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RESUMEN

El presente estudio se centré en analizar y cuantificar los azicares mayoritarios
presentes en el mucilago de cacao proveniente de la Vereda Restrepo, Tumaco-Narifio. Se
evaluaron diferentes condiciones de extraccion mediante la técnica ultrasonido, variando el
tiempo de extraccion (15, 30 y 45 minutos) y la concentracion de acido fosférico (0, 0.5 y 1%).
Los resultados indicaron que el tiempo 6ptimo de extraccién fue de 30 minutos, mientras que
las concentraciones de &cido fosforico al 0% y 0.5% mostraron una mayor eficiencia en la
extraccion de azucares.

Para el analisis cuantitativo, se empled la técnica (HPLC), la cual permitié determinar
concentraciones de (2,36 g/L), (3,10 g/L) y (3,34 g/L) para glucosa, fructosa y sacarosa,
respectivamente con un total de azucares mayoritarios de (8,80 g/L). El analisis de varianza
mediante ANOVA demostré una alta correlacion entre las variables concentracién, area y
compuesto.

Al comparar los resultados con estudios previos, se observaron diferencias minimas en
la composicién de azucares, lo que sugiere que factores como la variedad de cacao, las
condiciones climaticas y el manejo poscosecha pueden influir en la composicion del mucilago.

Los resultados obtenidos abren nuevas perspectivas para el aprovechamiento de este
subproducto y resaltan la necesidad de realizar investigaciones adicionales para evaluar el

impacto de otros factores en la composicion del mucilago y su potencial aplicacion.

Palabras clave: Cacao, Mucilago, Aztcares, cromatografia, ultrasonido, Tumaco-

Narifo.
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Introduccion

La presente investigacidn como propuesta de trabajo de grado, es un avance de un
estudio general que se esta desarrollando sobre el conocimiento del cultivo de cacao, en esta
investigacion se analizaron los azucares presentes en mucilago del cacao evaluando las
condiciones optimas de extraccion en muestras provenientes de la vereda Restrepo del
municipio Tumaco narifio, cuyo propadsito es contribuir al conocimiento cientifico y al desarrollo
sostenible de la region de Tumaco, Narifio, mediante el estudio de uno de los subproductos
menos aprovechados del cultivo de cacao: el mucilago.

La produccién agricola ha sido un pilar fundamental de la economia colombiana durante
décadas, desempefiando un papel crucial en la seguridad alimentaria, la generaciéon de empleo
y el desarrollo rural (Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, 2020), especialmente para las
regiones afectadas por el conflicto armado, la agricultura ha sido un motor de reconstruccion e
incluso una via para la consolidacién de la paz.

En Colombia, y particularmente en Tumaco, el cacao no solo ha sido un cultivo de gran
relevancia economica, social y cultural, sino que también ha jugado un papel estratégico muy
importante en procesos de sustitucidon de cultivos ilicitos (Sierra, 2016). Este cultivo ha sido
fundamental para la economia local generando empleo y divisas a través de la exportacion de
granos de cacao y productos derivados, posicionandose incluso como una de las principales
apuestas productivas de Colombia debido a las potencialidades que éste ofrece desde el punto
de vista social y comercial como lo sefala Pabodn et al. (2016).

Segun el Ministerio de Comercio, Industria y Turismo (2024), en los primeros nueve
meses de 2024 se registré un aumento del 103,7% en las exportaciones de cacao y sus
derivados, alcanzando ventas por US$195,3 millones y exportandose 32.986 toneladas en
comparacion con las 23.585 toneladas del afio 2023, lo que representa un crecimiento del

39,9%, siendo Narifio uno de los departamentos con mayor produccién del pais con 3.271
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toneladas en 2021 Ministerio de Comercio, Industria y Turismo. (2022) y Tumaco con su rica
biodiversidad y condiciones climaticas 6ptimas, ha sido reconocido por su produccion con larga
tradicion cacaotera, representando el 94% de esta produccién segun la comision europea

Cardona-Alzate et al. (2022).

Figura 1.

Produccién de cacao por municipios (en toneladas).

.

PRODUCCION (t)

. Datos de produccion
' aiin no revisados por
" laUPRA

J

*#Mapa adaptado de:
UPRA, 2016, con base en MADR, 2013.
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Nota. Fuente: Tomado de Abbott et al., (2019).

Sin embargo, gran parte de los subproductos derivados de su procesamiento, como el
mucilago, son desaprovechados y terminan siendo desechados, pese a representar una fuente
de biomasa residual con un enorme potencial para agregar valor.

Segun Perea et al. (2011), “el cacao es un alimento con propiedades nutricionales y
bioactivas unicas, como una alta cantidad minerales y de flavonoides, que se asocian con
propiedades antioxidantes”, sin embargo el mucilago, una sustancia viscosa que rodea a las
semillas considerada un subproducto, ha demostrado poseer compuestos de alto valor como
azucares, acidos organicos, pectinas y compuestos fendlicos (Piracoca-Robles, 2022), que le
confieren propiedades texturizantes, gelificantes y antioxidantes, lo que lo convierte en un
ingrediente potencialmente valioso para la industria alimentaria.

El mucilago de cacao, entonces, se presenta como una matriz bioquimica de gran
complejidad y valor, estudios desarrollados en diversas regiones han evidenciado su potencial:
en Ecuador, por ejemplo con la variedad CCN-51 para bebidas fermentadas tipo kombucha
(Rodriguez-Castro et al., 2024), o en Peru en la obtencion de jalea (Pelaez Sanchez & Pinedo
Rios, 2002), han demostrado que este subproducto puede ser aprovechado en la industria
alimentaria, cosmética, farmacéutica e incluso en la produccion de biocombustibles (Mufoz
Simi y Ordofiez Miranda, 2022), no obstante, en la regién de Tumaco la composicién
especifica del mucilago y su potencial de aprovechamiento siguen siendo inexplorados.

Por lo tanto este estudio se enfoca en la determinacion de la composicion con énfasis
en los azucares mayoritarios presentes en el mucilago de cacao (Theobroma cacao L.)
recolectado en la vereda Restrepo, Tumaco-Narifio, evaluando las condiciones éptimas de
extraccion y utilizando técnicas de extraccion asistida por ultrasonido (EAU) y cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC), la identificacion y cuantificacién de estos compuestos

permitird no solo conocer la riqueza quimica del mucilago, sino también abrir nuevas
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posibilidades para su uso industrial y el fortalecimiento de la economia local mediante un
enfoque de economia circular.

En un mundo que valora cada vez mas la sostenibilidad y el aprovechamiento eficiente
de los recursos naturales, como se menciona en el objetivo 12 de la Organizacion de las
Naciones Unidas, (2024) “la produccién y consumo responsable”, este trabajo busca aportar un
conocimiento nuevo y valioso sobre un subproducto poco estudiado en esta regién, ofreciendo
alternativas que puedan traducirse en ingresos adicionales para las comunidades de Tumaco.

A través de esta investigacion, se busca resaltar el valor de los recursos locales
tradicionalmente subestimados al mostrar que el conocimiento puede transformar lo que una
vez fue considerado desecho, en una fuente de valor, abriendo puertas a un futuro de mayor
prosperidad y sostenibilidad, este proyecto, entonces, no solo representa un aporte cientifico,
sino también un compromiso con el desarrollo econémico y social de una regidon que merece

nuevas oportunidades.
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1. Problema de Investigacion

1.1. Objeto o tema de estudio

Este estudio tiene como objeto analizar el mucilago de cacao (Theobroma cacao L.)
recolectado en la vereda Restrepo, Tumaco-Narifio, con el fin de identificar y cuantificar los
azucares mayoritarios presentes en su composicion, a través de métodos analiticos como la
extraccion asistida por ultrasonido (EAU) y la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).
Se busca aportar conocimiento técnico sobre este subproducto agricola y su potencial

aprovechamiento apoyadas en iniciativas de economia circular.

1.2. Linea de investigacion

Este trabajo se encuentra vinculado en la linea de investigacion, Didactica de las
Ciencias Naturales, Sustentabilidad Ambiental y Quimica Verde, del grupo de investigacion,
Materiales funcionales nanoestructurados, del programa de Licenciatura en Quimica de la
Universidad CESMAG, la cual surge de la necesidad de realizar investigacion tanto en el
ambito pedagogico, enfocado hacia la didactica de las ciencias, como en el dmbito disciplinar,
enfocandose en la Sustentabilidad Ambiental y la Quimica Verde, definiendo asi tres sublineas
de investigacion:

1. Didactica de las Ciencias Naturales

2. Sustentabilidad Ambiental y Cuidado de la Casa Comun

3. Quimica Verde y Fitoquimica.

Esta ultima enfocada, entre otras cosas, en la extraccion, purificacion e identificaciéon de
compuestos quimicos de plantas, la etnobotanica y la quimica de productos naturales.
Aprovechando la quimica verde para desarrollar métodos sostenibles de extraccion, explorando
la diversidad de flora del departamento de Narifio en busca de nuevos compuestos bioactivos

en la identificacion y caracterizacion de componentes que son esenciales para la innovacion,
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enfoque que ha sido de gran utilidad para el correcto desarrollo de este trabajo de

investigacion.

1.3. Planteamiento o descripcién del problema

A pesar de la creciente importancia del cacao en la economia colombiana y del
reconocimiento de Tumaco-Narifio como una region con una larga tradicion cacaotera y una
alta calidad de grano, segun Fedecacao, (2024), ademas de poseer condiciones
agroecoldégicas favorables para este cultivo, incluyendo climas y suelos, permitiendo el uso de
materiales genéticos de alto valor para mercados diferenciados, como el cacao fino y de aroma
Espinosa-Alzate y Rios-Osorio (2016), existe un vacio de conocimiento sobre el potencial de
aprovechamiento de sus subproductos, en especial del mucilago.

El mucilago de cacao es un subproducto del proceso de produccién del cacao que
tradicionalmente ha sido subestimado, sin embargo, estudios previos han demostrado que el
mucilago de cacao contiene una amplia gama de azucares, como glucosa, fructosa y sacarosa,
los cuales le confieren propiedades funcionales de interés para la industria alimentaria
(Piracoca Robles, 2022), ademas de compuestos bioactivos de alto interés (Quifones et al.,
2012), no obstante, estos estudios se han centrado principalmente en otras regiones
productoras de cacao, y existe una escasez de informacién especifica sobre la composicion del
mucilago de cacao proveniente de Tumaco.

Finalmente su interés radica en la larga tradicion cacaotera, que ha sido un actor clave
en el proceso de sustitucion de cultivos ilicitos y desarrollo rural en Colombia (Sierra, 2016), la
falta de informacién sobre la composicion de azucares en el mucilago de cacao de Tumaco
limita la capacidad de los productores y procesadores para desarrollar productos a partir de
este recurso, ademas, de acuerdo con Estrella, (2013) esta falta de conocimiento, impide una

evaluacion adecuada del potencial econdmico y ambiental del aprovechamiento del mucilago
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Por lo tanto, surge la necesidad de realizar estudios de este subproducto en esta zona
especifica ya que al caracterizar y cuantificar los azucares los azicares mayoritarios presentes
en este subproducto, se busca contribuir al conocimiento y asi al desarrollo de nuevos
productos de valor agregado, fortalecer las cadenas de valor del cacao y promover la

sostenibilidad de la produccion en la region.

1.4. Formulacion del problema

El procesamiento del cacao es un procedimiento multifacético que implica varias etapas,
dentro de las cuales la fermentacion desempefa un papel crucial al inducir transformaciones
bioquimicas que definen las propiedades organolépticas del grano, durante este proceso, el
mucilago, compuesto principalmente por azucares, acidos organicos y pectinas, proporciona un
medio favorable para la proliferacion microbiana, facilitando la degradacion de precursores de
sabor y aroma caracteristicos del cacao (Santamaria et al., 2019), sin embargo, dado que sélo
una fraccion del mucilago es necesaria para la fermentacion efectiva, el excedente suele ser
desechado, desaprovechando asi su potencial biotecnolégico e industrial.

En este contexto resulta fundamental conocer la composiciéon de azicares mayoritarios
presentes en el mucilago de cacao, provenientes de la vereda Restrepo Tumaco Narifo, esta
informacion no solo permitié caracterizar este recurso local, sino que ademas abre las puertas
a la formulacion de productos con valor agregado y asi aprovechar el potencial de este
subproducto de la cadena de produccion de cacao, aportando asi el desarrollo sostenible de la
region, generando nuevos fuentes de ingreso para los productores, por lo cual surge la
siguiente pregunta:

¢, Cual es la composicion de azucares mayoritarios en el mucilago de cacao de la
Vereda Restrepo, Tumaco-Narifio, y cuales son las condiciones Optimas para su extraccion y

cuantificacion mediante (EAU) y (HPLC)?
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1.4.1. Hipotesis

El mucilago de cacao (Theobroma cacao L.) proveniente de la vereda Restrepo,
Tumaco-Narifio, Colombia, contiene una composicién significativa de azicares mayoritarios,
cuya extraccion y cuantificacion puede optimizarse mediante el uso de técnicas como la (EAU)
y analisis por HPLC.

Como contraste, la hipotesis nula establece que el mucilago de cacao (Theobroma
cacao L.) proveniente de la vereda Restrepo, Tumaco-Narifio, Colombia, no presenta una
composicion significativa de azicares mayoritarios, o que éstos no pueden ser eficientemente
extraidos y cuantificados mediante (EAU) y analisis por HPLC.

1.5. Objetivos

1.5.1.  Objetivo General

Determinar la composicién de azucares mayoritarios presentes en el mucilago de cacao

(Theobroma cacao L.) proveniente en la Vereda Restrepo, Tumaco-Narifio, Colombia.

1.5.2.  Objetivos Especificos

Evaluar las condiciones Optimas de extraccion de azucares en el mucilago de cacao
utilizando la extraccion asistida por ultrasonido (EAU).

Identificar la composicién de azucares mayoritarios en el mucilago de cacao mediante
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

Cuantificar los azUicares mayoritarios presentes en el mucilago de cacao por medio de

estandares internos.

1.6. Justificacion

El cultivo del cacao, especialmente en regiones como Tumaco-Narifio, representa un
pilar fundamental en la economia local y un motor de desarrollo sostenible, sin embargo, a

pesar de su importancia, existe un gran potencial inexplorado en el aprovechamiento integral
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de este cultivo; el mucilago de cacao, un subproducto comunmente desechado en los procesos
de produccion, ha sido objeto de escasas investigaciones.

Estudios previos han demostrado que el mucilago de cacao contiene una amplia gama
de compuestos bioactivos, como azucares, pectinas y compuestos fendlicos (Piracoca-Robles,
2022), que le confieren propiedades funcionales de gran interés para la industria alimentaria,
sin embargo, la composicion especifica de estos compuestos y su potencial de aplicacion en
productos de valor agregado aun no han sido exhaustivamente estudiados, particularmente en
regiones como Tumaco, donde el cacao es un cultivo de gran relevancia econdmica y social
(Sierra, 2016).

La caracterizacion de los azucares presentes en el mucilago de cacao de Tumaco
permitira valorizar un subproducto al aprovechar este recurso como fuente de azlcares
naturales contribuyendo a la economia circular, reduciendo el desperdicio y generando ingresos
adicionales para los productores, desarrollando nuevos productos, ya que los azucares
extraidos del mucilago pueden ser utilizados como ingredientes en la producciéon de alimentos
funcionales, bebidas y otros productos de valor agregado, respondiendo a la creciente
demanda de productos naturales y saludables (Piracoca Robles, 2022), y asi fortalecer las
cadenas de valor en la regidon, generando mayores ingresos y mejorando la calidad de vida de
los productores promoviendo la sostenibilidad contribuyendo al objetivo 12 de desarrollo
sostenible de la ONU, al promover practicas agricolas mas sostenibles y reducir el impacto
ambiental (ONU, 2024).

En este sentido el proyecto busca dar valor agregado a estos residuos mediante la
determinacion de la composicion y la cuantificacion de los carbohidratos, lo cual ampliara el
conocimiento de este subproducto, esto sera el pilar o el inicio para futuras investigaciones que
busquen dar un mayor valor agregado, aportando conocimiento sobre un subproducto

sobrevalorado y en una zona olvidada.
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Al diversificar la oferta de productos y mejorar la cadena de valor, se espera generar
mayores ingresos para los productores, fomentar la economia local y promover el desarrollo
sostenible de la region, segun Rizo-Mustelier et al (2017), la valorizacion de los residuos
agricolas es una estrategia fundamental para mejorar la sostenibilidad de los sistemas
productivos y generar mayores ingresos al ampliar el conocimiento de subproductos, y como
pilar o el inicio para continuar con investigaciones que busquen dar valor agregado.

A diferencia de otros estudios, este proyecto se centrara en las particularidades del
cacao de Tumaco, lo que permitira adaptar las tecnologias y procesos a las condiciones

locales.
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2. Marco referencial

2.1. Antecedentes

La caracterizacion quimica del mucilago del cacao (Theobroma cacao L.) ha cobrado
gran relevancia en los ultimos anos en diversas regiones productoras debido a que su papel es
fundamental en el proceso de fermentacion de los granos de cacao pero mas aun por su
potencial como materia prima en distintas aplicaciones industriales ha motivado multiples
estudios en el ambito cientifico.

Estudios como el de Rodriguez-Castro et al. (2024) destacan el potencial del mucilago
de cacao como un nuevo producto de mercado que puede proporcionar a los productores de
cacao una fuente adicional de ingresos, lo que es relevante en el contexto de la sostenibilidad y
la economia agricola.

A nivel global, diversas investigaciones han resaltado la importancia del mucilago de
cacao, no solo como un residuo del procesamiento del cacao, sino como un ingrediente
funcional con alto valor agregado, un estudio relevante es el de Rodriguez-Castro et al. (2024)
en Ecuador, en el cual se evalu6 el mucilago de la variedad CCN-51 para la produccién de una
bebida fermentada tipo kombucha. Los resultados mostraron un alto contenido de azucares y
compuestos bioactivos, lo que sugiere su viabilidad en productos innovadores.

Otro estudio determina que el mucilago de cacao representa aproximadamente el 40%
del peso fresco de la semilla y estda compuesto principalmente por agua (79-84%), azucares
(12-16%), pectinas (1.5%), acidos organicos (1-2%) y proteinas (0.6%) Torres Coronel, (2018),
estos componentes no solo favorecen el proceso de fermentacion, sino que también
contribuyen al desarrollo de precursores del sabor en el chocolate, como aminoacidos y
azucares reductores.

En Ecuador, Villacis y Peralta (2012) identificaron que el mucilago de cacao posee altos

niveles de azucares, fibras, proteinas y otros nutrientes, lo que refuerza su potencial como
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recurso agroindustrial. Por su parte, Alava Zambrano (2020) compararon la composicion de
azucares del mucilago de las variedades Nacional y CCN-51 en Manabi, Ecuador, utilizando
(HPLC). Su estudio determin6 que la variedad CCN-51 tenia un pH mas acido y un 5.33% mas
de contenido de sacarosa en comparacion con la variedad Nacional, lo que evidencia su
potencial para la industria alimentaria.

En el contexto nacional, el mucilago de cacao ha sido objeto de multiples estudios.
Carvajal (2020) realizaron una caracterizacion fisicoquimica de esta sustancia en diferentes
genotipos, incluyendo TCS01, TCS06, TCS13, TCS19 y CCN51 en los departamentos de
Santander y Boyaca. Utilizando metodologias quimicas y sensoriales, encontraron que el
mucilago contiene entre un 10 % y 14 % de azucares totales y una composicion rica en
pectinas y otros polisacaridos.

Ademas, Vasquez Ayala et al., (2020) estudio sus propiedades fisicas, quimicas y
enzimaticas, destacando su contenido en flavonoides y su potencial antioxidante. Por su parte,
Romero y Zambrano (2012) sefalaron que la cantidad de azucares en la pulpa de cacao
depende del tipo de cacao, el tiempo de cosecha y el suelo, en particular, el cacao presenta
dos ciclos de cosecha fundamentales, determinados por las precipitaciones y las condiciones
edafoclimaticas, lo que influye directamente en su composicién quimica.

En la region de Tumaco-Narifio, no existen registros especificos de estudios sobre el
mucilago de cacao, las investigaciones previas se han enfocado principalmente en su uso
como abono organico, sin profundizar en su caracterizaciéon quimica ni en su posible
aprovechamiento industrial, sin embargo, si se a explorado su relevancia, investigaciones
complementarias como la de Aparicio (2024) han abordado aspectos clave en la calidad
sensorial del cacao, en dicha revision, se identificaron alrededor de 600 compuestos volatiles
responsables del sabor y aroma caracteristicos del cacao, como aldehidos, cetonas, alcoholes,
ésteres, acidos y pirazinas, cuya formacion esta estrechamente relacionada con la

transformacién bioquimica del mucilago durante la fermentacion, conocimiento que refuerza la
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idea de que el mucilago no solo actua como medio fermentativo, sino como un agente decisivo
en la generacion de los atributos sensoriales del chocolate, destacando la necesidad de
comprender su composicidon para optimizar tanto el aprovechamiento industrial como la calidad
del producto final.

Y dado el creciente interés en el aprovechamiento de subproductos agricolas y el
potencial demostrado del mucilago en otras regiones, este proyecto busca generar informacién
clave sobre su composicién en Tumaco-Narifio, de este modo, se podra evaluar su valorizacion
y su posible integracion en la industria agroalimentaria, contribuyendo al desarrollo sostenible

de la region.

2.2, Marco Teorico

2.2.1. Generalidades del cacao

El cacao, conocido cientificamente como Theobroma cacao L., pertenece a la familia
Malvaceae y es nativo de las regiones tropicales de América del Sur y Central. Su taxonomia
se puede desglosar de la siguiente manera; Reino: Plantae, Divisién: Magnoliophyta, Clase:
Magnoliopsida, Orden: Malvales, Familia: Malvaceae, Género: Theobroma, y Especie: cacao
(Theobroma cacao L.) (Fedecacao, 2023), este arbol se caracteriza por su crecimiento
cauliflora, donde las flores y los frutos emergen directamente del tronco y ramas, y las
mazorcas o frutos del cacao son grandes bayas que contienen las semillas rodeadas por una
pulpa mucilaginosa conocida como mucilago, esencial para el proceso de fermentacion, segun
FEDECACAO, (2024) su centro de origen se ubica en la region amazédnica, donde se han

encontrado las mayores concentraciones de diversidad genética de esta especie.

Segun Quintero y Diaz (2004), el cultivo de cacao comienza a dar frutos entre los tres y

cinco anos después de ser sembrado, dependiendo de su variedad y su mayor rendimiento lo
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alcanza entre los ocho y diez afios, manteniéndose productivo hasta los 45 afos si se

implementan practicas agronémicas adecuadas.

Desde un punto de vista bioldgico, el cacao tiene un sistema radicular robusto que
incluye raices pivotantes y secundarias, lo que le permite anclarse firmemente al suelo y
absorber nutrientes de diferentes profundidades (Botconsult, 2012). Cada fruto contiene entre
20y 50 semillas rodeadas por una pulpa dulce que proporciona un ambiente adecuado para el

crecimiento de microorganismos durante la fermentacion (Gonzalez & Lopez, 2022).

El cacao requiere de un clima calido y humedo, con temperaturas promedio entre 25 y
30 °C y precipitaciones abundantes, por esta razén, su cultivo se concentra en las zonas
tropicales del planeta, como lo sefiala Enriquez, (1990), en su libro “Curso sobre el cultivo del

cacao’.

El cultivo de cacao ha evolucionado desde su domesticacion en Mesoamérica hasta su
expansion global. Actualmente, se reconocen tres variedades principales de cacao: Criollo,
Forastero y Trinitario. Estas variedades presentan caracteristicas morfoldgicas y organolépticas
distintas que influyen en la calidad del grano (Echeverry et al., 2020). En cuanto a su
clasificacion, la especie Theobroma cacao L. puede clasificarse desde el punto de vista
botanico o genético y por categorias comerciales Quintero y Diaz (2004), como se presenta en

la siguiente tabla.

Tabla 1

Clasificacion de la especie Theobroma cacao L.

Clasificacion botanica Clasificacion comercial

Cacao Criollo Cacao Forastero Cacao Trinitario Cacao ordinario Cacao fino o de
aroma
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Este tipo de cacao Se posee una  Es mas Granos En términos
posee un cotiledén mayor tolerancia resistente y producidos por  generales, los
de color entre alas productivo que el los cacaos tipo  granos de cacaos
marfil pardusco y  enfermedades, cacao Criollo Forastero; éstos Criollos y Trinitarios
castafio muy claro, representa pero de inferior  son utilizados en corresponden a lo
con un olor de aproximadament calidad. Es el la fabricacién de que en el mercado
cacao dulce unido e un 95% de la  resultado del manteca de mundial se conoce
a un aroma produccion cruce entre el cacao y de como cacao fino o
delicado mundial. cacao Forastero productos que de aroma.
caracteristico. y el Criollo. tengan una

elevada

proporcién de

chocolate.

Nota. Tomado y adaptado de: Quintero y Diaz (2004).

2.2.2. El mucilago de cacao
2.2.21. Definicion y caracteristicas
Segun Villacis y Peralta (2012) el mucilago, pulpa o baba es una sustancia blanca,
viscosa algodonada que recubre las semillas de cacao, el cual se caracteriza porque contiene
10 a 13 % de azucar, 1.0 % de pectina y 1.5 % de acido citrico y 8 - 10% de sales. Ademas, es
apto para el consumo tanto humano como animal y se caracteriza por un perfil sensorial
distintivo, con una combinacion equilibrada de sabores frutales, dulces, especiados y con un
toque &cido, Castro (2023).
2.2.2.2. Composiciéon quimica
El mucilago de cacao esta compuesto principalmente por una matriz polisacarida que
encapsula azucares simples, acidos organicos, proteinas y fenoles. Segun Sanchez-Olaya et
al. (2019), su contenido en azucares oscila entre el 10 y el 15 %, mientras que las pectinas
representan aproximadamente el 1.0 %, y los acidos organicos, como el acido citrico, alcanzan

el 1.5 %.
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Andlisis adicionales, han revelado que los carbohidratos pueden constituir entre el 10.7
% y el 68.35 % del peso seco del mucilago (Martinez et al., 2012). Asimismo, las pectinas, con
un rango de 0.57 % a 1.5 %, son particularmente relevantes debido a sus propiedades
emulsificantes y estabilizantes (Anvoh et al., 2009). Ademas, el mucilago contiene proteinas
(0.41 % a 5.56 %), lo que potencia su aplicabilidad en el desarrollo de biopeliculas y
encapsulacion de compuestos bioactivos.

Desde una perspectiva agroindustrial, el mucilago representa aproximadamente el 80 %
del volumen del fruto del cacao, junto con la cascara (Vasquez Ayala et al., 2020). Por cada
800 kilogramos de semillas frescas, se pueden obtener hasta 40 litros de mucilago Rodriguez
et al. (2021). Esta composicion lo convierte en un recurso subutilizado con alto potencial para
ser transformado en ingredientes funcionales de valor agregado.

2.2.2.3. Aplicaciones en la industria

El mucilago de cacao ha sido objeto de un creciente interés en diversos sectores
industriales debido a su composicion rica en polisacaridos, azucares fermentables y
compuestos bioactivos.

Estudios recientes han explorado su potencial; por ejemplo, Sanchez-Olaya et al. (2019)
exploré el mucilago de cacao como un edulcorante natural en la elaboracion de mermeladas,
dulces y caramelos, demostrando su viabilidad como alternativa a los azucares refinados, asi
mismo, una investigacion realizada por Flores & PefAafiel (2019) evidencio su utilidad en
productos funcionales como yogures prebidticos, ampliando su espectro de aplicaciones en la
industria alimentaria.

También para la industria cosmética, el mucilago de cacao ha sido incorporado en
formulaciones de cremas hidratantes, jabones y mascarillas faciales debido a sus propiedades
humectantes y antioxidantes. Investigaciones como la de Martinez et al., (2012) donde se

analiza el mucilago de cacao para determinar el potencial utilizado como fuente de fibra
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dietética para el enriquecimiento de alimentos dando como resultado que puede considerarse
una buena fuente de compuestos naturales con una importante actividad antioxidante.

En la industria farmacéutica, el mucilago de cacao ha sido evaluado por su capacidad
antioxidante y su aplicacion como excipiente en formulaciones liquidas. Su contenido en
polifenoles y su capacidad gelificante lo hacen un candidato ideal para el desarrollo de
suplementos alimenticios y vehiculizacion de principios activos en medicamentos Vasquez
Ayala et al., (2020).

Finalmente, en la agricultura, el mucilago ha demostrado poseer propiedades fitotoxicas
que pueden ser aprovechadas en el control de malezas; un estudio en Ecuador evalué su
efectividad en cultivos de cacao CCN-51, observando una reduccion del 86.67% en la
proliferacién de malezas cuando se aplicé en concentraciones del 75% “mismos hallazgos
sugieren que el mucilago de cacao puede ser una alternativa eficaz y sostenible para el control
de malezas en el cultivo de cacao, reduciendo la dependencia de herbicidas quimicos y
contribuyendo a la conservacion del medio ambiente, proporcionando ademas beneficios
econoémicos significativos para los agricultores de cacao” Marin-Cuevas et al. (2024).

Estos son algunos estudios que han demostrado el aprovechamiento integral del
mucilago de cacao dando a conocer que este es su producto representa una oportunidad
significativa para la innovacion y la sostenibilidad, su valorizacion no sélo optimiza la cadena de
produccién del cacao, sino que también contribuye al desarrollo de una bioeconomia circular

con impacto positivo en las comunidades productoras.

2.2.3. Carbohidratos

Los carbohidratos, también conocidos como hidratos de carbono o glucidos, son
biomoléculas esenciales en la naturaleza, su estructura general se puede representar como

Cn(H,0)n, lo que refleja su composicion basica de carbono, hidrégeno y oxigeno, esta féormula
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empirica sugiere una relacién estequiomeétrica entre el carbono y el agua, aunque la estructura
real de los carbohidratos es mucho mas compleja (Sinnott, 2013).

Los carbohidratos pueden clasificarse en monosacaridos, disacaridos y polisacaridos,
los monosacaridos, como la glucosa y la fructosa, son los azucares simples mas abundantes,
los disacaridos, como la sacarosa, estan formados por la unién de dos monosacaridos y los
polisacaridos, como el almidén y la celulosa, son polimeros de monosacaridos y suelen tener
funciones estructurales que los caracterizan, como la solubilidad, el poder edulcorante y la
capacidad de formar enlaces Sinnott, M. (2013). Estas propiedades influyen en sus funciones
en los alimentos Hernandez-Triana (2011), por ejemplo, los azucares simples son altamente
solubles en agua y tienen un sabor dulce, mientras que los polisacaridos pueden formar geles y
aumentar la viscosidad de las soluciones.

La glucosa, uno de los monosacaridos mas importantes, tiene la férmula molecular
CsH1:0s y puede representarse tanto en forma lineal (proyeccion de Fischer) como en forma
ciclica (proyeccion de Haworth) como se representan en la figura 2, ademas es la principal
fuente de energia para las células del organismo humano y desempefia un papel clave en
numerosas rutas metabdlicas, se obtiene principalmente a partir de la digestién de
carbohidratos complejos contenidos en los alimentos como la avena y el arroz, las legumbres
como los frijoles y lentejas, y vegetales como la papa, el platano y el maiz Plaza-Diaz et al.,

(2013).

Figura 2
Proyeccién de Fischer (izquierda) y proyeccion de Haworth (derecha) de una molécula de

glucosa.



29

CHO
H——H HO
HO ——H o OH
H ——OH OH
H ——OH HO
OH
CH,OH

Nota. Fuente: Tomado de Shintani et al (2021).

La fructosa es otro monosacarido esencial, conocido como azucar de las frutas, al igual
que la glucosa, su formula molecular es CsH1.Os, pero su estructura molecular es diferente, ya
que mientras la glucosa es una aldosa, es decir, posee un grupo funcional aldehido en el
carbono 1, la fructosa es una cetosa, con un grupo funcional cetona en el carbono 2, Murray et
al., (2007), aunque ambas comparten la misma formula molecular (CsH1.Os), difieren en la
disposicién de sus atomos, lo cual las convierte en isdmeros estructurales, estas diferencias
influyen en sus propiedades fisicoquimicas y en su comportamiento durante procesos
metabdlicos y tecnolégicos, que le confiere propiedades Unicas, es el aziucar mas dulce que se

encuentra en la naturaleza y se encuentra principalmente en frutas, miel y algunas verduras.

Figura 3

Proyecciones de Fischer de moléculas de fructosa (izquierda) y glucosa (derecha).
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CH,OH CHO
— H ——OH

HO H HO H
H OH H OH
H—— OH H —— OH
CH,OH CH,OH

Nota. Fuente: Tomado de Shintani et al (2021).

La sacarosa, comunmente conocida como azucar de mesa, es un disacarido compuesto
por una molécula de glucosa y una de fructosa unidas por un enlace glucosidico, este enlace
une especificamente el carbono 1 de la glucosa con el carbono 2 de la fructosa, formando una
molécula estable Plaza-Diaz (2013), se encuentra naturalmente en muchas plantas, pero se
extrae a gran escala de la cafia de azucar y la remolacha azucarera Castellanos (2019) y es

conocido por ser un compuesto altamente soluble en agua y tiene un sabor dulce caracteristico.

Figura 4

Estructura de la sacarosa en proyeccion de Haworth.
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Nota. Fuente: Tomado de Shintani et al (2021).

Estos carbohidratos poseen propiedades fisicoquimicas que los caracterizan, como la
solubilidad, el poder edulcorante y la capacidad de formar enlaces, estos influyen funciones en
los alimentos Hernandez-Triana (2011), por ejemplo, los azlcares simples son altamente
solubles en agua y tienen un sabor dulce, mientras que los polisacaridos pueden formar geles y
aumentar la viscosidad de las soluciones.

Existe un gran numero de hidratos de carbono; los mas conocidos son la sacarosa, la
glucosa, la fructosa, el almidén y la celulosa, sin embargo, también hay otros carbohidratos
gue, aunque se encuentran en menor concentracion en los productos que consumimos
diariamente, poseen una gran importancia debido a sus propiedades fisicas, quimicas y
nutrimentales. En la antigliedad, gran parte de estos carbohidratos se consideraban un
desperdicio, pero en la actualidad se emplean ampliamente en la elaboracién de una variedad
de alimentos, como fibras y gomas (Badui Dergal, 2006). Estos usos resaltan la creciente
valorizacién de los carbohidratos como componentes fundamentales en la industria alimentaria.

La estructura quimica de los carbohidratos determina su funcionalidad y caracteristicas,
influyendo de diversas maneras en los alimentos, estas propiedades afectan directamente
atributos como el sabor, la viscosidad, la estructura y el color, en otras palabras, las
propiedades de los alimentos, tanto naturales como procesados, dependen en gran medida del
tipo de carbohidrato presente y de las reacciones quimicas en las que participan (Badui Dergal,
2006). Este conocimiento subraya la relevancia de los carbohidratos no solo como nutrientes
esenciales, sino también como elementos clave para determinar la calidad y funcionalidad de
los productos alimenticios.

En el contexto del mucilago de cacao, los carbohidratos desempefian un papel

fundamental en sus propiedades funcionales, los polisacaridos, contribuyen a la viscosidad y
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capacidad de formar geles, lo cual es de gran interés para la industria alimentaria (Anvoh et al.,
2009).

Ademas de ello, los azucares simples pueden ser fermentados por microorganismos,
como Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus thermophilus en la produccién de yogures,
Saccharomyces cerevisiae en la elaboracion de cervezas y vinos, y Leuconostoc
mesenteroides en ciertos alimentos fermentados como vegetales encurtidos, como es
mencionado por Carbonero (1975). Esto los convierte en sustratos importantes en procesos

como la produccion de bebidas fermentadas (Martinez et al., 2012).

2.2.4. Técnicas de extraccion y analisis

La caracterizacion de compuestos especificos que se encuentran en matrices
complejas, como el mucilago de cacao, demanda la utilizacién de metodologias de extraccién y
analisis que exhiban precision y eficiencia. Segun Cavalcanti et al. (2022) se define la
extraccion como el procedimiento mediante el cual los compuestos de interés son separados
de la matriz de la muestra, mientras que Harvey (2011) refiere al analisis como un conjunto de
técnicas que permiten la identificacién y cuantificacion de dichos compuestos.

Existen diversas técnicas de extraccion que pueden ser empleadas para el aislamiento
de compuestos de interés presentes en muestras tanto soélidas como liquidas como se
muestran en la tabla 2, la seleccion de una técnica apropiada se determina por diversos
factores, incluyendo la naturaleza del analito, las caracteristicas de la matriz de la muestra, la

eficiencia de la extraccion, asi como consideraciones de costo y rapidez del método.

Tabla 2

Técnicas de extraccion para matrices vegetales.

Técnicas de extraccion

Extraccion Maceracion Extraccién con  Extraccion asistida Extraccion asistida
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Soxhlet Fluidos por microondas por ultrasonido
Supercriticos (MAE) (EAU)
(SFE)
Esta técnica Consiste en Utiliza un fluido Esta técnica emplea Esta técnica emplea
utiliza un sumergir el (comunmente  la energia de ondas de ultrasonido
disolvente material vegetal dioxido de microondas para el  para facilitar la
organico para en un volumen carbono, CO,) calentamiento de la  ruptura de las
la extraccion  determinado de en estado muestra y el paredes celulares e
continua de los un solvente supercritico, es disolvente, lo cual incrementar la
analitos. A extractor decir, por acelera el proceso de penetracion del
pesar de su apropiado a encima de su extraccion. Si bien disolvente en la
eficiencia, este temperatura temperaturay  reduce el tiempo de  matriz de la muestra,
método ambiente. La presion criticas extraccion y el lo cual mejora la
requiere mezcla se deja en este estado, consumo de eficiencia de la
voluimenes reposar durante el fluido posee disolvente, requiere  extraccion (Chemat
sustanciales  un periodo propiedades la utilizacion de etal., 2017).
de disolvente y prolongado intermedias equipos
tiempos de permitiendo que entre liquidoy  especializados
extraccion los compuestos gas, actuando  (Letellier & Budzinski,
prolongados  solubles se como un 1999).
(Luque de difundan desde solvente eficaz
Castro & la matriz vegetal y selectivo

Priego-Capote,
2010).

hacia el
solvente
(Azwanida,
2015).

(Reverchon &
De Marco,
2006).

Nota. Esta tabla resume algunas de las técnicas de extraccion mas relevantes aplicadas a

matrices vegetales, la eleccion 6ptima depende del tipo de compuesto de interés, la naturaleza

de la matriz vegetal, la escala de extraccion y los recursos disponibles, existen otras técnicas.

2.2.41.

Extraccion Asistida por Ultrasonido (EAU)

Para el presente estudio, se implementé (EAU) para la extraccion de los azucares

presentes en el mucilago de cacao, esta eleccion se fundamentoé en su capacidad demostrada

para extraer eficientemente azucares de la matriz del mucilago de cacao en tiempos cortos y

con un consumo reducido de disolvente Vinatoru (2015), adicionalmente, la EAU es una técnica
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relativamente simple y de bajo costo, lo cual la hace adecuada para el analisis de un gran

nuamero de muestras.

La aplicacion de EUA utiliza ondas de ultrasonido para generar cavitacion, un fenémeno
que involucra la formacion e implosién de burbujas, lo cual crea microcanales en la matriz de la
muestra como se muestra en la figura 5 y, por consiguiente, mejora la transferencia de masa y

la eficiencia de la extraccion.

Figura 5

Desarrollo e implosion de una burbuja formada por la propagacion de una onda acustica en un

Carmgresidn Comprasidn

Expansicn

medio liquido.

Presidn aclstica

Expansidm Expansidn

- . - - -
o
- — S

Genaracion de la Cracimiants &n ciclos Mldximo tamafic de la burbuja Implosicn caussndo altas
bBurbuja de Cavitacian. SUCESi VoS, linestabla), temperaturas y presiones,

Nota. Fuente: Tomado de Calderén et al (2019).

Una vez que los analitos han sido extraidos de la muestra, es necesario separarlos,
identificarlos y cuantificarlos, mientras que la separacion permitio aislar los analitos de interés,

la identificacién confirma su identidad quimica, y la cuantificacion determina la cantidad
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aproximada de cada analito presente, al igual que en las técnicas de extraccion para el analisis

se cuenta con una gran variedad de técnicas como se muestra en la tabla 3 y la seleccion de la

técnica de analisis apropiada depende en gran medida de la naturaleza de los analitos, su

concentracion esperada en la muestra, la complejidad de la matriz de la muestra y los recursos

disponibles.

Tabla 3

Técnicas de analisis con énfasis en carbohidratos.

Técnicas de analisis

Cromatografia de Cromatografia liquida Espectroscopia Espectrometria de
gases (GC) (LC) UV-Visible masas (MS)
Técnica de Separa los analitos en Mide la cantidad de Técnica analitica que
separacion para funcion de su polaridad Iuz ultravioleta (UV) o mide la relacion
compuestos y Su interaccion con visible (Vis) que masa/carga (m/z) de

volatiles. La muestra
se vaporiza y se
transporta mediante
un gas portador
inerte (fase movil) a
través de una
columna que
contiene una fase
estacionaria. La
separacion ocurre
basada en la
diferente volatilidad y
afinidad de los
analitos por la fase
estacionaria (Poole,
2012).

una fase estacionaria
liquida. Permite la
identificacion y
cuantificacion de
monosacaridos,
disacaridos,
oligosacaridos y
polisacaridos en
diversas matrices

absorbe una
sustancia en solucion.
La absorbancia es
directamente
proporcional a la
concentracion del
analito, siempre que
este posea grupos
funcionales
(cromoforos) que
absorban a una
longitud de onda
especifica (Skoog et
al., 2014).

iones, las moléculas de
la muestra se ionizan
los iones se aceleran y
se separan en un
analizador de masas
segun su m/z. El
espectro de masas
resultante proporciona
informacién sobre el
peso molecular y, a
menudo, sobre la
estructura (Sanchez y
Gallo Ramirez, 2006).

Nota. Esta tabla resume algunas técnicas analiticas fundamentales, la eleccion depende del

objetivo (identificacién, cuantificacion, elucidacion estructural), la naturaleza de los analitos

(volatilidad, polaridad, presencia de croméforos), la complejidad de la muestra y la
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sensibilidad/selectividad requerida, a menudo, se utilizan combinaciones de técnicas (ej.

HPLC-MS, GC-MS) para obtener informacién mas completa.

2.242. Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

Debido a la naturaleza intrinseca de las muestras de mucilago de cacao recolectadas,
se determiné que la técnica de cromatografia liquida (LC) era la mas apropiada para su
analisis, sin embargo, dado que la cromatografia liquida convencional depende del efecto de la
gravedad para el paso de la fase movil a través de una columna, lo que resulta en un caudal
lento y limita considerablemente el tamafio de las particulas utilizadas en la columna, se a
optado por la (HPLC) un tipo avanzado de (LC) que se realiza a una presién operativa
significativamente mayor reduciendo considerablemente el tiempo de separacion y, por
consiguiente, aumenta la eficiencia Robards et al. (1994), ademas, las columnas de HPLC se
llenan con particulas estacionarias mas pequefas que las de la LC convencional, lo que
permite a la HPLC tener un mayor poder de resolucion al separar mezclas BeMiller (2017) y al
equiparse con deteccion Rl resulta ser método comunmente utilizado para el analisis de
carbohidratos, ya que este tipo de compuestos tienen una baja absorbancia en el rango
UV-Visible.

El principio fundamental de la HPLC se basa en la distribucién diferencial de los
componentes de una muestra entre dos fases: una fase estacionaria y una fase mévil, en
cuanto a la fase estacionaria es un material sélido o liquido que se encuentra empaquetado en
una columna, mientras que la fase mévil es un liquido que se bombea a través de la columna a
alta presion Volonté, (2013) este proceso de separacién aprovecha las diferencias en las
interacciones de los componentes de la muestra con las fases estacionaria y mévil (Robards et
al., 1994).

Cuando la muestra se introduce en la columna, los diferentes componentes interactian

de manera distinta con las dos fases, dependiendo de sus propiedades quimicas vy fisicas.
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Aquellos componentes con mayor afinidad por la fase estacionaria se retendran por mas tiempo
en la columna, mientras que aquellos con menor afinidad eluirdn mas rapidamente, esta
diferencia en los tiempos de retencién permite la separacion de los componentes de la muestra,
especificamente, la separaciéon de los constituyentes se basa en la variacién entre los
coeficientes de particion de las dos fases (Kumar et al., 2018).

Un cromatoégrafo liquido de alto rendimiento opera generalmente con cinco
instrumentos: reservorio, bomba, inyector, columna, detector y registrador Suarez Ospina y

Morales Hernandez (2018) como se muestra en la siguiente figura.

Figura 6

Diagrama basico de cromatografia liquida de alta eficacia.

Muestra(s) a analizar

Horno de la

columna Detectar r
3 I j
| i ¥ ; _Jr' \ ._f"\_ J{.Ju\h
W " ) 1 ; ) |
Reservorio Bomba lnyector l Registrador

Residuos

Nota. Fuente: Adaptado por Suarez Ospina y Morales Hernandez (2018).

El reservorio contiene la fase mévil, que es una parte integral del sistema HPLC, la fase
cual consiste en un disolvente o una mezcla de disolventes cuidadosamente seleccionados
para la elucion de los analitos ya que cada disolvente tiene diferentes polaridades y
capacidades de elucion, lo que permite a los analistas ajustar las interacciones entre los
analitos y la fase estacionaria para lograr una separacion optima, Suarez Ospina y Morales

Hernandez (2018).
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Por su parte la bomba es responsable de impulsar la fase maovil a través de la columna
a alta presion y es el componente que mantiene el flujo constante y reproducible de la fase
movil, lo cual es un factor critico para garantizar la precision y exactitud de los resultados
analiticos, Suarez Ospina y Morales Hernandez (2018).

El inyector introduce la muestra en la corriente de la fase mévil asegurando que la
cantidad correcta de muestra llegue a la columna, estos inyectores pueden ser manuales o
automaticos, sin embargo, los inyectores automaticos permiten una mayor precision y
reproducibilidad, especialmente cuando se analizan grandes cantidades de muestras, Suarez
Ospina y Morales Hernandez (2018).

La columna es el corazén del sistema HPLC, ya que alberga la fase estacionaria, un
material que interactlia selectivamente con los componentes de la muestra, propiciando su
separacion en funcién de sus propiedades fisicoquimicas. Existe una amplia variedad de
tamanos y con diferentes tipos de fases estacionarias, lo que permite a los analistas optimizar
la separacion para una amplia gama de analitos, Suarez Ospina y Morales Hernandez (2018).

El detector cuantifica los componentes separados a medida que eluyen de la columna,
generando una sefial proporcional a su concentracién, para ello se emplean diversos tipos de
detectores, incluyendo detectores de UV-Vis, fluorescencia, electroquimicos y de
espectrometria de masas, cada uno con ventajas y aplicaciones especificas, la eleccion del
detector depende de las propiedades de los analitos que se van a analizar y de la sensibilidad
requerida, Suarez Ospina y Morales Hernandez (2018).

Continuamente el registrador o sistema de adquisicion de datos, procesa las sefales
emitidas por el detector, transformandolas en informacién util para la identificacién y
cuantificaciéon de los analitos, como cromatogramas y concentraciones, estos sistemas suelen
estar basados en ordenadores y utilizan software especializado para el analisis de los datos

cromatograficos, Suarez Ospina y Morales Hernandez (2018).
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2.2.5. Desarrollo sostenible y economia circular

La valorizacion de subproductos agroindustriales, como el mucilago de cacao,
contribuye a reducir el desperdicio de alimentos y promueve una gestién mas eficiente de los
recursos naturales, es por ello que la caracterizacion de compuestos bioactivos presentes en el
mucilago, como los azucares, abre nuevas posibilidades para el desarrollo de productos con
alto valor agregado, fomentando una economia mas circular y sostenible.

Segun Ellen MacArthur Foundation (2013), la economia circular busca cerrar los ciclos
de vida de los productos, minimizando la generacion de residuos y maximizando la eficiencia

en el uso de recursos.

2.3. Marco legal

El presente estudio se enmarca dentro de un contexto legal que reconoce la importancia
del desarrollo sostenible, la conservacion de la biodiversidad y el aprovechamiento responsable
de los recursos naturales, especialmente en regiones de alta importancia ecolégica y social
como Tumaco, Narifio, en este sentido, se fundamenta y orienta por un conjunto de
disposiciones legales y normativas nacionales e internacionales como regionales que abarcan,;
la investigacion cientifica, la proteccion ambiental, el sector agropecuario, el aprovechamiento
de subproductos y la promocion de la innovacion.

A nivel internacional, la presente investigacion se alinea con la Agenda 2030 para el
Desarrollo Sostenible, adoptada por la Asamblea General de las Naciones Unidas (2024), en su
Objetivo 12 donde menciona la necesidad de garantizar modalidades de consumo y produccion
sostenibles, objetivo que llama a los paises a reducir el desperdicio, fomentar la eficiencia en el
uso de los recursos y promover practicas agricolas sostenibles que minimicen el impacto
ambiental-, al proponer el aprovechamiento del mucilago de cacao, un subproducto que
tradicionalmente se desecha, contribuyendo asi a la reduccién del desperdicio de alimentos y a

la generacion de valor a partir de un recurso subutilizado.
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A nivel nacional, la presente investigacién se enmarca en los principios de la politica
ambiental colombiana al proponer el aprovechamiento sostenible ademas renovable del
mucilago de cacao, contribuyendo al desarrollo econémico de la regién sin comprometer su
biodiversidad ni su capacidad para satisfacer las necesidades de las generaciones futuras
como se establece en la gestion y conservacion del medio ambiente y los recursos naturales
renovables encargado por el Ministerio del Medio Ambiente en el marco constitucional que se
desarrolla en la Ley 99 de 1993 donde se establece los principios generales de la politica
ambiental colombiana, incluyendo “el principio de desarrollo sostenible” que se sustenta en la
Constitucién Politica de Colombia de 1991 en su Articulo 79 sobre el derecho de todas las
personas a gozar de un ambiente sano y el deber del Estado de proteger la diversidad e
integridad del ambiente y conservar las areas de especial importancia ecolégica y fomentar la
educacion para el logro de estos fines (Congreso de la Republica de Colombia, 1991)

Asimismo, el Convenio sobre la Diversidad Bioldgica (CDB), ratificado por Colombia
mediante la Ley 165 de 1994 (Congreso de la Republica de Colombia, 1994), reconoce la
importancia de la conservacion de la diversidad biolégica y el uso sostenible de sus
componentes, estableciendo que los paises deben promover el desarrollo y uso de tecnologias
qgue no causen danos significativos al medio ambiente, lo cual es fundamental en el contexto de
esta investigacion, que busca desarrollar métodos de extraccion y analisis de los azucares del
mucilago de cacao que sean eficientes y sostenibles.

Ademas, este estudio se alinea con los objetivos del Plan Nacional de Desarrollo
2022-2026 "Colombia Potencia Mundial de la Vida" (Departamento Nacional de Planeacién,
2023), que busca promover la bioeconomia y el aprovechamiento sostenible de la biodiversidad
como motores de desarrollo econdmico y social.

A nivel regional, el departamento de Narifio cuenta con una serie de politicas y
estrategias que promueven el desarrollo sostenible y el aprovechamiento de los recursos

naturales de manera responsable, el Plan de Desarrollo Departamental de Narifio 2024-2027,
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por ejemplo, establece entre sus objetivos estratégicos el fortalecimiento de la produccién
agricola sostenible y la promocion de la bioeconomia como motores de desarrollo regional
(Gobernacion de Narifio, 2024).

En cuanto a la investigacion cientifica, la Constitucion Politica de Colombia (1991)
sienta las bases para el desarrollo de esta investigacion, particularmente a través de sus
articulos que promueven la ciencia y la cultura, y la proteccion del ambiente, por ejemplo; el
Articulo 70 consagra el deber del Estado de promover el acceso a la cultura y la ensefianza
cientifica, mientras que el Articulo 71 garantiza la libertad en la busqueda del conocimiento y el
fomento a las ciencias en los planes de desarrollo, ademas, y de manera crucial para un
proyecto que involucra recursos naturales y sus subproductos, el Articulo 79 establece el
derecho a un ambiente sano y el deber del Estado de proteger la diversidad e integridad del
ambiente, complementariamente, el Articulo 80 mandata al Estado la planificacién del manejo y
aprovechamiento de los recursos naturales para asegurar su desarrollo sostenible (Constitucion
Politica de Colombia, 1991).

Por su parte el sector agropecuario y, especificamente, la cadena del cacao, cuentan
con un marco normativo robusto, parte del cual es compilado y divulgado por Fepcacao,
Federacion Nacional de Cacaoteros (Fep Cacao, s.f.), una de ellas la Ley 101 de 1993, o Ley
General de Desarrollo Agropecuario y Pesquero, establece las directrices para la proteccion y
fomento de las actividades del sector, buscando su competitividad y sostenibilidad, en este
contexto, la Ley 811 de 2003 cobra particular relevancia al crear las organizaciones de cadenas
en el sector agropecuario, incluyendo la del cacao, con el fin de mejorar su articulacion y
desempefo.

La innovacion, un pilar de la presente investigacion que busca valorizar el mucilago, la
cual encuentra un fuerte respaldo en la Ley 1286 de 2009, que transforma Colciencias en el
Departamento Administrativo de Ciencia, Tecnologia e Innovacién y fortalece el Sistema

Nacional de Ciencia, Tecnologia e Innovacion (Ley 1286, 2009).
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Este estudio contribuye al logro de estos objetivos al proponer el aprovechamiento del
mucilago de cacao, un subproducto de la produccion cacaotera que puede generar valor
agregado y contribuir al desarrollo econémico de la region, abarcando desde acuerdos
internacionales hasta politicas regionales, proporciona el contexto y la justificacion para
investigar el potencial del mucilago de cacao como un recurso valioso para la generacion de

valor agregado y el desarrollo econémico.

3. Metodologia

3.1. Paradigmay enfoque

Esta investigacion se enmarcé dentro del paradigma positivista y adopta un enfoque
cuantitativo, permitiendo la identificacién y cuantificacion precisa de los azucares
predominantes en el mucilago del cacao. La aplicacion de estos marcos conceptuales garantiza
un analisis meticuloso y sistematico de los datos, fortaleciendo la validez y confiabilidad de los
hallazgos obtenidos.

El positivismo, tal como lo define Chalmers (1999), se fundamenta en la obtencién de
conocimiento objetivo y verificable a través de la medicion empirica y la observacion
sistematica de los fendmenos, en este sentido, el presente estudio se alinea con esta
perspectiva epistemoldgica, ya que la cuantificacion de los azucares en el mucilago de cacao
requiere un enfoque metodoldgico riguroso basado en evidencia empirica y mediciones
reproducibles.

Desde este punto de vista, la realidad es concebida como un conjunto de fendmenos
medibles y observables, lo que permite el establecimiento de relaciones causales precisas
entre variables experimentales, esta concepcidn resulta esencial para el presente estudio, ya
que posibilita la evaluacion objetiva de la composicidn quimica del mucilago y su relacion con

las condiciones de extraccion implementadas.
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El disefio metodoldgico adoptado correspondié a un enfoque cuantitativo, el cual
posibilita la extrapolacién de los resultados obtenidos a una poblacion mas amplia y la
formulacion de inferencias estadisticas robustas, segun Hernandez et al. (2014), la
investigacion cuantitativa es particularmente adecuada para la validacién de hipotesis y la
medicion de fendmenos de manera estructurada, lo que resulta crucial para la consecucién de

los objetivos planteados en este estudio.

3.2. Tipo de investigacion

La presente investigacion se enfocé en la realizacion de un estudio de tipo descriptivo
ya que este tipo de investigacion permite la recolecciéon de informacion y la descripcién de
fendmenos concretos, y su posterior analisis e interpretacion.

Segun Alban (2020) “la investigacion descriptiva tiene como objetivo describir algunas
caracteristicas fundamentales de conjuntos homogéneos de fendmenos, utilizando criterios
sistematicos que permiten establecer la estructura o el comportamiento de los fendmenos en
estudio, proporcionando informacién sistematica y comparable”.

Ademas, este enfoque se basa en la idea de que la realidad puede ser medida y
observada de manera precisa, lo que nos permite establecer relaciones causales entre los
fendmenos observados, siendo de gran utilidad para esta investigacion, ya que nos permitira

analizar los datos obtenidos de manera objetiva y precisa.

3.3. Técnicas de recoleccion de la informacion

Para profundizar en el analisis cuantitativo del estudio, se opté por emplear
herramientas y estrategias que garantizaran la precision de los datos y su posterior
interpretacion. El enfoque cuantitativo, al centrarse en la recopilacién de datos numéricos y su
analisis estadistico, permite establecer patrones, relaciones y tendencias de manera objetiva

(Creswell & Plano Clark, 2011). Este enfoque fue crucial para responder a las preguntas de
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investigacion planteadas y garantizar la validez de los resultados obtenidos, alineandose con el
paradigma positivista que sustenta el estudio.

En el marco de las técnicas de recoleccion de datos, se utilizé un diario de campo como
complemento para registrar observaciones relevantes durante el desarrollo de la investigacion.
Aunque el enfoque principal fue cuantitativo, el diario permitié6 documentar incidencias,
decisiones metodolégicas y detalles contextuales que enriquecieron la interpretacién de los

resultados, asegurando una mayor rigurosidad en el proceso de analisis.

3.4. Diseiio experimental

El presente estudio tiene como objetivo general: determinar la composicién de azlcares
mayoritarios presentes en el mucilago de cacao (Theobroma cacao L.) tipo Criollo proveniente
de la vereda Restrepo, ubicada en Tumaco, Narifio, Colombia, para alcanzar este objetivo, se
plantea evaluar las condiciones 6ptimas de extraccion de azucares utilizando la técnica de
(EAU), identificar los tipos de azucares mayoritarios presentes mediante (HPLC) y, finalmente,
cuantificarlos a través del uso de estandares internos.

En este contexto se llevd a cabo un disefio experimental factorial con el objetivo de
evaluar de forma independiente el efecto de dos variables criticas sobre la composicion de
azucares en el mucilago de cacao: el tiempo de extraccién y la concentracién de acido fosférico
(HsPO,), utilizado como catalizador acido en el proceso de solubilizaciéon de carbohidratos.

En cuanto al tiempo de extraccion, se definieron tres niveles: 15 minutos (bajo), 30
minutos (medio) y 45 minutos (alto), en cuanto a la concentracién de H;PO,, se establecieron
también tres niveles: 0.0 % (bajo), 0.5 % (medio) y 1.0 % (alto) como se observa en la figura 7.
La combinacién de estos niveles permitio identificar mejor los efectos independientes de cada

factor, como se detalla en la tabla 4.

Figura 7



Diserio experimental, preparacion de muestras.

Tiempos (min)
(45)

Acido fosforico
(H3PO4)

r

Nota. Fuente: Elaboracion propia
Tabla 4

Disefio experimental, (concentracion de acido y tiempo de extraccion).

Disefno experimental

Tratamiento Tiempo de Extraccién (min)  Concentracion de H;PO, (%)

1 15 0.0
2 15 0.5
3 15 1.0
4 30 0.0
5 30 0.5
6 30 1.0
7 45 0.0
8 45 0.5
9 45 1.0
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Nota. Fuente: Elaboracion propia.

La eleccién de estos parametros se fundamenta en literatura especializada que
evidencia el impacto significativo del tiempo de sonicacion en la eficiencia de la (EAU), técnica
que facilita la disrupciéon de membranas celulares y la liberacion de metabolitos intracelulares
Vinatoru (2015). Paralelamente, se ha demostrado que el uso de soluciones acidas, como el
acido fosforico en bajas concentraciones, incrementa la solubilizacién de polisacaridos y otros
carbohidratos al favorecer la ruptura de enlaces glicosidicos en matrices vegetales complejas

(Huang et al., 2022).

3.4.1.  Muestreo y recoleccion

La recoleccién de muestras del mucilago de cacao de tipo trinitario se realizé en la
vereda Restrepo de Tumaco-Narino, en las coordenadas aproximadas 1.412151932436901 de
latitud y -78.67041881820946 de longitud, con el consentimiento de los propietarios de las
fincas, siguiendo las normativas éticas y protocolos de bioseguridad correspondientes, este
proceso de muestreo constd de dos fases; en la primera, se llevé a cabo un muestreo
intencional, seleccionando frutos de cacao que cumplian con criterios establecidos de calidad y
madurez, posteriormente, dentro de este grupo preseleccionado, se aplicé un muestreo
aleatorio simple, garantizando que cada muestra tuviera la misma probabilidad de ser elegida,

lo que favorecio la representatividad y minimizé posibles sesgos.

Figura 8

Ubicacion vereda Restrepo Tumaco, Narifio.
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Debido a la diversidad genética presente en el cultivo seleccionado, donde coexisten
diferentes variedades de cacao (Anexo 5), se determiné recolectar exclusivamente muestras de
un mismo tipo, especificamente Theobroma cacao L. Criollo.

Esta decisiéon metodoldgica se fundamento en la necesidad de garantizar la
homogeneidad de la muestra y minimizar la variabilidad en la composicion de azucares que
podria derivarse de las diferencias genéticas entre los tipos de cacao, al restringir el muestreo a
un solo tipo, se busco reducir el sesgo experimental y aumentar la precision y confiabilidad de
los resultados del andlisis.

Una vez seleccionadas las muestras sanas y maduras de cacao, se procedio a su
procesamiento; Los frutos fueron cortados cuidadosamente para extraer las almendras, las
cuales fueron posteriormente desgranadas manualmente, el mucilago fue extraido por
gravedad en recipientes ambar. Posterior a la extraccion, las muestras de mucilago fueron

transportadas bajo condiciones refrigeradas al laboratorio de cromatografia de la Universidad
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de Narifio. Alli, se almacenaron a una temperatura controlada para preservar sus componentes
quimicos y evitar la degradacion enziméatica.

Este protocolo de muestreo garantiza la trazabilidad y la reproducibilidad de los
resultados, alineandose con metodologias estandar en estudios de valorizacion de
subproductos agricolas similares como la de Rodriguez-Castro et al. (2024) en la preparacion

de mucilago de cacao para la fermentacion de kombucha.

3.4.2. Preparacién de muestras

Con el fin de liberar los compuestos de interés, las muestras de mucilago de cacao
fueron sometidas a una serie de procesos (figura 9), para su preparacién antes del analisis, los
cuales se detallan a continuacion.

Figura 9

Preparacion y almacenamiento de las muestras.
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Inicialmente, el mucilago fue obtenido directamente de las semillas de cacao,
posteriormente, se procedié con la extraccidon de los compuestos de interés mediante la
aplicacion de (EAU) el cual se llevo a cabo en un equipo Branson Ultrasonics, operando a una
temperatura controlada de 25 °C y una frecuencia de 3000 Hz, es importante destacar que
tanto el tiempo de extracciéon como la concentracion de acido fosforico (H;PO,) fueron
modulados de acuerdo con los parametros especificos establecidos para cada tratamiento
experimental.

Una vez completada la extraccion, las muestras fueron sometidas a un proceso de
centrifugacion a 2500 rpm durante un intervalo de tiempo de 10 minutos, con la finalidad de
separar los solidos insolubles presentes en el mucilago, obteniéndose de este modo un
sobrenadante clarificado.

El sobrenadante asi obtenido fue posteriormente sometido a un proceso de filtracion a
través de un filtro de membrana con un tamafo de poro de 0.22 um y asi eliminar cualquier
particula sélida residual que pudiera persistir en la muestra, asegurando de este modo la

obtencién de un analito exento de impurezas.

3.4.3. Analisis cromatografico

El analisis cuantitativo de los azucares presentes en los extractos de mucilago de cacao
se llevd a cabo mediante HPLC en un cromatoégrafo liquido HPLC LC-40 marca Shimadzu.
Previo al analisis, se prepararon soluciones patron de glucosa, fructosa y sacarosa a partir de
un reactivo ultrapuro marca Sigma Aldrich y a una concentracion de 500 ppm en agua
acidificada, estas soluciones se utilizaron para construir curvas de calibracion y cuantificar los
azUcares en las muestras.

Para la separacién, se emple6 una columna cromatografica Biorad HX-87 y una fase
movil H,SO, 5mM a un flujo de 0,2 mL/min, a una temperatura de 30 °C, y a un volumen de

inyeccion 5uL. Cada muestra se inyecto en el sistema HPLC, y los compuestos se separaron
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en funcion de su afinidad por la fase estacionaria y mévil; la deteccidn de los azucares se
realizé mediante un detector RID a 30 °C y a 0,2 mL/min, finalmente los datos obtenidos se
procesaron utilizando el software cromatografico Shimadzu LabSolutions para la identificacion y
cuantificacién de los compuestos.

Los picos cromatograficos fueron integrados y los picos correspondientes a los azucares
de interés fueron cuantificados utilizando curvas de calibracién previamente generadas. Las
condiciones se presentan en la tabla 5.

Tabla 5

Condiciones cromatogréficas.

Condiciones cromatograficas.

Equipo Columna Fa,se. Flujo Temperatura V.olumei?lde Detector
movil inyeccion

HPLC Thermo Biorad
Scientific HX-87 H,SO, 0,2 mL/min 30 °C 5uL RID
Ultimate 3000 RS

Nota. Fuente: Elaboracién propia.

3.4.4. Analisis de datos obtenidos

Cada tratamiento se replico tres veces para asegurar la reproducibilidad de los
resultados, se realizaron analisis estadisticos con el Software Statgraphics Centurion XV, para
evaluar la significancia de las diferencias entre tratamientos, y finalmente comparar con datos
bibliograficos y obtener conclusiones finales.

Para evaluar la influencia de los diferentes factores experimentales (tiempo de
extraccion, concentracién de acido fosférico) sobre el area cromatografica, se realizé un
analisis de varianza (ANOVA), una técnica estadistica fundamental que permite comparar las
medias de varios grupos y determinar si existen diferencias significativas entre ellos

(Montgomery, 2021), esta técnica permitio descomponer la variabilidad total del area en
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componentes atribuibles a cada factor y a sus interacciones, lo que facilité la identificacion de

los factores mas influyentes en el proceso de extraccion.

4. Analisis de resultados

Para determinar la composicién de azucares mayoritarios en el mucilago de cacao se
implementé una metodologia rigurosa combinando técnicas como la (EAU) y el analisis
cromatogréfico, esta combinacion de técnicas permitié optimizar la extraccion de compuestos
de interés y garantizar la identificacion y cuantificacién precisa de los azucares presentes en las
muestras.

Para garantizar la calidad y confiabilidad de los resultados, se seleccionaron
unicamente frutos de cacao sanos y maduros (Anexo 4), esto con el objetivo de asegurar que
las muestras estén libres de enfermedades o dafos que puedan afectar la composicion quimica
del mucilago, ademas de garantizar el desarrollo completo del fruto.

Figura 10

Seleccion muestras de cacao (Theobroma cacao L.) Criollo.

Nota. Fuente: Elaboracion propia.
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Como se observa en la figura 9, las muestras presentan una apariencia sana y
homogénea, lo cual es fundamental para obtener datos representativos y precisos en el analisis

del mucilago.

4.1. Evaluacion de las condiciones optimas de extraccion

Se determind que la preparacion y extraccion, llevadas a cabo en diversas
concentraciones de acido fosférico (0.10 %, 0.5 % y 1.0 %), facilitaron de manera la
solubilizacién de los compuestos, en virtud de la capacidad del acido para hidrolizar los
polisacaridos como se sugiere en estudios previos (Fernandez et al., 2020).

Ademas, el uso de acidos en bajas concentraciones reduce el riesgo de
descomposicion de los azucares, 1o que es esencial para mantener la integridad de los
compuestos extraidos (Suksom et al., 2015). Esta selectividad y la minimizacion de la
degradacién son fundamentales para obtener resultados precisos y confiables en el analisis
cromatografico.

El uso de bajas concentraciones de acido fue crucial para prevenir la degradacion de los
azucares durante el proceso de extraccion ya que las concentraciones bajas de acidos
favorecen la selectividad en la separacion de carbohidratos, y su posterior analisis en
cromatografia, donde la retencién de azucares se puede ajustar mediante la concentracién de
OH" (Grimm & Seubert, 2004).

El ultrasonido, por su parte, mejora la transferencia de masa y la eficiencia de
extraccion, reduciendo el tiempo de proceso y el uso de solventes, Kumar et al. (2020), en
comparacion con los métodos de extraccidn convencionales, como la extraccion Soxhlet o la
maceracion, la (EAU) presenta varias ventajas significativas comparando con métodos
convencionales que a menudo requieren grandes volumenes de solventes y tiempos de
extraccion prolongados, que puede llevar a la degradacion de compuestos sensibles y generar

una mayor cantidad de residuos, la EAU, al usar ondas ultrasénicas para facilitar la ruptura de



54

las paredes celulares permite una mayor penetracion del solvente y, por lo tanto, una extraccion
mas eficiente de los analitos de interés, mejorando la transferencia de masa la cual se traduce
en tiempos de extraccion mas cortos y una reduccién en el consumo de solventes, lo que la
convierte en una técnica mas amigable con el medio ambiente (Chemat et al., 2017).

Las implicaciones del uso de EAU en el contexto del analisis de azucares en el
mucilago de cacao son diversas; en primer lugar, la reduccion en el tiempo de extraccion y el
consumo de solventes puede disminuir los costos asociados con el analisis, asi como minimizar
el impacto ambiental del proceso, en segundo lugar, la mayor eficiencia de extraccion y la
selectividad mejorada pueden conducir a resultados mas precisos y confiables, lo que es
crucial para la caracterizacion precisa de la composicion del mucilago, sin embargo, es
importante tener en cuenta que la eficacia de la EAU puede depender de varios factores, como
la naturaleza de la matriz de la muestra, las propiedades del solvente y los parametros del
proceso de ultrasonido, por lo tanto, la optimizacion cuidadosa de estos factores es esencial
para garantizar resultados optimos.

Consecuentemente, la centrifugacion permitié obtener un extracto libre de particulas, ya
que esta es esencial para eliminar el material particulado y obtener un extracto claro, lo cual es
fundamental para las posteriores etapas de analisis.

El sobrenadante obtenido fue filtrado a través de un filtro de membrana de 0.22 ym con
dos propdsitos principales; primero, para eliminar cualquier particula soélida residual que pudiera
obstruir la columna cromatografica, y segundo, para prevenir posibles interferencias que estas
particulas podrian causar en la deteccion y cuantificacién de los azucares, para finalmente ser
inyectado en el cromatoégrafo.

Al analizar los datos obtenidos de los cromatogramas y sus replicados, mediante
analisis estadistico ANOVA, se determind que el tiempo éptimo de extraccion fue de 30 minutos
y que las concentraciones de acido fosférico de 0% y 0.5% mostraron la mayor eficiencia en la

extraccion de azucares del mucilago de cacao, especificamente, se determiné que la
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extraccion con acido fosférico al 0% y 0.5% durante un periodo de 30 minutos maximizo la
recuperacion de los azucares de interés, concentraciones de acido fosférico mas elevadas o
tiempos de extraccion prolongados no produjeron mejoras significativas en la recuperacion vy,
en algunos casos, pudieron haber provocado la degradacién de los azucares presentes, el

analisis estadistico detallado se presenta en la seccién 4.4. del presente documento.

4.2. Andlisis cualitativo de los azucares del mucilago de cacao

Los azucares fueron identificados comparando los tiempos de retencion de los picos de
la muestra con aquellos de los estandares puros de fructosa, glucosa y sacarosa
(Sigma-Aldrich, pureza = 99%).

La siguiente figura detalla los picos cromatograficos presentes en una muestra de
mucilago de cacao obtenido en la vereda de Restrepo Tumaco, Narifio.

Figura 11

Cromatograma de muestra de cacao, detector RI.
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Para poder identificar los compuestos se utilizé el método de estandares internos,
comparando los tiempos de retencion de los picos obtenidos en los cromatogramas de las
muestras con los de los estandares puros de fructosa, glucosa y sacarosa, a una concentracion
de 500 ppm, dando como resultado los siguientes cromatogramas.

Figura 12

Cromatograma estandar de Fructosa a 500 ppm, detector RI.
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Nota. Fuente: Elaboracién propia
Figura 13

Cromatograma estandar de Glucosa a 500 ppm, detector RI.



57

mV
1 bt 1 Detector A Channel 1
| o
0.0+
2.5+ §
———
-5.04
-7.54
- - - 1 - T T 1 T T T T 1 _r T
0.0 25 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0
min
Nota. Fuente: Elaboracion propia.
Figura 14
Cromatograma estandar de Sacarosa a 500 ppm, detector RI.
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La tabla 6 muestra los tiempos de retencion obtenidos para los estandares puros y para
los picos correspondientes en los cromatogramas de una de las muestras. Se considera que un
compuesto esta presente en la muestra si el tiempo de retencion del pico de la muestra
coincide con el tiempo de retencion del estandar correspondiente.

La concordancia de los tiempos de retencion permitieron la identificacién inequivoca de

los azucares presentes en el mucilago de cacao, de la siguiente manera.

Tabla 6

Tiempos de retencién, comparaciéon de los estandares y muestra.

Tiempos de retencién (min)

Muestra
Patrones
Pico No.
Sacarosa 8.545 1 8.551
Glucosa 9.735 3 9.739
Fructosa 10.469 4 10.476

Nota. Fuente: Elaboracion propia

No se detectaron otros sacaridos como la lactosa o la maltosa en las condiciones
cromatograficas empleadas, lo que sugiere que estos compuestos no estan presentes en
cantidades significativas en las muestras analizadas o que se encuentran por debajo del limite
de deteccion del método sin embargo Piracoca-Robles, (2022) menciona la cuantificacién de
maltosa presente en el mucilago de cacao, ademas, otros estudios realizados hasta la fecha, y
ejemplificados por la investigacion de Villaroel-Bastidas et al. (2023), tienden a proporcionar un
perfil general de los azucares presentes, al igual que sin especificar la correspondencia de
cada compuesto individual, no obstante, la presente investigacion se caracteriza por extender

la informacion concerniente a la region de un modo mas especifico.



59

Por otro lado, los resultados concuerdan con los hallazgos de estudios previos que
sugieren que la (EAU) es una técnica eficiente y selectiva para obtener compuestos bioactivos
a partir de matrices vegetales, minimizando la formacién de productos o degradacion de

compuestos de interés (Huang et al., 2022).

4.3. Analisis cuantitativo de los aziucares del mucilago de cacao

Una vez identificados los azucares presentes en el mucilago de cacao mediante analisis
cualitativo, se procedié a determinar su concentraciéon de manera cuantitativa a partir de los
cromatogramas obtenidos, con los cuales se construyeron curvas de calibracion para cada
azucar, graficando el area del pico en funcion de la concentracion.

Posteriormente, la concentracion de cada azucar en las muestras se determind
comparando el area del pico correspondiente en el cromatograma de la muestra con el area del

pico del estandar correspondiente a 500 ppm con la ecuacion 1.

Area,, x Cg

.-‘lurea5

Donde:

Cwu: Concentracion de la muestra en ppm.
Cs: Concentracion del estandar en ppm.
Area,, Area de la muestra

Areag: Area del estandar

Continuamente, con los valores obtenidos fueron definidos en términos de gramos del
compuesto por litro de mucilago de cacao, con la finalidad de facilitar la comparacion de los

resultados con otros estudios cientificos y normativas internacionales, asi como para
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proporcionar una unidad de medida mas intuitiva y directamente aplicable, con un factor de
conversion de 1000, teniendo en cuenta que ppm representa los miligramos por litro, entonces
al dividir por este factor se obtendria las unidades deseadas.

Los resultados obtenidos se presentan en la siguiente tabla:

Tabla 7

Concentracion de azucares en el mucilago de cacao.

Concentracién de azucares en el mucilago de cacao

Concentracion Concentracion Tiempo de

Compuesto o) (%) tengitn Area % Area
Fructosa 3,33 0,33 10.474 794960 38.545
Glucosa 2,40 0,24 9.738 649610 31.497

Sacarosa 3,10 0,31 8.551 609519 29.553
Atzoﬁ‘;f;:s 8,88 0,88 N/A 2053089  99.595

Nota. Fuente: Elaboracién propia

Segun Arias-Giraldo y Lépez-Velasco (2019) los azucares identificados en el mucilago
de cacao, glucosa, sacarosa y fructosa, presentan un gran potencial para su aplicacion en la
industria alimentaria ya que estos monosacaridos y disacaridos son ampliamente utilizados,
como edulcorantes naturales y aportan un sabor dulce caracteristico a los alimentos y bebidas
y desempefian un papel fundamental en la estructura y textura de los productos, actuando
como humectantes y agentes de fermentacion.

Por ejemplo, la glucosa y la fructosa son comunmente utilizadas en la produccién de
confiteria, productos horneados y bebidas refrescantes, mientras que la sacarosa es un
edulcorante versatil empleado en una amplia variedad de productos alimenticios como lo

mencionan Arciniega-Alvarado y Espinoza-Ledn (2020).
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También pueden ser utilizados como sustrato para la produccion de otros
biocombustibles de segunda generacion, como el biobutanol, que presenta ventajas en
términos de eficiencia energética y menor corrosividad como lo menciona Arciniega-Alvarado y
Espinoza-Ledn (2020).

En cuanto a la comparacién con literatura existen diferencias en la concentraciones
como se muestran en la tabla 8 y aunque en los estudios revisados no establecen una relacién
directa entre las condiciones y la composicién de azucares del mucilago de cacao, se puede
inferir que existe una influencia, por ejemplo el estudio realizado por Garay-Peralta (2024),
demostré que la respuesta del cacao en general a una temperatura, precipitacion, humedad
relativa y viento relativo afecta la expresion de su potencial productivo, asi como su morfologia

y rendimiento.

Tabla 8

Comparacion de la concentracion de azucares presentes en el mucilago de cacao en diferentes

zonas.
Azucares presentes mucilago de cacao en diferentes zonas en (%)
Vereda Costa : Sulawesi del
. Occidente venezolano .
Restrepo, Ecuatoriana Sur, Indonesia
Compuesto Romero y Zambrano
Tumaco Balladares et (2012) Laylah et al.
Narifio al. (2016) (2023)
Fructosa 0,33 0,54 0,65 0,41 0,36
3.84-11.09
Glucosa 0,24 0,26 0,19 0,29 0,28
Sacarosa 0,31 0,27 0,77 0,82 1,08 0.33-0.88
Azucares 0,88 1,07 161 152 172  4.28-11.91
totales

Nota. Fuente: Elaboracion propia con datos obtenidos de Balladares et al (2016), Romero y

Zambrano (2012) y Laylah et al. (2023).
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Al analizar los datos presentados en la Tabla 8 revela una variabilidad significativa en
las concentraciones de glucosa, fructosa y sacarosa reportadas en los diferentes estudios, por
ejemplo; la concentracion de glucosa varia desde un 0.19% Romero y Zambrano (2012) hasta
un 2.13 % Balladares et al. (2016), estas diferencias pueden atribuirse a una combinacién de
factores, incluyendo la relatividad del porcentaje en la expresion de concentracion, las
diferentes variedades de cacao estudiadas, el grado de madurez de las mazorcas al momento
de la cosecha y las condiciones ambientales especificas de las regiones donde se llevaron a
cabo los estudios.

Ademas, Arribas et al. (2022) sefialan que la calidad del grano de cacao esta
influenciada por factores ambientales, genéticos y de manejo agronémico, donde las
condiciones climaticas juegan un papel crucial en el desarrollo del cultivo, por ello
Gonzalez-Orozco y Pesca (2022) abordan la falta de una regionalizacion biogeografica
detallada y actualizada del cacao cultivado en Colombia, donde proponen una nueva
regionalizacion basada en la distribucion de fincas productoras de cacao en el pais,
identificando regiones, subregiones y provincias y destaca la importancia de la biogeografia
como un indicador de la expansién agricola del cacao en Colombia donde sugiere que esta
clasificacion biogeografica actualizada podria ser una herramienta valiosa para la planificacion

agricola y el desarrollo de denominaciones de origen.

4.4. Analisis estadistico

Con el objetivo de evaluar la efectividad de la metodologia empleada y establecer el
nivel de confianza de los resultados obtenidos, se realizé un andlisis estadistico de los datos,
para ello el disefio experimental utilizado, fue un factorial 32 con dos factores (tiempo y
concentracion de acido) y 3 niveles (bajo, medio y alto para cada uno) resultando en un total de

9 experimentos como se muestra en la tabla 9 y tres réplicas por cada combinacion de
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factores, generando un conjunto de datos de 27 resultados, lo que permitié realizar un analisis

robusto y confiable.

Tabla 9

Identificacién y cuantificacion de azucares por experimento en el mucilago de cacao.

Concentraciones por experimento

Tiempo de Retencién  Concentracié

Experimento Sacarido (min) n (/L)
1 Sacarosa 8.551 2,99
2 Glucosa 9.739 2,05
3 Fructosa 10.476 2,70
4 Sacarosa 8.551 3,63
5 Glucosa 9.738 2,56
6 Fructosa 10.475 3,31
7 Sacarosa 8.551 3,38
8 Glucosa 9.738 2,47
9 Fructosa 10.474 3,28

Nota. Fuente: Elaboracion propia

El analisis de varianza (ANOVA) permitié determinar el cémo el tiempo de extraccién y
la concentracién de acido fosférico afectan la cantidad de azucares extraidos del mucilago de
cacao, el patron principal observado es la influencia significativa del tiempo de extraccion en la
eficiencia de la extraccién, especificamente, el tiempo 2 (30 minutos) resulto ser el mas
efectivo, maximizando la recuperacién de los compuestos de interés, lo que sugiere la
existencia de un tiempo éptimo de extraccion, en contraste, el tiempo 3 (45 minutos) fue el
menos efectivo, posiblemente debido a la degradacién de los azucares o la extraccion de
compuestos que interfieren con la medicion, ademas, se encontrd una alta correlacion entre las

variables concentracién, area y compuesto, lo que implica que la concentracion de los azucares
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extraidos esta relacionada tanto con el area cromatografica medida como con el tipo de
compuesto (sacarosa, glucosa, fructosa).

La realizacion de réplicas fue crucial para estimar la variabilidad experimental y controlar
el error, lo que aumento la precision de las estimaciones al permitir una medicion mas exacta

de la dispersion de los datos y, por ende, de la media de cada tratamiento.

Figura 15

Correlacion entre el tiempo de extraccion y el area cromatogréafica.
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Los resultados sugieren que la concentracion es un factor critico en el proceso de
extraccion, las concentraciones 1y 2, presentan un mayor valor de area extraida, con mas
prevalencia en el tiempo 2, indicando que son las mas eficaces para la extraccion, por el
contrario, la concentracion del tiempo 3, con el menor valor de area, se considera la menos
efectiva.

Figura 16

Correlacion entre concentracion de acido fosforico y area cromatogréfica.
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Grafico de Medianas con Intervalos del 95,0% de Confianza
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El disefio experimental por triplicado permitidé aumentar la precision de las estimaciones
y reducir el error experimental, lo que a su vez incremento la confiabilidad de las conclusiones

obtenidas.

5. Conclusiones

El presente estudio ha logrado una caracterizaciéon quimica detallada del perfil de
azucares del mucilago de cacao Theobroma cacao L. tipo Criollo proveniente de la Vereda
Restrepo, Tumaco-Narifio, revelando su considerable riqueza en azucares fermentables,
especificamente, se identificaron y cuantificaron fructosa 3,10 g/L, glucosa 2,36 g/L y sacarosa
3,34 g/L, alcanzando una concentracion total de azucares de 8,80 g/L (Tabla 7), resultados que
cumplen con las expectativas iniciales sobre la riqueza de este subproducto en carbohidratos
valiosos y su potencial como una materia prima, mas alla de su rol tradicional en la
fermentacion del grano, por ejemplo; la presencia de azucares como la fructosa y la sacarosa lo

posiciona como una fuente valiosa de edulcorantes naturales, mientras que la glucosa, un
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sustrato clave para muchos microorganismos, lo hace particularmente apto para procesos de
fermentacion industrial destinados a la produccion de bebidas o biocombustibles (Martinez et
al., 2012; Carbonero, 1975), Un hallazgo relevante fue la no deteccién de maltosa bajo las
condiciones cromatograficas empleadas (Seccion 4.2), lo cual contrasta con algunos reportes
previos como el de Piracoca-Robles (2022) y sugiere diferencias composicionales atribuibles a
la variedad, region o metodologia analitica, reforzando la necesidad de estudios locales,
ademas que sugiere que el método de extraccion por EAU puede ser mas selectivo frente a
otros métodos.

La cuantificacion individual de cada uno de estos azucares representa una contribucion
significativa al conocimiento actual, ya que muchos estudios previos, como los de
Villaroel-Bastidas et al. (2023) o analisis generales de composicion (Villacis y Peralta, 2012),
tienden a reportar concentraciones totales de azucares o perfiles generales sin especificar la
proporcién exacta de cada componente, este detalle es crucial para disefiar aplicaciones
industriales especificas, como optimizar procesos de fermentacién o formular productos con
perfiles edulcorantes definidos. Ademas, este trabajo aporta informacién sobre el mucilago de
cacao de Tumaco, una region reconocida por su produccién cacaotera de alta calidad
(Fedecacao, 2024) pero donde, como se indicd previamente (Seccion 2.1), no existian estudios
especificos sobre la composicion quimica de este subproducto.

Para la extraccion de estos azucares, se implementé y optimizé un método de (EAU),
una técnica reconocida por su eficiencia y menor impacto ambiental, como lo sefialan Chemat
et al. (2017), ademas del analisis por HPLC con detector de indice de Refraccién (RI), permitio
confirmar la identidad de los azucares por comparacion con estandares puros (Tabla 6), por su
parte el analisis estadistico ANOVA de los resultados experimentales (Figuras 14 y 15) permiti
establecer las condiciones éptimas de extraccién, determinandose que un tiempo de sonicacion
de 30 minutos y el uso de bajas concentraciones de acido fosférico (especificamente 0 % y 0.5

%) maximizaron la recuperacion de los azucares de interés y, minimizando su posible
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degradacién por hidrolisis acida a una exposicién prolongada, un aspecto fundamental para
preservar la integridad de los compuestos, como sefala Suksom et al. (2015), se observo que
concentraciones mas elevadas de acido o tiempos de extraccién mas prolongados no
ofrecieron mejoras significativas e incluso podrian inducir la degradacion de los carbohidratos,
un hallazgo crucial para la eficiencia del proceso a una posible escala productiva.

El aporte principal de esta investigacién radica en generar conocimiento especifico
sobre la composicién del mucilago de cacao en la regién de Tumaco, una zona de gran
importancia cacaotera y estratégica en procesos de sustitucion de cultivos ilicitos (Sierra,
2016), al valorizar este subproducto, se abren oportunidades econémicas y sociales
significativas para las comunidades locales, ya que, como lo indican Rizo-Mustelier et al. (2017)
la valorizacion de residuos agricolas es una estrategia fundamental para la sostenibilidad de los
sistemas productivos, alineandose con principios de economia circular y desarrollo sostenible
(ONU, 2024).

El aprovechamiento de estos azucares en la industria alimentaria, por ejemplo, como
edulcorantes naturales o sustratos para procesos de fermentacion (Arias-Giraldo y
Lopez-Velasco, 2019; Arciniega-Alvarado y Espinoza-Ledn, 2020), o incluso en la produccion
de biocombustibles como lo sugieren Mufioz Simi y Ordofiez Miranda (2022), podria fortalecer
las cadenas de valor locales y contribuir significativamente al desarrollo econémico y social de
la region, transformando un subproducto subestimado en una fuente de valor agregado.

No obstante, esta investigacion también delimita areas cruciales para futuras
indagaciones, si bien se identificaron los azucares mayoritarios, queda por explorar la
presencia y concentracidén de otros compuestos bioactivos, asi como las propiedades
funcionales (antioxidantes, antifungicas) del mucilago de Tumaco. Ademas, es fundamental
investigar cdmo factores agroecoldgicos (clima, suelo), genéticos (variedad especifica), de
manejo poscosecha y de procesamiento afectan la composicidn quimica y la estabilidad del

mucilago, como sugieren estudios sobre la influencia de estos factores en el cacao
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(Garay-Peralta, 2024 y Arribas et al., 2022), profundizar en estos aspectos permitira optimizar
su aprovechamiento industrial y garantizar la calidad y consistencia de los productos derivados,
asimismo, es crucial investigar la estabilidad de estos compuestos bioactivos bajo diferentes
condiciones de procesamiento y almacenamiento para garantizar la calidad y viabilidad de los
productos que se pudieran desarrollar.

Es importante destacar que, si bien otros estudios han reportado perfiles generales de
azucares en mucilago de cacao de diversas regiones (e.g., Villaroel-Bastidas et al., 2023), esta
investigacion aporta datos especificos y cuantitativos para el cacao tipo Criollo de la Vereda
Restrepo, Tumaco-Narifio, una zona con particularidades agroecolégicas que merecen un
estudio detallado y diferenciado, las variaciones observadas en la composicion de azlcares en
comparacion con la literatura presentadas en la Tabla 8 refuerzan la necesidad de realizar
estudios localizados que permitan comprender mejor las caracteristicas de las materias primas

regionales.

6. Recomendaciones

Si bien la presente investigacion se centré en la caracterizacion de azucares, es
imperativo ampliar el espectro analitico ya que el mucilago de cacao es reconocido por ser una
matriz compleja que, ademas de carbohidratos, puede contener pectinas, acidos organicos,
proteinas y compuestos fendlicos, como lo mencionan Sanchez-Olaya et al. (2019) y
Piracoca-Robles (2022), la identificacion y cuantificacion de estos mas compuestos bioactivos
no solo enriquecera el conocimiento sobre el mucilago de esta region especifica, sino que
también permitira evaluar con mayor precisién su potencial para aplicaciones en la industria
alimentaria, farmacéutica o cosmética, explorando propiedades funcionales como la capacidad
antioxidante, prebidtica o texturizante, tal como sugiere la investigacion de Martinez et al.

(2012) sobre las propiedades antioxidantes de los subproductos del cacao.
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Con el fin de obtener una comprension de los factores que influyen en la composicién
quimica del mucilago, se recomienda enfaticamente incorporar andlisis de suelos de las fincas
cacaoteras de la Vereda Restrepo y otras zonas productoras de cacao ya que la composicion
nutricional del suelo y sus caracteristicas fisicoquimicas pueden tener un impacto directo en el
metabolismo de la planta de cacao y, por ende, en la biosintesis de compuestos en sus frutos y
subproductos, como sefialan Romero y Zambrano (2012) mismo enfoque se alinea con la
necesidad de considerar factores ambientales y de manejo agronémico que influyen en la
calidad del cacao, como destacan Arribas et al. (2022).

En lo referente al andlisis cromatografico, si bien la metodologia HPLC-RI empleada
demostro ser efectiva para la cuantificacién de los azdcares mayoritarios, sin embargo, se
sugiere para futuras investigaciones considerar otras técnicas detectoras con el fin de obtener
mayores puntos de referencia, asi como la preparacion de estandares; en cuanto a la
preparacion de estandares, es crucial asegurar la maxima pureza y la correcta preparacion de
curvas de calibracién con multiples puntos para garantizar la linealidad y precisién en la
cuantificacion, siguiendo las buenas practicas de laboratorio descritas por Skoog et al. (2008).
Adicionalmente, se podria explorar el uso de detectores mas sensibles o selectivos, como la
espectrometria de masas (LC-MS), para identificar y cuantificar compuestos presentes en
menores concentraciones o para confirmar la identidad de los analitos con mayor certeza,
especialmente si se amplia la busqueda a otros compuestos bioactivos ya que la exploracion
de diferentes fases estacionarias o méviles también podria mejorar la resolucion de
compuestos que no fueron detectados en el presente estudio, como la maltosa mencionada por
Piracoca-Robles (2022).

Finalmente, se reitera la importancia de investigar la estabilidad de los compuestos
bioactivos del mucilago bajo diversas condiciones de procesamiento (térmico, enzimatico) y
almacenamiento (temperatura, tiempo, exposicion a la luz y oxigeno), la viabilidad de cualquier

aplicacion industrial dependera en gran medida de la capacidad para preservar la integridad y
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concentracién de estos compuestos, asimismo, es fundamental continuar con estudios
comparativos del mucilago proveniente de diferentes cultivares de cacao presentes en Tumaco
y otras regiones geograficas de Narifio, asi como evaluar el impacto de las distintas etapas de
madurez del fruto y las practicas poscosecha, este enfoque permitira no solo entender la
variabilidad natural de este subproducto, sino también desarrollar estrategias especificas para
su aprovechamiento 6ptimo, contribuyendo asi al desarrollo de productos innovadores con
valor agregado vy al fortalecimiento de la cadena productiva del cacao en la region, tal como se
ha explorado en contextos similares por Rodriguez-Castro et al. (2024) con bebidas

fermentadas.
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ANEXOS
Anexo 1
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Anexo 3

Finca ubicada en la vereda Restrepo Tumaco, Narifio.

Anexo 4

Seleccion de muestras de acuerdo a su calidad.
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Anexo 5

Diversidad genetica de cacao en la finca experimental, Vereda Restrepo.
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