuador y

Republica dominicana *°.

Histéricamente, Santander es el departamento con mayor participacion en la
produccion de cacao en Colombia; para el afio 2010 se estimé que Santander

produjo el 30,06% de la produccién nacional, la cual ascendi6é 68 987 toneladas “.

El cultivo de la planta de Theobroma cacao L, se produce en un bosque humedo,
esta condicion de humedad en su ambiente permite que se genere una flora verde,
que producird una gran cantidad de residuos que facilitan la propagacion de
problemas fitosanitarios (enfermedades de las plantas)!®. Estos residuos
generalmente se acumulan en los cultivos, generando de esta forma grandes
problemas ambientales, convirtiéendose en el sustrato idoneo para el
acrecentamiento y la expansién de microorganismos /. Debido a que la cascara de
cacao estd compuesta de gran cantidad de celulosa, ésta tiene una degradacion
demasiado lenta; requiriendose la adicién de productos que contengan nitrégeno,

para permitir una rapida descomposicion 218,
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Entre los desechos generados se destaca la cdscara, la cual es la directamente
responsable de la propagacion de diferentes microorganismos patdégenos que son

las causas principales de pérdidas econémicas en la actividad cacaotera *°.

2.2 MARCO CONCEPTUAL

2.2.1 Cacao. En el mercado, los granos de cacao se dividen en dos grandes
categorias: los cacaos finos de aroma, de los cuales hacen parte las variedades
criollo, trinitario y forastero; y el cacao comun o commodity (ver figura 1) que se
refiere a un grano que no posee caracteristicas especiales que aumenten su valor
de una forma diferencial. Gran parte del cacao es originario de la zona amazdnica
ecuatorial, y se dispersé a otros continentes en el siglo XVI. Se tienen reportadas
aproximadamente 22 especies pertenecientes a esta planta, la cual tiene un periodo

de vida de 40 arios °.

El grano de cacao y las hojas del arbol han sido estudiados por diversos autores en
lo que se respecta a la composicién quimica de polifenoles y actividad antioxidante,

alcaloides, acidos grasos y carbohidratos 4.

El consumo de cacao en forma de chocolate tiene buenos efectos sobre el sistema
cardiovascular. Los flavonoides del chocolate tienen una significativa actividad
antioxidante, pudiendo proteger los tejidos del estrés oxidativo 2°. En el estudio de
Fraga y cols. 2 se muestra que tras el consumo diario de chocolate con leche
conteniendo 168 mg de flavonoles, los marcadores de estrés oxidativo disminuyen

favorablemente.
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Figura 1.Planta de cacao.

2211 Fruto. Elfruto es una baya grande denominada “mazorca”, es carnosa
y oblonga, esta puede ser de color amarillo, verde o purpura, su tamafio es de 15 a
20 cm de largo y de 7 a 10 cm de ancho, aproximadamente (ver figura 2). El
endocarpio es de aproximadamente 4 a 8 mm de grosor duro, carnoso Yy lefioso,
contiene en su interior de 30 a 40 semillas, las cuales estan incrustadas en una

pulpa de color blanco llamada mucilago 2.

Figura 2. Mazorca de cacao a. Material sin abrir b. Material abierto. Fuente: Las
autoras.
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22111 Clones. En el mundo existen diferentes variedades de cacao,
originalmente eran solo dos variedades; el criollo y el forastero, pero el cruce de
estas dos especies dio origen al trinitario, y del cruce repetido entre ellos, se
originaron los diferentes clones de cacao que se conocen y utilizan. Las mazorcas
de los clones de la variedad trinitaria pueden ser de muchas formas y colores; las
semillas son mas grandes que las del cacao criollo y forastero; las plantas son
fuertes, de tronco grueso y hojas grandes. En la actualidad la mayoria de los

cacaotales gque existen en el mundo son trinitarios?*.

En la tabla 1 se presenta una breve informacion morfo-agronémica e industrial que
puede ser de ayuda para identificar o verificar la identidad genética de los clones

gue seran estudiados en el presente trabajo.

Tabla 1. Informacién morfo-agronémica del clon de cacao CCN-51 y TSH-565.

Caracteristicas Morfo - Agrondmicas e Industrial
Clon CCN-51 TSH-565
Origen Ecuatoriano Trinidad
Arquitectura Erecta Erecta
Vigor Vigorosa vigorosa
Compatibilidad Auto compatible | Auto compatible
Forma de mazorca Eliptica Angoleta
Color de mazorca Rojo Rojo
Color de semilla Purpura purpura
Forma de semilla Cilindrica Cilindrica
N° almendras/mazorca 48 39
Peso almendra 1,4 gramos 1,1 gramos
N° mazorcas/kilo de cacao seco 24 24

Fuente: Bravo Ramirez (2010)
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2.2.1.2 Residuos del cacao. Los residuos del cacao, antes de su
transformacion industrial, estan representados por cascaras y placentas; los cuales
representan no menos del 75% del peso de las mazorcas cosechadas, es decir que
maximo un 21% del producto cosechado representa a las semillas o granos que son
aprovechados para su transformacién en diferentes tipos de productos. Un tercer
residuo de importancia es el mucilago, el cual corresponde al 4% restante y que a
lo mejor de nuestro conocimiento no ha sido objeto de estudio con anterioridad a

este trabajo 8.

22121 Cascara. La cascara de cacao, conocida comiunmente como mazorca
o cacota (Ver figura 3). Representa el mayor residuo de la industria cacao-cultora,
no sélo en Colombia sino a nivel mundial. De acuerdo con su caracterizacion
guimica, contiene vitaminas Ay C, minerales como calcio y magnesio, fibray pectina

523 polifenoles, flavonoides 2.

Figura 3.Cascara de cacao. 2

Asi mismo, varios estudios han encontrado que la cascara de cacao contiene un
pigmento poliflavonoglucésido, el cual se utiliza como colorante de alimentos 2.
También contiene entre 3 y 4 % de potasio en base seca. Ademas, las cenizas de
la cascara de cacao han sido utilizadas para la fabricacién de jabén en Ghana y

Nigeria 8. Finalmente, existe evidencia documentada que la cascara de cacao se ha
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utilizado para la alimentacion de porcinos y gallos, como fuente comercial de
pectinas, en la produccion de espumas de poliuretano para uso horticola y algunos
hacen referencia a la actividad antibacteriana de extractos de la cascara de cacao

frente a streptococcus mutans 4,

22122 Mucilago. EI mucilago de la semilla del cacao (ver figura 4), llamado
también pulpa es parte fundamental en el proceso de fermentacion y precursor del
aroma del cacao. Al ser parte en el proceso de fermentacion, es un inconveniente
eliminar una parte del mucilago de las semillas, pero para algunos clones, tales
como el CCN-51 que posee una gran cantidad de mucilago se hace necesario
eliminar una parte de éste, con el fin de que en el proceso de beneficio se obtenga
un grano con buenas caracteristicas sensoriales 27?8, El mucilago es una pulpa
aromatica, la cual crece de los tegumentos de las semillas; contiene agua, proteina,
fibra, azucares, glucosa, pectinas y acido citrico, se compone de células
parenquimatosas esponjosas, conteniendo savia rica en azlcares. Posee un
delicioso sabor y ha sido utilizada para producir: mermeladas de cacao, alcohol,

vinagre, nata y pulpa procesada °.

Figura 4.Mucilago o pulpa de la semilla de cacao. Fuente: Las autoras.
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2.2.2 Fibra alimentaria (FA) o Fibra dietaria (FD). La fibra dietaria, ha tenido
diferentes definiciones. Una de ellas esta dada por todos los polifenoles no
almidones y la lignina, que no pueden ser absorbidos o digeridos en el intestino
delgado. Esta ha recibido nombres como: fibra no nutritiva, salvado, residuo vegetal

indigerible, carbohidratos no disponibles, entre otros 2°.

El término “fibra dietaria” fue usado por primera vez por Hipsley en el afio de 19533
En el afio 1969 el Dr. Denias P. Burkitt, fue el pionero en relacionar el cancer de
intestino grueso y otras enfermedades con una dieta carente de fibra dietaria 32. La
fibra dietaria (FD) se encuentra principalmente en las paredes de las células
vegetales y ha sido definida por la Asociacion Americana de la Quimica de los
Cereales como la parte comestible de las plantas o carbohidratos analogos que son
resistentes a la hidrolisis por enzimas enddgenas del sistema digestivo humano y a
la digestion y absorcion en el intestino delgado, con una completa o parcial

fermentacion en el intestino grueso >°.

Asi mismo, es una sustancia esencial para que una dieta sea considerada
equilibrada, ya que no se debe abusar de su consumo. Su uso ha sido un tema de

considerable interés para los nutricionistas y médicos en los Ultimos 35 afios 2.

La FD se clasifica en dos (2) tipos: fibra dietaria soluble (FDS) y fibra dietaria
insoluble (FDI), dependiendo de su solubilidad con el agua. Esta clasificacion se
hace manteniendo controladas condiciones como el pH y las enzimas 34. La fibra
dietaria tiene resultados distintos al pasar por el intestino delgado y por el intestino
grueso, ya que esta retiene agua, nutrientes, acidos biliares y agentes
carcinogénicos °. La FD se halla presente en alimentos exclusivamente de origen
vegetal como son: cereales, harinas integrales (avena, trigo, cebada, centeno, maiz
y arroz integral), legumbres, frutos secos, verduras y hortalizas. La fibra dietaria

tiene un particular efecto beneficioso en la salud humana y en la prevencion de
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ciertas enfermedades como diabetes, cancer de colon, enfermedades

cardiovasculares, diverticulitis, hipercolesterolemia, entre otras 2°.

La FD es conocida como constituyente efectivo en la salud. No es atacada por las
enzimas del estbmago ni del intestino delgado, lo cual permite que llegue al colon
sin ser degradada. La fibra dietaria soluble (FDS) y la fibra dietaria insoluble (FDI)

cumplen diferentes funciones en el organismo 12.

2221 Fibra dietaria soluble (FDS o FS). Las fibras solubles o totalmente
fermentadas, son aquellas que forman una dispersion en agua; la cual conlleva a la
formacion de geles viscosos en el tracto gastrointestinal, favoreciendo la absorcion
de agua y sodio. Desde el punto de vista fisiolégico intestinal, estas fibras retrasan
el vaciamiento gastrico y hacen lento el transito intestinal, puede ser saludable en
algunos casos, haciendo mas eficiente la digestién y absorcién de alimentos y
generando mayor saciedad. Este tipo de fibra se asocia con el metabolismo de
carbohidratos y lipidos 2. Estd conformada por pectina, gomas y mucilagos,
almidén resistente 'y algunas hemicelulosas. Se encuentran presentes

principalmente en frutas, legumbres y cereales como cebada y avena °°.
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2.2.2.2 Fibra dietaria insoluble (FDI o Fl). Las fibras insolubles o parcialmente
fermentadas en el intestino por las bacterias colonicas, no forman dispersion en
agua, estas tienen su mayor influencia en el intestino grueso, ya que en ella estan
presentes la celulosa y la lignina; esta ultima tiene gran importancia en controlar los
niveles de colesterol en la sangre, en tanto que se une a los 4cidos biliares. Es de
mencionar que la fibra insoluble es importante por su capacidad de aumentar el
volumen de las heces hasta 20 veces su peso, gracias a su capacidad de retencion
de agua, siendo de gran efecto contra el estrefiimiento. La FDI se encuentra en la
harina de trigo integral, el salvado de trigo, cereales integrales, semillas, lechuga,
espinacas, repollo, acelgas, brocoli, uvas, uvas pasas y frutas secas 3526,

2.2.2.3 Reglamentacion para el consumo de fibra dietaria. En Colombia, la
resoluciéon 333 de 2011 del Ministerio de Proteccion Social, fijé para nifios mayores
de 6 meses y menores de 4 afos, un valor diario de referencia (VDR) de fibra
dietaria de 19 g/dia, mientras que para nifios mayores de 4 afios y adultos, el VDR
es de 25 g/dia en una dieta de 2 000 calorias. *%.

En el afo 2002, la National Academy of Sciences (NAS; Estados Unidos), y Food
Nutrition Board de los Estados Unidos, establecieron las nuevas recomendaciones
de ingesta adecuada (Al- Adequate Intake) de fibra dietaria para los diferentes
grupos de la siguiente manera: una ingestion de fibra dietaria de 25 y 38 gramos
al dia, para hombres y mujeres, respectivamente (a partir de los 4 afos). Estos
valores se fijaron con base en la observacion de los niveles de ingestion que ejercen
una proteccion contra enfermedades coronarias. Para, el caso de los nifios de 1 a

3 afios, la Al se situé en 19 gramos al dia %2.
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2224 Componentes de la Fibra dietaria

22241 Celulosa. La celulosa, es un polisacérido formado por unidades de
anhidro glucosa las cuales estan unidas por enlaces B 1-4 glucosidicos (ver figura
5) de al menos 500 residuos de B-D-glucosa unidos covalentemente °. Es el
componente principal de las plantas, y se puede degradar hasta la D-glucosa. La
configuracion 3 le permite formar grandes cadenas lineales. Las fibras de celulosa
se estabilizan por puentes de hidrégeno entre la misma molécula y de igual manera
entre moléculas adyacentes. Entre las paredes celulares de las plantas las fibras
de celulosa se enlazan mediante una matriz que contiene otros polisacaridos y

lignina 8,

Figura 5. Estructura molecular de la celulosa. ®

OH OH OH
H 0 H 0 0
0 H 0 H H H
OH H OH H 0 OH H 0
H H H
H OH H OH H OH

22242 Hemicelulosa. La hemicelulosa es un grupo heterogéneo de
polisacaridos (pentosas, sobre todo D-xilano) ramificados que se unen fuertemente
entre si y las microfibrillas de celulosa (ver figura 6), mediante puentes de hidrégeno
y tienen estructura amorfa. La estructura tipica de la hemicelulosa tiene de 200 a
500 monosacaridos por molécula y se sintetizan en el aparato de Golgi. La

hemicelulosa mas abundante es el xiloglucano °.
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Figura 6. Estructura quimica de los componentes principales de la hemicelulosa.
38

OH
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OH

22243 Lignina. La lignina es una secuencia polifendlica compleja (ver figura
7). Se forma por la polimerizacion de tres alcoholes aromaticos (cumarilico,
coniferilico y el sinapilico), los cuales se unen por un enlace covalente formando una

estructura bastante rigida y resistente a la degradacion .

Figura 7.Lignina. 3

OH
HO ™~ O
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22244 Pectinas. Las pectinas son compuestos naturales que se encuentra en
todos los vegetales, principalmente se encuentra en los frutos, ya que este es
responsable de su textura. Se conocen dos tipos de pectinas: una de alto indice de
metoxilo conocida como HM vy la otra con bajo indice de metoxilo conocida como
LM. Es un polisacarido heterogéneo que contiene gran cantidad de acido
galacturénico (ver figura 8) 40.

Figura 8.Estructura de la pectina. 4

COOH COOCH;, COOCH, COOH

o o o o
H H H M H H H 4
% Nou uZl-® Non w/-® Nouw uwAd® Now uA-°
H H H H
H OH H OH H OH H OH

La pectina es un polimero del acide a-galacturonico
con un numero variable de metil ésteres.

2.2.2.45 Mucilagos. El mucilago es un producto organico del cual no se conoce
una estructura molecular completa. Esta formado por polisacaridos celuldsicos que
contienen igual cantidad de gomas y pectinas (ver figura 9). Los mucilagos producen
coloides muy poco viscosos que presentan actividad Optica y pueden ser

hidrolizados y fermentados 542,
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Figura 9.Cadena de mucilago de la semilla de algarroba 4.

|
CH,0H H H CH, H u CH.OH N ou
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OH HO
—o i Ao Nontog R~ AoNonros i
H H CH;0OH H H H H

CH;0H CHyOH

2.2.2.4.6 Gomas. Las gomas estan formadas por cadenas largas de acido
urénico, xilosa, arabinosa o manosa (ver figura 10). Estas previenen la
transformacién de polisacaridos de la pared celular. Algunas secreciones de los
arboles, aparecen como masas vidriosas en los tronco, causadas por heridas o

enfermedades 2.

Figura 10. Estructura de la goma agar °.
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HO OH
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H o
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H H OH

En la tabla 2 se encuentran algunos de los componentes quimicos presentes en la

fibra dietaria y su respectiva cadena principal 3.
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Tabla 2. Composicion quimica de la fibra dietaria.

Lesquerella fendleri:
e.g.2

FIBRA CADENA PRINCIPAL REFERENCIA
Celulosa B-(1,4) glucosa Olson y col.
(1987)
3-glucanos B-(1,4) glucosa and B-(1,3) glucosa | Johansson y col.
(2000)
Homogalacturonano a- (1,4) de acido D-galacturénico Ridley, O’'Neill y
(algunos de los grupos carboxilo Mohnen (2001)
esterificados son metilo
Ramnogalacturonano- (1-4) acido galacturonico, (1,2) Oechslin, Lutz, y
I ramnosay de 1, 2, 4-ramnosa Amado (2003)
Ramnogalacturonano- a- (1,4) de &cido galacturdnico Vidal, Doco,
I Williams, y
Albersheim
(2000)
Xylogalacturonan a- (1,4) de acido galacturénico Le Goff, Renard,
Bonnin, y
Thibault (2001)
Inulina B- (1,2) -D-fructosil-fructosa Blecker y col.
(2001)
Goma de semilla de B- (1,4) -D-manosa Sing, Mishra,
Abutilon indicum: Khare, Khare y
e.g.l Gupta (1997)
Goma de semilla de Ramnosa, arabinosa, xilosa, Abbott, Wu,

manosa, galactosa, glucosa, acido
galacturénico

Carlson, Slodki,
y Kleiman (1994)

Lignina

Los polifenoles: siringil alcohol (s),
guayacil alcohol (G) y alcohol p-
cumaril (H)

Sun, Tomkinson,
y Bolton (1999)

Quitosano

B- (1,4) = Conectado D-
glucosamina y N-acetil-D-
glucosamina

Borderis y col.
(2005)

Fuente: Yangilar (2013)
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2.2.25 Importancia de la Fibra Dietaria. El gran interés por la fibra dietaria se
remonta a la década del setenta cuando investigadores como Trowell, Burkitt y
otros; basandose principalmente en estudios epidemioldgicos relacionaron la
deficiencia de FD con la existencia de una serie de enfermedades como diabetes,
hemorroides, diverticulosis, cancer de colon, estrefiimiento, obesidad y enfermedad

cardiovascular 4446,

La fibra dietaria, ha sido conocida e investigada por un periodo de tiempo bastante
largo y su delimitacion precisa ha sido objeto de mucha discusion y controversia. De
ser considerada como un residuo, paso a ser descrita como un remedio universal
que mejora cualquier problema fisiolégico en el organismo humano. Ademas,
durante los ultimos afios ha adquirido una importancia adicional relacionada con su

uso como ingrediente funcional 3.

La fibra juega un papel en todas las funciones del sistema digestivo desde la
masticacion hasta la evacuacion de las heces. Las dietas con un contenido de fibra
elevado requieren mas tiempo de masticacion por lo que enlentecen la velocidad de
deglucién y esto implica una mayor salivacion que va a repercutir en la mejora de la
higiene bucal 33, Las propiedades fisiolégicas de la fibra dietaria, como la capacidad
de retencién de agua, de aceite, de hidropesia y capacidad de intercambio cationico,

le brindan a la fibra una gran importancia en el funcionamiento de la digestién 32.

Esta tiene muchos beneficios, ya que ayuda a controlar enfermedades cronicas, se
puede encontrar en alimentos como son el trigo, lentejas, frutas, vegetales, entre
otros. Segun la American Dietetic Association, nuestro cuerpo requiere de fibra para
mantener un buen funcionamiento, se deben consumir aproximadamente de 20 a
35 g de fibra al dia 4’.
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Ademas de encontrarse naturalmente en las frutas y verduras, la tendencia actual
es la de incorporarla en diferentes productos alimenticios. Dicha incorporacion o
funcionalizacion de productos es muy importante para el consumidor de hoy que
estd en busca de alimentos que generen efectos benéficos sobre la salud
(CONACTA, 2016). No obstante, la funcién fisioldgica y el comportamiento de la FD
al ser adicionada depende de la relacién que guarden sus fracciones de FDI:FDS 6
FDI/FDS; y en ese sentido se buscan y estudian fuentes que cumplan con esta
caracteristica. Entre las fuentes de fibra para uso en alimentos, se considera buenas
aquellas que posean una relacion FDI:FDS de 2:1y 2,3:1 y excelentes si la relacién
FDI:FDS es 1:1 8, aungque aproximadamente el 75% de la fibra dietaria encontrada
en alimentos naturales corresponde a la fraccion insoluble. Mientras que la
recomendada por la OMS (organizacion mundial de la salud) sobre la cantidad de
fibra que debe ser ingerida por el hombre debe tener una proporcion FDI:FDS de

3:1 10,49.

2.2.3 Obtencion y caracterizacion de la fibra dietaria. Como consecuencia de la
importancia que ha adquirido FD en los dltimos afios, numerosos métodos han sido
desarrollados para su determinacion. Varios son muy especificos y precisos para la
identificacion y cuantificacion de los diferentes componentes de la FD. Asi mismo,
hay muchos de ellos que usan enzimas altamente purificadas que liberan

selectivamente oligosacaridos y polisacaridos que constituyen FD 13

El primer método fue reportado gracias a que en la Estacién experimental de
Weende, Gottinguer, Alemania, se desarroll6 un método de fibra cruda el cual
consiste en la extraccion secuencial con diluciones acidas y alcalinas; este método
fue adoptado por la Asociacién Oficial de Quimica Analitica (AOAC) para la
determinacion de la fibra hasta 1960. Mas tarde se propuso el aislamiento de la fibra
mediante la digestion de las muestras con acido tricloroacético, acido acético y

nitrico, los cuales no solubilizan la celulosa, solamente lignina 332; después de la
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aceptacion de este método por parte de la comunidad cientifica internacional, fue
conocido como el método fibra detergente acido, que mide la celulosa y la lignina °.

2.2.4 Fundamentacion de las técnicas de analisis

2.24.1 Métodos de analisis de fibra dietaria. Ningun método analitico es
capaz de medir todos los componentes de la fibra en los alimentos. Existen diversos
métodos para aislar y fraccionar el grupo de sustancias que la conforman’. Los
meétodos para determinar la FD pueden desglosarse en métodos gravimétricos y

métodos enzimatico—quimicos, los cuales se subdividen, a su vez, en otros grupos.

Los métodos gravimétricos se basan en pesar el residuo que queda después de una
solubilizacion enzimatica o quimica de los componentes que no son fibra, entre este
grupo se encuentra el quimico—gravimétrico, enzimatico—gravimeétrico y el quimico—
enzimatico—gravimétrico. En la tabla 3 se muestra la subdivisién de los métodos

gravimétricos y el alcance de determinacién de cada uno de ellos °.
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Tabla 3. Generalidades de los métodos gravimétricos para la determinaciéon de
fibra en alimentos, de acuerdo con la aproximacion de andlisis empleada.

Técnica analitica de

Quimico-
gravimétrico.

fisiolégica en la
nutricion humana) °*.

determinacion Método Comentarios
Fibra cruda (tiene | Los valores de fibra cruda no
poca  significancia | tienen relacion con el verdadero

valor de FD %9,

Este método da una buena

Fibra acido | estimacion de celulosa y lignina
detergente. %2,

Este método da una buena
Fibra neutro | estimacion de la fibra dietaria
detergente. insoluble. La gran desventaja es

que la FDS se pierde 2.

Fibra dietética total
simplificada.

Especialmente apto para el
analisis de FDT en productos
con bajo contenido de almidon;
este método sobreestima el
contenido de FDT >4,

Enzimatico—
gravimétrico

Determina la fibra dietaria soluble e insoluble, sin
embargo, no hay informacion detallada sobre los

componentes de

la FDT. Se

han realizado

modificaciones en el uso de las enzimas que permiten
reducir los tiempos de andlisis y mejorar la precision del

ensayo °.

Quimico-enziméatico—
gravimétrico

Fibra dietética total (fibra
neutro detergente + fibra

dietaria soluble).

Solamente
determinacién de FDT
y no para determinaciones
de FDS y FDI 59,

para

Fuente: Las autoras.

Los métodos enzimatico-quimicos consisten en aislar los residuos de FD por accién
enzimatica y en liberar por hidrélisis acida los azucares neutros que constituyen los
polisacéaridos de la fibra y medirlos por cromatografia liquida de alta presion (HPLC),

cromatografia de gases (GC) o colorimétricamente. Los acidos urénicos se

42



determinan colorimétricamente o por descarboxilacion y la lignina se determina
generalmente por gravimetria %2, En la tabla 4 se muestra la subdivision de los

métodos enzimatico—quimico y el alcance en determinaciéon de cada uno de ellos °°,

Tabla 4. Subdivisién de los métodos enzimatico—quimico, segun su técnica
analitica de determinacion.

Técnica
analitl_ca d_e Método Comentarios
determinacion

La ventaja del método es que proporciona una
Método de | informacién del perfil de los componentes de la
Southgate: | fibra. Su desventaja es que es complejo y
55 sobreestima el valor de FD.

Se basa en el fraccionamiento de FD en
polisacaridos no celulésicos solubles e
insolubles medidos colorimétricamente.

Colorimétricos

Es posible obtener en un mismo ensayo la
determinacion de los polisacaridos que no son
Método de | @lmidon, polisacaridos no celuldsicos vy
Englyst v | Polisacaridos insolubles que no son almidon. Sin

col. embargo, no es posible medir la lignina 3.
Se describen 3 métodos que permiten
Cromatografia determinar la FDT o clasificada en soluble e
de gases Método de | insoluble. Los azlicares neutros se analizan por
Theander y | GLC, los acidos uranicos por descarboxilacion'y
col. 56 la lignina por gravimetria. Este método incluye

almidon resistente y lignina.

Cromatografia | Se determina la composicion de los monosacéaridos de los
liguida de alta | residuos de FD empleando HPLC. Aunque este método parece
presion promisorio, su precisibn necesita evaluarse en estudios
colaborativos 0.

Fuente: Las autoras.
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Debido a que la determinacion de fibra dietaria en matrices alimenticias ha sido una
labor dificil (debido a la complejidad inherente de la matriz), los métodos para su

determinacién han sido objeto de modificacion constante.

Es asi que el método que se elija debe adecuarse al propésito y matriz alimenticia
a analizar. Si es para etiquetado nutricional o para propadsitos de control de calidad,
los métodos enzimatico—gravimétricos seran los adecuados, ya que son métodos
analiticos sencillos y rapidos, que pueden ser ampliamente utilizados °’. Pero si se
quiere una informacion mas detallada en términos de investigacion, obligadamente

habria que usar los métodos cromatograficos °°.

22411 Método enzimético—gravimétrico para la determinacion de fibra. El
método enzimético—gravimeétrico es un método amplio, para determinar los
componentes individuales de fibra dietaria, permite cuantificar la proporcién de fibra

dietaria soluble y fibra dietaria insoluble 32,

El sistema gravimétrico—enzimatico se basa en la cuantificacion de la fibra como el
residuo que queda después del tratamiento de las muestras con enzimas
especificas que degradan el almidén y las proteinas ?2. Especificamente se emplea
a-amilasa para la eliminacién del almidén retenido en el residuo. Ademas de a-
amilasa se utiliza una pepsina para la digestion de las proteinas %8 y se incluye
también, un analisis paralelo de la fraccién de FDS por cuantificacion gravimétrica

tras precipitaciéon con etanol .

Entre los procedimientos descritos en la literatura, se destaca el propuesto por Asp
y col. (1983), en el que se usan las enzimas amilasa, pepsina y pancreatina. El
procedimiento permite obtener el valor de FDT, si la precipitacion con alcohol se
realiza inmediatamente después de la incubacion con las enzimas, o el de FDI y

FDS por separado °°. También se puede emplear amiloglucosidasa o una mezcla de
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bilis y pancreatina sin tratamiento térmico previo, con el fin de conseguir un
tratamiento enzimatico Unico. Sin importar el conjunto de enzimas empleados en los
métodos enzimaticos—gravimétricos, se debe tener muy presente que éstas deben
ser enzimas altamente purificadas, para evitar resultados poco reproducibles, al
determinar FD de los alimentos que contienen cantidades significativas de -

glucanos, almiddn y fructanos resistentes 3.

Las principales ventajas del método enzimatico—gravimetrico son que es
relativamente exacto y preciso, comparado con otros procedimientos. Mas aun,
estos métodos son simples, econdmicos y sencillos de implementar y realizar y no
requieren una alta inversion de capital; particularmente cuando se comparan con

métodos mas sofisticados usando técnicas de GC o HPLC *9.

2.2.4.1.1.1 a-amilasa Termoestable. El almidon esta formado por dos moléculas:
la amilosa y la amilopectina, ambos polisacaridos de glucosa. La amilosa se
conforma por cadenas lineales de glucosa unidas por enlaces a-1-4, mientras que
la amilopectina tiene ademas uniones a-1-6 y por esta razén forma cadenas
ramificadas °°. La a-amilasa es una enzima extracelular que hidroliza los enlaces a-
1-4 glicésidicos de polisacaridos, tales como el almidon, glicégeno o productos de
degradacién de los mismos (ver figura 11) ¢, dejando dextrinas lineales y
ramificadas (oligosacaridos) como productos 53,
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Figura 11. Hidrolisis de la a-amilasa termoestable °.

_-OH OH OH OH OH
10 0 0- OH Buffer (Fosfato) HO OH
H OH H OH H OH OH OH

n

2.2.4.1.1.2 Pepsina. Un enlace peptidico es la union entre el grupo acido de un
aminoéacido con el grupo amino de otro, con la consecuente eliminacion de una
molécula de agua °3. Su funcién radica en realizar la degradaciéon de proteinas
hidrolizando los enlaces peptidicos. Elevaciones de pH por encima de 4 inactivan

su funcionamiento 6.

2.2.4.1.1.3 Amiloglucosidasa. Esta enzima actia sobre el almidon gelatinizado,
libera de forma secuencial unidades de glucosa a partir de los extremos no
reductores de las moléculas de amilosa y amilopectina, actuando sobre los enlaces
0-1-4 y a-1-6 9263 (ver figura 12). En consecuencia es capaz de hidrolizar el almidén
por completo para dar moléculas de glucosa, pero se usa en general en almidén
que ha sido previamente despolimerizado con a-amilasa para generar pequefios

fragmentos y mas extremos no reductores 53,

Figura 12. Hidrolisis de la amiloglucosidasa °.

OH OH OH
H OH H O H o-amiloglucosidasa H O H
OH H PH775 @°C Lo
HO 0 OH HO OH
H OH H OH H OH

46



2.3 ESTADO DEL ARTE

2.3.1 Antecedentes determinacion de fibra dietaria en residuos de cacao. En la
industria de alimentos se han determinado diferentes métodos de deteccion de fibra
dietaria, donde se han utilizado equipos analiticos bajo condiciones especificas,

para la obtencion de valores con altos niveles de confianza.

En la actualidad se tiene una evolucidon constante y una gran prevencion a
enfermedades cronicas no transmisibles. Aca nacen los alimentos funcionales, que
son disefilados o determinados para realizar alguna funcién en el organismo,

adicionando un valor nutritivo 3.

En lo que respecta a los residuos del cacao, se han desarrollado diferentes
investigaciones centradas en evaluar su uso como potencial fuente de fibra
dietaria®3, en la tabla 5 se relacionan algunos estudios realizados a la cascara y el

mucilago por medio del método enzimético—gravimétrico.

En todos los trabajos analizados, la determinacion de los contenidos de FDI y FDS
fueron desarrollados siguiendo el procedimiento estandarizado de la AOAC para
determinar FDS y FDI. De manera general, los resultados de los diferentes trabajos
realizados muestran que los valores de FDI y FDS estan cercanos al 60y 4 g/100 g
BS, respectivamente. En lo que respecta al mucilago, los resultados de los trabajos
muestran que este contiene mayor cantidad de FDS que de FDI, con valores de 18
y 0,9 g/100 g BS 10,6465,
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Tabla 5. Estudios realizados a cacao por un método enzimatico—gravimétrico.

(1994). Espana
65

posible fuente de
fibra dietaria.

AUTOR Y ANO ESTUDIO RESULTADOS
Martin 'y col. | Cascara de | Exhibi6 un alto contenido de fibra dietaria total
cacao: Una | (TDF), 504 g de FD/kg BS. Indicaron que esta

puede ser utilizada como fuente de FD en
alimentos.

Lecumberri vy
col. (2006)
Espafia

66

Caracterizacion

de la fibra de
cacao y su efecto
sobre la
capacidad

antioxidante en
suero de
animales de

experimentacion

La fibra de cacao mostro ser un excelente
fuente de FD, con un alto contenido de fibra
total, superior al 60 @/100 g BS, con
predominio de fraccién insoluble 83 g/100 g
BS. Esta fibra contuvo un 1,15% de
polifenoles, con reducidos valores de
capacidad antioxidante. Se concluyd que
podria ser utilizada como fuente de fibra
dietaria  (principalmente insoluble pero
también de fibra dietaria soluble) y de
compuestos antioxidantes (epicatequina).

Lecumberri vy
col. (2007)
Espafia

67

Composicion de
fibra dietaria,
capacidad
antioxidante y
propiedades
fisico— quimicas
de un producto
rico en fibra de
cacao
(Theobroma
cacao L.).

El producto contenia 60,54 g/100 g BS, de los
cuales el 10,09 g/100 g BS correspondié FDS
y un 50,42 g/100 g BS a FDI; la capacidad
antioxidante de esta FD y sus propiedades
fisicoquimicas, hacen que este subproducto
sea adecuado para ser usado en la
preparacion de alimentos bajos en calorias.

Abarca y col.

(2010) Ecuador
49

Identificacion de
fibra dietaria en
residuos de
Cacao
(Theobroma
cacao
Variedad
complejo nacional
por Trinitario

L)

La cascara y cascarilla 6 testa son buenas
fuentes de fibra dietaria insoluble, mientras
gue el mucilago es una buena fuente de fibra
dietaria soluble.

Cascara= 3,30 g/100 g BS de FDS, 60,79
g/100g BS de FDI

Mucilago= 16,57 g/100g BS de FDS, 0,95
0/100g BS de FDI.
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Abarca y col.
(2010) Ecuador
64

Residuos de
Café, Cacao vy
Cladodio de
Tuna: Fuentes
Promisorias de
Fibra Dietaria

Céscara=59,74 g/100 g BS de FDI y 4,7 g/100
g BS de FDS

Mucilago= 0,95 g/100 g BS de FDI y 16,57
g/100 g BS de FDS
La cascara de
principalmente de FDI.
El mucilago de cacao presenta una alta
cantidad de fibra dietaria soluble de mas de
80% de su contenido total de fibra dietaria.

cacao, es fuente

Aguilar y col.
(2011) Ecuador
10

Modificacion
enzimatica de la
fibra dietaria de la
cascara del cacao
(Theobroma
cacao
variedad
Complejo
nacional
trinitario

L)

por

Se estudid la influencia de la modificacion
enzimatica para llegar a una relacion de
FDI:FDS de 3:1 y se obtuvo que el tipo de
enzima, volumen y sitio si afecta el balance de
FDI:FDS variando de 18,44:1 a 5,91:1 y de
27,2:1a4,94:1

Contenido de FD en residuos de cacao:

56,82 g/100 g BS de FDI y 3,08 g/100 g BS de
FDS para el sector de Taura y 64,06 g/100 g
BS de FDI y 2,35 g/100 g BS de FDS para el
sector de Cone.

Fuente: Las autoras BS=base seca

La determinacion de fibra se ha implementado también en diferentes tipos de

matrices utilizando los métodos enzimaticos—gravimétricos, entre las matrices que

sobresalen estan el salvado de trigo, arroz y soja; en la tabla 6, se muestran los

andlisis implementados para cada una de las matrices 8.
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Tabla 6. Estudios de determinacion de fibra realizados a diferentes matrices por
métodos enzimaticos—gravimetricos.

AUTOR

MATRIZ

DETERMINACION

Prosk y col. 1985

Productos alimenticios (soya, pan de
centeno, patatas, arroz, salvado de
trigo, avena, salvado de maiz y harina
de trigo)

Fibra dietaria total

Schweizer and
Wirsch. 1979

Cereales, vegetales y frutas

Fibra dietaria soluble
Fibra dietaria insoluble
Fibra dietaria total

Leey col.,
(AOAC 991.43)
1992

Pulpa de manzana, piel de naranja,
cascara de pomelo y cascara de limon

Fibra dietaria soluble
Fibra dietaria insoluble
Fibra dietaria total

Li and Cardozo,
(AOAC

993.21) 1994

Frutas y verduras (manzanas,
albaricoques, col, zanahorias, cebollas
y fibra de soya)

Fibra dietaria total

Mongeau and
Brassard,
(AOAC 992.16)
1993

Productos alimenticios (nabo, salvado
de trigo, frijoles enlatados con salsa de
tomate, arroz y trigo de pan)

Fibra dietaria soluble
Fibra dietaria insoluble
Fibra dietaria total

Prosky y col.,
(AOAC

991.42) 1988

Salvado de arroz, salvado de trigo,
salvado de maiz

Fibra dietaria insoluble

Fuente: Caprita y Caprita (2011)

En un trabajo propio del Grupo de Investigacion en Ciencia y Tecnologia de

Alimentos CICTA de la Universidad Industrial de Santander, se realiz6 el analisis

bromatoldgico a las harinas de cascara de cacao de cinco clones (CCN-51, TSH-
565, FLE-3, FDSV-155, ICS-95) el analisis se ve en la tabla 7, mostrando hasta el

momento que solo se ha hecho una caracterizacion de fibra cruda y era de gran
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importancia determinar la cantidad de fibra dietaria soluble e insoluble presente en

estos residuos. Gracias al andlisis realizado a los cinco clones se pudo determinar

que los clones mas apropiados para la realizacion del trabajo eran el CCN-51 vy el

THS-565 ya que estos clones contenian un porcentaje de fibra cruda >20% en

comparacion con los otros tres clones*®.

Tabla 7. Analisis bromatoldgico a las harinas de cascara de cacao de cinco clones.

Humedad | Ceniza Valor Proteina | Fibra | Carbohi- | Grasa
CLON +/- 0,3 +/- calorico | +/-0,05 | cruda | dratos +/-
0,01 +/- 0,1 | totales 0,01
CCN- 9,97 7,47 332,34 5,42 20,87 76,72 0,42
51
TSH- 8,51 5,88 344,74 4,78 30,16 80,37 0,46
565
ICS- 5,72 7,74 352,21 7,19 11,90 78,14 1,21
95
FSV- 7,08 6,96 351,99 7,70 14,10 76,63 1,63
155
FLE-3 5,90 7,77 347,97 4,26 15,24 81,54 0,53
Valor 7,04 6,83 3474 5,75 21,80 79,77 0,59
medio +/-1,2 +/-1,0 +/- 6,8 +/-1,5 +/-9,1 +/-2.,8 +/-0,3

Fuente: Carrefio y Rojas (2014)
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 MATERIALES Y REACTIVOS

3.1.1 Reactivos y solventes

e Buffer fosfato (pH 6 y 0,08 M): 1,4 g de Na2HPOa4y 9,86 g NaH2PO4-H20
e HCI0O2MyYy5M

e NaOH 5% p/v

e Etanol al 95% v/v

e Acetona

e H2SOas al 98%

e Tabletas catalizadoras Kjeldahl

e H3BOs al 2% p/v

3.1.2 Enzimas

e a-amilasa termoestable.
e Pepsina (actividad enzimatica 944 U/mg proteina).

¢ Amiloglucosidasa (actividad enzimética =300 U/mL).

3.1.3 Material de referencia certificado. El material de referencia certificado fue un

chocolate negro ref.2384 69,
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3.1.4 Materia prima. El material de estudio fue la cascara y el mucilago de dos tipos
de mazorcas de cacao (CCN-51 y TSH-565), suministradas por el CICTA;
provenientes del departamento de Santander; CCN-51 de la finca villa Monica,
propiedad de la federacion nacional de cacaoteros ubicada en el municipio de San
Vicente de Chucuri y TSH-565 de la finca vivero villa Juliana de Rio Negro. Se
escogieron estos dos clones como materia prima, ya que en estudios realizados con
anterioridad en el CICTA, se encontré que contenian una mayor cantidad de fibra

cruda comparada con otros clones.

3.2 EQUIPOSY MATERIAL DE LABORATORIO

3.2.1 Material de laboratorio. Probetas de 25, 50 y 250 mL, balones aforados de
50, 100, 250 y 1000 mL, vasos de precipitado de 50, 100 y 500 mL, pipetas de 10
ml, micro-pipetas de 100 y 1000 pL, erlenmeyer de 100 y 250 mL, crisoles, agitador

magnético, cajas petri y papel filtro franja negra.

3.2.2 Equipos. Molino de cuchillas (Modelo 4 Wiley Mill), balanza analitica
(OHAUS), plancha de calentamiento con agitacion, termémetro digital, pH-metro
(SCHOTT), unidad de digestion (BUCHI 426), unidad de destilacion (BUCHI K-314),

mufla, estufa, desecador, equipo de filtracion al vacio.
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3.3 PROCEDIMIENTO

3.3.1 Recolecciony acondicionamiento. Las mazorcas fueron seleccionadas segun
su buen aspecto y grado de maduracion, fueron sometidas a un lavado por
inmersion en agua potable durante 30 minutos a temperatura ambiente, y luego a
una desinfeccion por un bafio en una solucion acuosa de hipoclorito de sodio 0,5%
(P/V) durante 20 minutos, se escurrieron y secaron. La cascara se separ6 de los
granos de cacao. Se realiz6 una disminucién del tamafio en las cascaras dejandolas
en pequefnos trozos de aproximadamente 1 cm?. Se separé el mucilago de los
granos de cacao pasando los granos por el desmucilaginador hasta la obtencién del
mucilago solo (ver figura 13).

Figura 13. a. Desmucilaginador b. Mucilago obtenido. Fuente: Las autoras.
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3.3.2 Secado y molienda. Cada una de las muestras (cascara y mucilago) se
secaron por separado en una estufa a 60 °C durante 72 horas (tiempo para alcanzar
una humedad inferior al 10% en ambos residuos). El valor de la temperatura se fijo
en 60°C con el fin de reducir la desnaturalizacién de compuestos termosensibles .
En la figura 14a se pueden apreciar las cascaras secas. Después, las cascaras se
colocaron en un desecador, la materia seca se pasé por un molino de cuchillas y
por un tamiz hasta obtener un tamafio de particulas de 0,120 mm, la harina obtenida
(ver figura 14b) de cada material se conservé por separado en bolsas plasticas con

sello hermético a temperatura ambiente.

Figura 14. a. Céscara seca. b. Harina de la cascara. Fuente: Las autoras.
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3.3.3 Composicién proximal de los residuos de cacao. El andlisis proximal de la
harina del mucilago se realiz6 empleando los siguientes métodos AOAC °: cenizas
(AOAC 923.03), humedad (AOAC 931.04), proteina (AOAC 920.87), fibra cruda
(AOAC 978.10) y grasa (AOAC 920.85). Cabe resaltar que dicho analisis se realizo
por triplicado y no se le realiz6 a las harinas de las cascaras, ya que estos se habian
realizado anteriormente en otro trabajo propio del grupo CICTA (Determinacion y
ajuste de parametros cinéticos de la extraccion de polifenoles totales a partir de la

cascara de cacao) 1°; solo se reportaran los datos obtenidos en éste .

3.3.4 Cuantificacion de fibra dietaria (FDT, FDS y FDI)

El método enzimatico-gravimétrico desarrollado esta basado en las técnicas AOAC
985.29 71, 993.19 7? y 991.42 "3, con algunas modificaciones en las enzimas
utilizadas; en sus cantidades y tiempos de digestion. El procedimiento para la
determinacion de la fibra se fundamenta en digerir las proteinas e hidratos de
carbono con enzimas especificas, el residuo obtenido después de las digestiones,
ya sea el residuo total, el residuo soluble (RS) o residuo insoluble (RI) segun el caso,
se adjudica a la FD con el previo descuento del contenido de cenizas y proteinas
residuales %074, Para calcular la cantidad de fibra total y de sus fracciones soluble e
insoluble, se utilizaron las ecuaciones planteadas méas adelante en el numeral 3.3.8.
La metodologia se realiz6 de forma idéntica y por separado, para la cascara y el
mucilago; la Unica diferencia es el peso inicial de la muestra; para el caso de la
cascara se tom6 1 + 0,0020 gramos y para el mucilago 3 + 0,0020 gramos. En lo
que respecta a la proporcion de la solucién buffer y enzimas utilizadas en cada caso
se tuvo en cuanta la relacion 1:1 (gramos de muestra a analizar: cantidad de

solucion y enzimas utilizadas).
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3.34.1 Fibra dietaria total. Se pes6 cada muestra por duplicado en erlenmeyer
de 100 mL, se adicionaron 50 mL de solucion buffer fosfato (pH 6 y 0,08 M) y se
mantuvo en agitacion magnética hasta que la muestra se dispersé por completo en
la solucion; seguidamente se afiadieron 100 pL de solucion de a-amilasa
termoestable, se cubrié con papel aluminio y se llevo a un bafio maria durante 15
min a una temperatura de 90- 95°C con agitacion constante y suave. Después, la
mezcla sujeta a andlisis se retird del bafio y se dejo enfriar a temperatura ambiente
(alrededor de 25°C) °. Una vez que la muestra alcanza el equilibrio térmico con el
ambiente, se adicionaron 20 mL de solucion HCI 0,2 M y se ajust6 el pH a 1,5 con
solucion de HCI 5 M, se agregd 1,0 mL de pepsina (10% p/v) y se cubrid el
erlenmeyer con papel aluminio, se colocé en un bafio Maria a 40°C durante 60
minutos con agitaciéon constante y suave %8, después de este tiempo se retir6 del
bafio, se dej6 enfriar a temperatura ambiente. Se midi6 el pH y se ajusté a 4,5
usando una solucién de NaOH 5% pl/v, se adicionaron 100 uyL de solucion de
amiloglucosidasa. Se volvio a sellar el erlenmeyer con papel aluminio, se llevé a un
bafio maria durante 30 min con agitacién y a 60°C. Cumplido el tiempo, se retir6 del
bafio dejandose enfriar a temperatura ambiente ° y se afiadieron 225 mL de Etanol
al 95% v/v precalentados a 60°C, se cubrieron los Erlenmeyer con papel aluminio y
se dejo precipitar durante 60 minutos, luego se filtré al vacio y se hicieron lavados
con 2 porciones de 15 mL de Etanol al 95%, hasta que todas las particulas fueran
transferidas al embudo de filtracion Bulchner, la torta de filtracion se lavé con 2
porciones de 15 mL de acetona y los residuos (R) fueron puestos a secar en cajas
petri en el horno a 103°C por una noche. Después que la muestra esta seca, se
colocé en un desecador por 50 minutos se peso y se realizé un andlisis de ceniza
en una mufla a 550°C durante 4 horas segun el método AOAC 923.03, y con el
duplicado se realizé un analisis de proteinas segun el método AOAC 920.87.
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3.34.1.1 Diagrama de la cuantificacion de FDT

Dos muestras de 1 gramo c/u (M, y M, por separadas) por duplicado.

Afadir 50 mL de solucion buffer fosfato (pH 6 y 0,08 M),
agitacion magnetica constante hasta homogenizar.

Primera digestion: Afiadir 100 pL de solucion de
a-amilasa termoestable.

Poner en bafio de agua entre 90-95°C, incubar por 15
minutos, agitacion suave y constante.

Dejar enfriar a temperatura ambiente (=25°C) y agregar
20 mL de HCL 0,2 M. Ajustar el pH a 1,5 con HCI 5 M.

Segunda digestion: Afiadir 1 mL de pepsina (10% p/v),
poner en bafio de agua a 40°C e incubar por 60 minutos,
con agitacion suave y constante.

Dejar enfriar y ajustar el pH a 4,5 con NaOH 5% p/v

Tercera digestion: Afiadir 100 pL de solucién de
amiloglucosidasa, poner en bafio de agua a 60°C e
incubar por 30 minutos, con agitacion constante.
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Dejar enfriar. Afladir 225 mL de etanol al
95% v/v previamente calentados a 60°C.

Dejar precipitar por 60 minutos y filtrar al
vacio

Lavar los residuos (R) con 2 porciones de 15
mL de acetona)

Dejar los R obtenidos en horno a 103°C por 1 noche. Poner en
desecador 60 minutos. Pesar (M;y M,)

Ivll MZ
Realizar proteina Realizar ceniza
(AOAC920.87) (AOAC 923.03)

Fibra dietaria
total
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3.34.2 Fibra dietaria insoluble. Se pes6 cada muestra por duplicado y se
realizaron las digestiones enzimaticas tal y como fueron descritas en el nhumeral
anterior. Después de la digestiéon con amiloglucosidasa, se filtré al vacio y se lavo
el erlenmeyer con 2 porciones de 10 mL de agua destilada precalentada a 70°C,
hasta que todas las particulas pasaron al retenido (el agua residuo obtenida en la
filtracion, se conservo para la determinacion de fibra dietaria soluble), y la torta de
filtracion se usa para determinar la Fl; se lavo con 2 porciones de 10 mL de acetona,
los residuos insolubles (RI) (muestra y duplicado) fueron puestos a secar en caja
petri en horno a 103°C por una noche, después se realiz6é el mismo proceso para la
determinacion de ceniza y proteina, con el residuo de la muestra se realiz6 ceniza

y con su duplicado proteina.

3.3.4.3 Fibra dietaria soluble. Con el filtrado que se conservé de cada muestra
en la determinacion de fibra dietaria insoluble se procedié a la determinacion de
fibra dietaria soluble, para esto se adicionaron 225 mL de etanol al 95 % vl/v,
previamente calentados a 60°C se tapd el recipiente con papel aluminio y se dej6
por 60 minutos en reposo a temperatura ambiente, luego se filtr6 al vacio y se lavo
el recipiente con 2 porciones de 15 mL de Etanol al 95% v/v hasta transferir todas
las particulas al embudo de filtracion, la torta de filtracion se lavo con 2 porciones
de 15 mL de acetona, los residuos solubles (RS) fueron puestos a secar en cajas
petri en el horno a 103°C por una noche y se realizé de igual manera que en los

numerales anteriores para la determinacion de ceniza y proteina.
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3.34.4

Diagrama de la cuantificacion de FDI y FDS

A

de 10 mL de agua a 70°C.

[ Filtrar y lavar los residuos con 2 porciones

Filtrado + lavado con agua.
My My)

Anadir 225 mL de etanol al 95%
v/v previamente calentados a
60°C

Dejar precipitar por 60 minutos a
temperatura ambiente. se obtiene
el residuo soluble (RS)

. /

4 N

Filtrar al vacio y lavar los RS con 2
porciones de 15 mL de etanol al
95% v/v y 2 porciones de 15 de
acetona (desechar el liquido del

filtrado)

Residuo insoluble en el
papel filtro (RI) (M, y M,)

Lavar los residuos con 2
porciones de 10 mL de acetona

Dejar los RI obtenidos en horno
a 103°C por una noche.

Poner en desecador 60 minutos.
Pesar (M, y M,)

Dejar los RS obtenidos en horno
a 103°C por 1 noche. Poner en

(AOAC920.87)

Realizar : -
< Realizar ceniza
proteina

(AOAC 923.03)

desecador 60 minutos. Pesar (M,

y M)
|
I |
M, M,
Realizar Realizar ceniza
proteina

(AOAC920.87) (AOAC923.03)

Fibra dietaria
soluble
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3.3.5 Determinacion de humedad. Para la determinacion se utilizo el método AOAC
931.04 implementado en el laboratorio de alimentos CICTA. A todas las muestras
analizadas se le realiz6 humedad con el fin de expresar los resultados en base seca.
Brevemente, el procedimiento seguido es el siguiente: se coloco la caja petri en
estufa a 103°C por 60 minutos, después se lleva a desecador por 50 minutos, se
pesa la caja petri sola, después se pesa con + 2 gramos de la muestra, se pone en
la estufa a 103°C por 4 horas y se llevan a desecador por 50 minutos y por ultimo
se peso la caja petri con la muestra seca. El contenido de humedad se obtuvo

empleando la ecuacion 1.

Ecuacion 1: Porcentaje de humedad

Muestra Humeda — Muestra Seca

% H dad = x 100
% Humeda Muestra Humeda

Para dar un dato en base seca se emple0 la siguiente formula:

Ecuacioén 2: porcentaje base seca

Dato x 100
100 — % humedad

Base Seca =
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3.3.6 Determinacion de ceniza. Para la determinacion se utiliz6 el método AOAC
923.03 implementado en el laboratorio de alimentos CICTA, para la determinacion
del dato se utilizo la ecuacion 3. Este andlisis consiste en la pérdida por ignicién de
todos los componentes organicos hasta la obtencion de un residuo mineral. Para
esto se coloco el crisol solo a 103°C en estufa por 60 minutos, se paso a desecador
por 50 minutos, se pesé el crisol solo y luego se peso el crisol con la muestra, se
paso a la mufla, se inici6 un precalentamiento a 300°C por 15 minutos, luego a
350°C por 60 minutos y por ultimo se subio la temperatura a 550°C durante 4 horas,
se dejo6 enfriar y se colocé en desecador por 50 minutos; finalmente se pesoé el crisol

con la ceniza.

Ecuacioén 3: Porcentaje de ceniza

. peso de la Ceniza
% Ceniza = %X 100
peso de la muestra

3.3.7 Determinacion de proteinas.

Para la determinacion se utiliz6 el método AOAC 920.87 implementado en el
laboratorio de alimentos CICTA. Se pesoé la muestra y se adicioné en los tubos del
digestor, se le agreg6 una tableta catalizadora Kjeldahl, después se le agregaron 20
mL de &cido sulfurico (H2S0a4) al 98 % y se coloco el tubo en el digestor (ver figura
15a). Seguidamente, se prendio la bomba y la temperatura se programo por 1 hora
en el nivel 4 y luego se subi6 a la temperatura maxima hasta que la muestra tenga
un color verde brillante. Se dej6é enfriar el tubo y se le agregd 50 mL de agua
destilada. Paralelamente, en un Erlenmeyer de 250 mL se agregaron 50 mL de
acido borico (H3sBOa) al 2% p/v y 3 gotas de indicador mixto. Se coloco el tubo con
el agua en el destilador (ver figura 15b) y se le agregaron 150 mL de NaOH, el
Erlenmeyer con el acido se usé para recoger el destilado. Se puso en
funcionamiento el destilador y cuando se completd un volumen de 200 mL de
solucion en el Erlenmeyer, se apago y retird el tubo. El destilado se titul6 con HCI

0,1N hasta que viro de verde a color purpura. Usando la ecuacion 4, se calculo el
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contenido de nitrégeno de la muestra a partir de la cantidad de amoniaco producido.
Utilizando un factor de conversion de 6,25 se relaciono el contenido de nitrogeno

del residuo, con el contenido de proteina (ecuacion 5).

Ecuacién 4: Porcentaje de nitrégeno

% Nitrogeno = Vit * Ny * 14 x 100
g 1000 * Peso de la muestra

Donde:
VHei: volumen en mL de HCI gastado en la titulacion

NHci: normalidad del HCI (0,1N)

Ecuacion 5: Porcentaje de proteina
% Proteina = % Nitrogeno X 6.25

Figura 15.a. Unidad de digestion (BUCHI 426). b. unidad de destilacion (BUCHI
K-314). Fuente: Las autoras.
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3.3.8 Caélculo del contenido de fibra dietaria. Las siguientes formulas permitieron
determinar el porcentaje de fibra dietaria en cada uno de los casos (FDT, FDI y
FDS). Teniendo para ello la cantidad de residuo seco obtenido después de la

filtracion, proteina, ceniza y peso inicial de la muestra.

Ecuacion 6: Porcentaje de fibra total

R C

_P_
% Fibra total = —w x 100

Donde:

R= Residuo, RI= Residuo insoluble, RS= Residuo soluble (g)
P=Proteina (g)

C=Cenizas (g)

M= Peso de la muestra (g)

Ecuacién 7: Porcentaje de Fibra Insoluble

] ] RI—-P—-C
% Fibra insoluble = — x 100

Ecuacién 8: Porcentaje de Fibra soluble

R
% Fibra soluble = B — x 100

La determinacion de la fibra total también se puede dar en términos de la suma de

los porcentajes de Fl y FS como se muestra en la siguiente ecuacion.
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Ecuacion 9: Porcentaje de Fibra total

% Fibra total = % Fibra insoluble + % Fibra soluble

3.4 PARAMETROS PARA LA IMPLEMENTACION DEL METODO

Para la implementacion del método descrito anteriormente se usaron las siguientes
figuras de mérito: precision, repetibilidad, exactitud, limite de deteccion y limite de
cuantificacion, utilizando un andlisis ANOVA y TUKEY para corroborar que los
resultados obtenidos por el método implementado no tuvieran diferencias y fueran

validos, coherentes y confiables.

3.4.1 Precision. La precision se evalué en términos de repetibilidad y precision
intermedia. Para el caso de la repetibilidad, esta se evalué haciendo repeticiones de
la misma muestra con su duplicado, en las mismas condiciones por el mismo
analista; mientras que para la precision intermedia se calcul6 analizando la misma
muestra por diferentes analistas . Para el andlisis de precision, sélo se analizaron
los resultados obtenidos de fibra de los materiales de los clones, a los cuales se le
calcularon el promedio (X), la desviacién estandar (o) y el coeficiente de variacion.

Se acepta que el método es preciso para valores del CV menores o iguales al 5%
76

Ecuacioén 10: coeficiente de variacion.

cV =2 %100
X
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3.4.2 Exactitud. Es la proximidad de concordancia entre el resultado de una
medicion y el valor de referencia aceptado. Esta figura de mérito se determind
utilizando el material de referencia certificado (MRC) descrito en el numeral 3.1.3.
Se calculo la diferencia absoluta entre el valor medido y el valor certificado con base
ala FDT.

Ecuacién 11: Valor de t calculado

m—M
_Im-mi

calc o

Donde:

tca= t calculado

m= Valor de las muestras analizadas
M= Valor asignado al MRC

o = Desviacion estandar absoluta

n=NUmero de lecturas o valores medidos

Para evaluar si hay diferencias significativas entre los valores medidos y el
reportado se realizé la prueba t, en la cual si el tca < terit, indica que los valores no

tienen diferencias significativas y son aceptables.

3.4.3 Limite de Deteccién (LOD). EI LOD es la menor concentracién del analito en
una muestra que puede detectarse, pero no necesariamente cuantificarse bajo las
condiciones establecidas de la prueba ’’. Para estimar el limite de deteccién se
utilizé como blanco una muestra de harina blanca ya que esta tiene caracteristicas
fisicas semejantes al material de estudio y su contenido en fibra es bajo. Se le

determino la FDT. X es el promedio de las muestras y o la desviacién estandar.
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Ecuacién 12: Limite de Deteccidn

LOD =X + 30

3.4.4 Limite de Cuantificacion (LOQ). ElI LOQ es la concentracibn mas baja del
analito que puede ser determinada con un nivel aceptable de precision de
repetibilidad y veracidad. También se define por diversas convenciones como la
concentracion del analito correspondiente al valor del blanco de muestra mas 5,6 0
10 desviaciones estandar de la media del blanco 7’. Para estimar el limite de
deteccion se utilizé el blanco y se le determiné la FDT.

Ecuacién 13: Limite de cuantificacion

LOQ = X + 100

3.5 FORMULACION DE UN MATERIAL DE FIBRA DIETARIA

Se emplearon las harinas de la cascara y el mucilago de uno de los clones
estudiados, desarrollando un balance de masa con ellas, para obtener una mezcla

de FD 6ptima para la formulacién de un complemento para consumo humano.
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4 ANALISIS DE RESULTADOS

4.1 COMPOSICION PROXIMAL DE LAS HARINAS DE LOS RESIDUOS DE
CACAO

Los resultados obtenidos en la composicion proximal, realizado a las harinas de los
residuos de cacao estudiados se pueden apreciar en la tabla 8.

Tabla 8. Composicion proximal de la harina de las cascaras y mucilagos de cacao
estudiados.

Humedad Ceniza Proteina Fibra cruda Grasa
CLON (g/100g (g/100g (g/100g (9/100g BS) (g/100g
BS) BS) BS) g/=ove BS)
CCN-
i 51 9,97 7,47 5,42 20,87 0,42
Cascara
TSH-
565 8,51 5,88 4,78 30,16 0,46
CCN-
51* 8,59 7,77 6,35 0,33 2,11
Mucilago*
TSH-
56* 9,01 6,70 5,94 0,43 2,27

Fuente: Carrefio y Rojas (2014) * las autoras. BS=base seca.

En ella se puede ver qué; en la cascara, entre los dos clones la fibra cruda (FC)
presenta una variacion entre ellos, de igual manera se presenta esta variacion para
la fibra cruda en el mucilago de ambos clones. El residuo con la mayor cantidad de
FC es la cascara del TSH-565, seguido de la cascara del CCN-51 y finalmente la
menor cantidad de FC la tiene el mucilago del CCN-51. La fibra cruda se ve

influenciada por la fuente y el grado de madurez de la planta %, el contenido de FC
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en estos residuos sugiere la presencia de FD, los valores de FC no tienen relacion
con el verdadero contenido de FD *°.

En la siguiente seccion se va a presentar el calculo de las figuras de mérito y el
analisis de resultados de las muestras que fueron objeto de estudio (residuos de

cascara y mucilago de los clones de cacao CCN-51 y TSH-565).

4.2 DETERMINACION DE LAS FIGURAS DE MERITO

Para el analisis estadistico de los resultados se calcul6 el promedio (X), la
desviacién estandar (o) y el coeficiente de variabilidad (CV), con los resultados de

los pardmetros medidos en cada fuente de fibra dietaria total.

4.2.1 Exactitud del método. Este valor es importante ya que expresa la cercania
del resultado al valor verdadero. Se determiné como sesgo, analizando el material
de referencia certificado (MRC) descrito en el numeral 3.4.2. Los andlisis se
realizaron diez veces con su respectivo duplicado y los calculos para determinar la

exactitud se reportaron en la tabla 9.

Tabla 9. Exactitud del método.

Patron de cacao

% EDT 14,44 14,55 14,72 15,53 14,72
(9/100g BS) 15,53 14,69 15,29 14,38 15,39
PROMEDIO VALOR teal teab
(g/100g BS) TEORICO n o
g/2bug (g/100g BS)

14,92 14,5 10 0.46 2,19 2,23

Fuente: Las autoras. n=numero de datos, o = desviacién estandar, BS=base seca.
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Como se puede observar en la tabla 9, al realizar la prueba t con un 95% de
confianza, se obtuvo que la t calculada (tcar), es menor que t tabulada (twab) (ver anexo
A para el valor de tiwb), lo cual indica que no existen diferencias significativas entre
los valores experimentales y el valor tedrico, de lo que se concluye que el método
es exacto. El porcentaje de error de los datos obtenidos en la tabla 9 se obtiene

empleando la ecuacion 14 y se encuentra a continuacion:

Ecuacion 14: Porcentaje de error

VT - Vexp

%Error = x 100

T

14,50 — 14,92
14,50

%Error = | ‘ x 100

%Error = 2,89%

4.2.2 Determinacion del limite de deteccién para la FDT (LOD). En la tabla 10, se
reportan los resultados para el limite de deteccion, el cual fue calculado utilizando
la ecuacion 12, establecida en la seccion 3.4.3. El resultado es obtenido usando los
datos de FDT de un conjunto de 6 repeticiones para la harina que es utilizada como
el blanco. Se escogié este material debido a su parecido fisico (harina) con los

residuos de cacao que fueron prueba de estudio.
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Tabla 10. LOD para el blanco, en el método enzimatico-gravimétrico.

ANALITO | n (g/lg([)); BS) I(D@JF/zlc?J'\(gléE EISO) ° ¢ (9/158533)
0,94 0,93

Ezh/z:r'i\lncag) ® | 003095 093 O0L | LS o1
0,91 |0,93

Fuente: Las autoras. n= nimero de datos, o= desviacion estandar, CV= coeficiente de variacion.

Ya que el LOD es la minima cantidad de sustancia que puede ser detectada por el
método; 0,97 g/100g BS representa la concentracion minima que se puede medir a
la hora de desarrollar este andlisis para las harinas. El limite de deteccion toma
importancia muy marcada a la hora de determinar la cantidad de muestra a pesar
antes de iniciar el andlisis. Asi, por ejemplo, para muestras con un contenido de
fibra dietaria menor a 9,7x10°2 g/g BS, la muestra minima a pesar debera ser
superior o igual a 3 gramos; lo anterior con el fin de sobrepasar el umbral asociado

con la deteccion del método.

4.2.3 Determinacion del limite de cuantificacion para la FDT (LOQ). En la tabla 11
se muestran los resultados para el limite de cuantificacion, el cual fue calculado
usando la ecuacion 13, establecida en la seccion 3.4.4. El resultado mostrado es
obtenido usando los resultados obtenidos de un conjunto de 6 repeticiones del
analisis de FDT para harina.
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Tabla 11. LOQ para el blanco, en el método enziméatico-gravimetrico.

ANALITO | n FDT PROMEDIO o CVv LOQ
(9/100g BS) | (g/100g BS) (9/100g BS)
0,94 | 0,93

BLANCO 6 0.93 | 0,95 0,93 0,01 1,43 1,06

(Harina)
0,91 | 0,93

Fuente: Autoras. o= desviacion estandar, CV= coeficiente de variabilidad

Ya que el LOQ se define como la magnitud minima que puede determinarse con un
nivel aceptable de exactitud, 1,06 g/100g BS es la concentracion minima que debe
tener el analito para expresar el resultado del andlisis. En los resultados obtenidos
para cada clon (tablas 12 y 13), se puede encontrar que los %FD son mayores a
este LOQ.

4.2.4 Determinacion de la precision del método. Para la determinacion de estos
pardmetros, se siguid lo establecido en la seccidén 3.4.1 y los resultados se reportan
en las tablas 12 a la 15. Los datos obtenidos durante el analisis se muestran en los
anexos B al E.

La tabla 12 y 13 muestra los datos de la precisién intermedia tanto para el residuo

de cascara como el residuo de mucilago respectivamente.
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Tabla 12. Precision intermedia de los porcentajes de FDS, FDIy FDT (como la
suma de la FDS+FDI) para el residuo de cascara de los dos clones CCN-51y

TSH-565. (Cada analista realizo 5 ensayos con su respectivo duplicado).

CASCARA CCN-51 CASCARA TSH-565
ANALIS | ENSA
TA YO FDI FDS FDT FDI FDS FDT
(g/100gB | (g/2100gB | (g/100g | (9/100g | (g/100g | (9/100g
S) S) BS) BS) BS) BS)
1 53,26 7,97 61,23 47,67 6,89 54,56
2 52,53 7,46 59,99 47,79 6,58 54,37
1 3 52,99 7,42 60,41 48,31 6,27 54,58
4 52,36 7,4 59,76 48,62 6,26 54,88
5 52,13 7,31 59,44 48,19 6,16 54,35
6 52,16 7,96 60,12 48,63 6,1 54,74
7 51,95 7,54 59,49 49,29 6,06 55,35
2 8 52,89 7,8 60,69 47,79 6,24 54,03
9 52,12 7,12 59,24 48,62 6,26 54,88
10 51,87 7,81 59,68 49,06 6,1 55,16
PROMEDIO 52,43 7,58 60,01 48,4 6,29 54,69
DESVIACION 0,48 0,29 0,62 0,97 0,09 0,39
CcVv 0,91 3,82 1,04 2,03 1,53 0,72

Fuente: Las autoras. BS=base seca
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Tabla 13. Precision intermedia de los porcentajes de FDS, FDIy FDT (como la
suma de la FDS+FDI) para el residuo de mucilago de los dos clones CCN-51 y
TSH-565. (Cada analista realizo 3 ensayos con su respectivo duplicado).

MUCILAGO CCN-51 MUCILAGO TSH-565

ANALISTA | ENSAYO ™"en T eps [ FDT | FDI | FDS | FDT
(9/100g | (9/100g | (9/100g | (9/100g | (9/100g | (g/100g

BS) BS) BS) BS) BS) BS)

1 483 | 12,29 | 17,13 | 2,64 | 12,40 | 15,05

1 2 497 | 12,27 | 17,24 | 2,76 | 12,32 | 14,37
3 472 | 12,88 | 1759 | 2,556 | 12,58 | 14,84

4 496 | 13,55 | 17,52 | 2,53 | 12,57 | 15,10

2 5 496 | 12,91 | 17,86 | 2,77 | 12,88 | 15,04
6 499 | 12,99 | 17,99 | 2,66 | 12,79 | 15,15
PROMEDIO 491 | 12,81 | 1756 | 2,65 | 12,59 | 14,93
DESVIACION 0,11 0,48 0,34 0,10 0,22 0,29
CV 2,18 3,76 1,91 3,74 1,72 1,95

Fuente: Las autoras. BS= base seca

En estas tablas se observa que los coeficientes de variacién (CV) son menores al
5%, por lo tanto, es posible decir que el método es preciso y que los resultados que
se obtendran al analizar otras muestras seran confiables. También se encuentra
gue la cascara de ambos clones tiene una mayor cantidad de FDI, mientras que el

mucilago presenta un porcentaje mayoritario en FDS.
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En las tablas 14 y 15 se muestran los resultados de repetibilidad del método.

Tabla 14. Repetibilidad del método analista 1.

CASCARA CCN-51 CASCARA TSH-565
ANALIS | ENSA
TA YO FDI FDS FDT FDI FDS FDT
(9/100gB | (9/100gB | (9/100g | (9/100gB | (9/100g | (9/100g
S) S) BS) S) BS) BS)
1 53,26 7,97 61,23 47,67 6,89 54,56
2 52,53 7,46 59,99 47,79 6,58 54,37
1 3 52,99 7,42 60,41 48,31 6,27 54,58
4 52,36 7,40 59,76 48,62 6,26 54,88
5 52,13 7,31 59,44 48,19 6,16 54,35
PROMEDIO 52,65 7,51 60,17 48,12 6,43 54,55
DESVIACION 0,46 0,26 0,69 0,39 0,30 0,21
CVv 0,88 3,49 1,15 0,81 4,67 0,38
MUCILAGO CCN-51 MUCILAGO TSH-565
ANALIS | ENSA
TA YO FDI FDS FDT FDI FDS FDT
(9/100gB | (9/100gB | (9/100g | (9/100gB | (9/100g | (9/100g
S) S) BS) S) BS) BS)
1 4,83 12,29 17,13 2,64 12,40 15,05
1 2 4,97 12,27 17,24 2,76 12,32 14,37
3 4,72 12,88 17,59 2,56 12,58 14,84
PROMEDIO 4,91 12,48 17,39 2,53 12,43 14,76
DESVIACION 0,07 0,34 0,35 0,10 0,13 0,34
CcVv 1,45 2,75 2,03 4,03 1.07 2,32

Fuente: Las autoras.
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Tabla 15. Repetibilidad del método analista 2.

CASCARA CCN-51 CASCARA TSH-565
ANALIS | ENSA
TA YO FDI FDS FDT FDI FDS FDT
(9/100gB | (9/100gB | (9/100g | (9/100gB | (9/100g | (9/100g
S) S) BS) S) BS) BS)
1 52,16 7,96 60,12 48,63 6,10 54,74
2 51,95 7,54 59,49 49,29 6,06 55,35
2 3 52,89 7,8 60,69 47,79 6,24 54,03
4 52,12 7,12 59,24 | 48,62 6,26 54,88
5 51,87 7,81 59,68 49,06 6,10 55,16
PROMEDIO 52,20 7,65 59,84 | 48,68 6,15 54,83
DESVIACION 0,41 0,33 0,57 0,57 0,09 0,51
CV 0,78 4,32 0,96 1,18 1,48 0,93
MUCILAGO CCN-51 MUCILAGO TSH-565
ANALIS | ENSA
TA YO FDI FDS FDT FDI FDS FDT
(9/100gB | (9/100gB | (9/100g | (9/100gB | (9/100g | (9/100g
S) S) BS) S) BS) BS)
1 4,96 13,55 17,52 2,53 12,57 | 15,10
2 2 4,96 12,91 17,86 2,77 12,88 | 15,04
3 4,99 12,99 17,99 2,66 12,79 | 15,15
PROMEDIO 4,97 12,82 17,79 2,45 12,75 | 15,10
DESVIACION 0,02 0,23 0,25 0,09 0,16 0,05
CV 0,46 1,83 1,40 3,51 1,25 0,33

Fuente: Las autoras.
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En las tablas 14 y 15, se muestran los valores de porcentaje de fibra determinados
por cada analista. Esta informacion se tabul6 y se representa en la graficaly 2, en
donde se puede observar que las determinaciones de los porcentajes de fibra no
varian drasticamente entre analistas. Finalmente, se desarrollé6 un analisis
ANOVA/TUKEY con una significancia estadistica igual al 95% (ver resultados tabla
16 y 17 respectivamente); confirmandose que no existen diferencias significativas
entre los valores reportados por los dos analistas. Los resultados anteriores indican
qgue el método es repetible. Sin embargo, los resultados tabulados en la tabla
muestran que, si hay diferencias significativas en los valores de FDI, FDS, FDT,;

entre clones.

Gréfica 1. Diferencias entre los % FDS, FDI y FDT, para la cascara, por cada uno
de los analistas.

% FDS, FSly FDT por cada analista para la cascara
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78



Gréfica 2.Diferencias entre los % FDS, FDI y FDT, para el mucilago, por cada uno
de los analistas.
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CCN-51 CCN-51 CCN-51 TSH-565 TSH-565 TSH-565

Tabla 16. Datos del analisis ANOVA para los resultados de FDS, FDI y FDT por
cada analista.

CASCARA MUCILAGO
Valor Valor
ANf‘l\_(liTA F critico Probabilidad F critico | Probabilidad

para F para F
CCN-51 FDI | 2,77 5,32 0,13 2,40 7,71 0,20
CCN-51 FDS | 0,50 5,32 0,50 1,92 7,71 0,24
CCN-51 FDT | 0,64 5,32 0,45 2,57 7,71 0,18
TSH-565 FDI | 3,30 5,32 0,11 1,07 7,71 0,36
TSH-65 FDS | 3,97 5,32 0,08 0,18 7,71 0,69
TSH-565 FDT | 1,33 5,32 0,28 2,95 7,71 0,16
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Tabla 17. Datos del analisis TUKEY para los resultados de FDS, FDI y FDT por
cada analista.

TUKEY analista 1
Significancia / Cascara significancia / Mucilago
CCN-51 TSH-565 CCN-51 TSH-565
FDI 0,43 B 0,26 A 0,44 B 1,00 A
FDS 0,85B 0,36 A 0,06 B 0,51A
FDT 0,77 B 0,83 A 0,16 B 0,33A
TUKEY analista 2
Significancia / Cascara significancia / Mucilago
CCN-51 TSH-565 CCN-51 TSH-565
FDI 0,43 B 0,26 A 0,44 B 1,00 A
FDS 0,85B 0,36 A 0,06 B 0,51A
FDT 0,77 B 0,83 A 0,16 B 0,33 A

Fuente: Las autoras. Los valores con letras diferentes representan diferencias significativas segin el andlisis de Tukey.

4.3 ANALISIS DE RESULTADOS DE LA FIBRA DIETARIA DE LOS CLONES
ANALIZADOS

Los valores de FDI, FDS y FDT encontrados en cada uno de los residuos estudiados

por el método enzimético-gravimétrico se muestran en la grafica 3.
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Gréfica 3.Contenido de FDS, FDIy FDT en residuos de cacao. Fuente: Las autoras.
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A partir de los resultados mostrados en la grafica 3 (tomados de la tabla 12 y 13),
se aprecia que, para el caso del mucilago, los valores de FDS son mayores que los
de FDI. Por otro lado, en la cascara la proporcion se invierte y en este residuo el

contenido de FDI es mayor que el de FDS.

Adicionalmente, cuando se comparan los resultados obtenidos en este trabajo de
FDS del mucilago y FDI de la cascara; con los reportados por Aguilar'® y Abarca y
colaboradores® (ver Tabla 18), se observa que los clones CCN-51 y TSH-565 tienen

un menor contenido de estos analitos.
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Tabla 18. Cuadro comparativo de los % FDS, FDI y FDT por diferentes estudios

realizados en cacao.

MUCILAGO CASCARA

UL FDI FDS | FDT | FDI | FDS | FDT
(9/100g | (g/100g | (9/100g | (g/100g | (9/100g | (g/100g

BS) BS) BS) BS) BS) BS)

_ : ] ] 56,82 | 3,08 | 59,9

Aguilar (2011)

: ] ] 64,06 | 2,35 | 66,57

Abarca y 0,95 16,57 20,48 59,74 4,74 64,92
colaboradores (2010) | 0,84 19,76 | 20,52 | 60,79 3,3 64,09
Effe estudio CCN- 483 | 12,48 | 17,31 | 51,84 | 7,58 | 59,42
Eg;f estudioTSH- 238 | 12,54 | 14,92 | 4839 | 6,29 | 54,69

Fuente: * las autoras.

Una posible explicacién para este comportamiento puede estar asociada con los

genotipos evaluados; asi por ejemplo el clon de cacao CCN-51 es un cruce de

variedades trinitario-criollo-forastero; mientras que los materiales con los cuales se

compararon los resultados aqui obtenidos pertenecen a variedades trinitarias.

En la tabla 19, se pueden apreciar la comparacion de los contenidos de FDT

determinados segun la metodologia explicada en el numeral 3.3.4.1 y los obtenidos

como la suma de la FDS y FDI.
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Tabla 19. Comparacion de la FDT determinada para cada residuo, con la
FDS+FDI para los clones de CCN-51 y TSH-565.

MUCILAGO
ENSAYO
FDEJSSH' FDSJ’ES; TSH- FDT CCN-51 | FDS+FDI CCN-
(/1009 BS) | (g/100g BS) (g/100g BS) |51 (g/100g BS)
PROMEDIO 18,02 14,93 20,75 17,56
DESVIACION 0,38 0,29 0,34 0,34
cV 2,08 1,95 1,63 1,91
CASCARA
ENSAYO
FDT TSH- | FDS+FDITSH- | L 51 FDS+FDI
565 565 (g/100g (g/100g BS) CCN-51
(g/100g BS) BS) g/2vhg (9/100g BS)
PROMEDIO 60,97 54.69 65,44 60,01
DESVIACION 0,86 0,39 0,87 0,62
CcV 1,41 0,72 1,32 1,04

Fuente: Las autoras. BS= base seca.

Estos andlisis se trabajaron bajo las mismas condiciones que la determinacion de
FDS y FDI, por ende, la suma de la FDS y FDI deberia coincidir con el resultado de

la FDT determinada, ya que se trata de la misma muestra. Se observa una diferencia

promedio de 5,86 para la cascaray 3,14 para el mucilago; puntos porcentuales entre

los

resultados comparados.

La diferencia puede estar asociada con

las

fluctuaciones en tiempos y temperaturas de incubacion entre el analisis de la FDT y

el de la FDS y la FDI; o en la fase de precipitacion 52,
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En la tabla 20, se muestran los resultados del analisis ANOVA para cada una de las
relaciones entre cascara-cascara y mucilago-mucilago de los dos clones

estudiados.

Tabla 20. Datos del analisis ANOVA para los resultados de FDT para cada clon.

F Ferit.

RESIDUO ert
MUCILAGO 177,03 4,96

FDT CASCARA 134,48 4,41

Fuente: Las autoras.

En el andlisis ANOVA realizado por el software SPSS, para comparar las
desviaciones estandar, con un 95% de nivel de confianza, se obtienen los valores
de F y Fciit de la Tabla 18. Se puede observar que F es mayor que Fciit por lo tanto
se puede decir que los datos comparados (mucilago-mucilago y cascara-cascara)

son diferentes significativamente.

4.4 ANALISIS DE LA RELACION FDI:FDS EN RESIDUOS DE CACAO
(CASCARAS Y MUCILAGOS)

En la tabla 21 se muestran los resultados de FDS, FDI y FDT y se hace la relaciéon
de la FDI:FDS, para cada uno de los residuos analizados de los clones de CCN-51
y TSH-565.
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Tabla 21. Contenido de FDS, FDI, FDT vy la relacién de FDI:FDS en los residuos

de cacao analizados.

ENSAYO Fbl FDS FbT FDI:FDS
(9/100g BS) | (g/100g BS) | (g/100g BS)
Céascara CCN-51 51,84 7,57 59,42 6,84:1
Cascara TSH-565 48,39 6,29 54,69 7,69:1
Mucilago CCN-51 4,83 12,48 17,31 0,38:1
Mucilago TSH-565 2,38 12,54 14,92 0,19:1

Fuente: las autoras. BS=base seca

De manera general, ninguno de los residuos caracterizados cumplen con la relacion
de FDI:FDS igual a 3:1; la cual es la aceptada por la OMS para ser incorporada en

alimentos destinados al consumo humano.

En lo que respecta a la cascara, la relacion FDI:FDS obtenida fluctia entre 6,84:1
a 7,69:1. Estos resultados elevados pueden estar asociados con el hecho que la
relacion de la FDI esta influenciada por la ubicacién del tejido en el fruto, siendo
menor en la parte interna y aumentando gradualmente hacia el exterior 4°. Pasando

al mucilago, la relacién FDI:FDS, fluctu6 entre 0,19:1 y 0,38:1.

Asi mismo, las diferencias de FDT existentes en la cascara y en el mucilago; y entre
sus fracciones de FDI y FDS, pueden estar asociadas con condiciones de
crecimiento, edad del cultivo, ambiente. Por ejemplo, para mazorcas verdes los
contenidos de hemicelulosa y pectina seran mayores que los de celulosa y lignina;

esta situacion se invierte a medida que la maduracion tiene lugar*®,
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4.5 OBTENCION DE UNA FORMULACION DE FIBRA DIETARIA UTILIZANDO
LOS RESIDUOS ESTUDIADOS

Los residuos estudiados (cascara y mucilago) no cumplen con la relacion de 3:1
para considerarse buenas fuentes de fibra, pero entre los resultados obtenidos se
tiene que la cascara del cacao es mas rica en FDI, mientras que el mucilago es més
rico en FDS. Teniendo en cuenta lo anterior se pueden emplear estos residuos para
realizar mezclas entre las harinas de las cascaras y las harinas del mucilago de

cada clon para obtener la relacion 3:1 y de tal manera aprovechar estos residuos.

Se realiz6 un balance de masa para saber las proporciones requeridas de cada una
de las partes (cascara y mucilago), para la obtencién de un producto con una
proporcion de FDI:FDS de 3:1.

Se tomd como ejemplo el clon CCN-51, se llevan los % de FDS y FDI al 100%.

4 N 4

~

)

Céscara Fi 4,[ MEZCLADOR |« Relacion 3:1
X FDI =87,26 g/ 100g ‘ Fs=1kg
BS
Xeoi =75 % p/p
X FDS = 12,74 g/

v Xrps= 25 % p/

1009 BS / Muc"lago F2 \ \ FDS 0 p p
- J X FDI =27,90 g/ 100g

BS

X FDS = 72,10 g/ 100g
BS

- /
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F,+F,=1kg 0,8726 F, + 0,2790 F, = 0,75 F,=1- F,

0,8726(1— F,) + 0,2790 F, = 0,75
0,8726 — 0,8726 F, + 0,2790 F, = 0,75

0,8726 — 0,8726 F, + 0,2790 F, = 0,75
0,8726 — 1,1516 F, = 0,75

—0,5936 F, = —0,1226
F, = 0,2065 kg F, = 0,7935 kg

Se obtuvo que la mezcla de los materiales para obtener 1 kg de fibra dietaria con
relacion 3:1; es: 0,2065 kg de harina del mucilago y 0,7935 kg de harina de la
cascara. Esto favorece un poco mas el estudio ya que el mucilago es el residuo del

gue menos se tiene cantidad y es del que menos se necesita.
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5 CONCLUSIONES

Se determind con un intervalo de confianza del 95% que el método implementado
es exacto. De manera general, el porcentaje error promedio de FDT calculado con
base en el material de referencia fue de 0,29%.

Se confirmd que cada uno de las figuras de mérito evaluadas cumplen con los

criterios estadisticos, concluyéndose que el método exacto, preciso y reproducible.

A partir de los resultados obtenidos se pudo determinar que la cascara de cacao
contiene mayor cantidad de FDI (Entre 48,40 — 52,43 g/100g BS) y el mucilago
contiene mayor cantidad de FDS (Entre 12,59 — 12,81 g/100g BS).

Con relacion a la FDI:FDS, se determiné que la cascara y el mucilago de ambos
clones, por separado, no cumple con la relacion recomendada por la OMS para ser
usadas como ingrediente en la formulacion de alimentos. Sin embargo, planteando
un balance de materia fue posible determinar las cantidades de harina de cascara
0,79 kg y harina de mucilago 0,21kg, necesarias para obtener una mezcla con una

relacion 3:1, la cual es deseada para formulaciones alimentarias.
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6 RECOMENDACIONES

Determinar las fracciones de fibra dietaria soluble e insoluble del material de
referencia certificado usado.

Determinar el contenido de fibra dietaria (FDT, FDS y FDI) de un material de
referencia secundario.

La etapa de filtrado en la cuantificacion de la fibra dietaria total, soluble e
insoluble de las muestras debe realizarse en caliente para disminuir el tiempo
de filtrado.

Hacer un analisis de los componentes presentes en la parte de fibra dietaria
soluble e insoluble, para corroborar que si se trata de cada una de las
fracciones de la fibra dietaria.

Analizar experimentalmente la mezcla obtenida del balance de materia con

el fin de confirmar que se obtuvo una relacion 3:1.
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ANEXOS

Anexo A.Tabla T-student.

Tabla t-Student

Grados de
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Anexo B. Resultados para la cascara del TSH-565.
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Anexo C. Resultados cascara CCN-51.
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Anexo D. Resultados mucilago CCN-51.
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Anexo E. Resultados mucilago TSH-565.
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