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Nota de exclusion

El presente trabajo de grado fue desarrollado en
cumplimiento de los requisitos académicos establecidos
para la obtencion del titulo profesional. Las ideas, analisis,
datos y conclusiones contenidos en este documento son de
entera responsabilidad del autor y no comprometen ni
representan la postura de la Universidad CESMAG. Cabe
sefalar que los resultados obtenidos de la caracterizacion
del mucilago de cacao estan sujetos a variaciones
dependiendo del cultivar utilizado, las condiciones
climaticas y lugar geografico, propias de cada region, por
lo que los resultados presentados aplican exclusivamente a

la muestra objeto de este estudio.
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Introduccion

El cacao (Theobroma cacao L.) ha sido historicamente uno de los cultivos mas importantes en
las regiones tropicales, no solo por su valor econdmico, sino también por su impacto cultural y
social (Arvelo Séanchez et al., 2017). Sin embargo, la industria cacaotera se ha centrado casi
exclusivamente en el aprovechamiento de la semilla para la producciéon de derivados
achocolatados, dejando de lado el resto de la fruta. Segtn Estella (2013), entre el 70 % y el 90 %
de los subproductos generados durante el procesamiento del chocolate son desechados. Uno de
estos subproductos es el mucilago, una sustancia gelatinosa que rodea las semillas de cacao y que

habitualmente ha sido considerada un residuo sin valor agregado.

En los ultimos anos, el mucilago de cacao ha comenzado a llamar la atencion de la
comunidad cientifica debido a su composicion quimica. Investigaciones previas han identificado
en ¢l la presencia de compuestos bioactivos como polifenoles, catequinas, epicatequinas y
procianidinas, a los que se atribuye una importante capacidad antioxidante (Martin y Ramos,
2021). Sin embargo, su actividad antifungica ha sido poco explorada. Un estudio reciente evalud
el mucilago fermentado frente a Moniliophthora roreri, encontrando que la fermentacion durante
10 y 15 dias redujo el crecimiento del hongo en comparacion con una fermentacion de 5 dias
(Ruperty-Parraga et al., 2026). A esto se suma la falta de estudios sobre el clon regional FLE-3 y
la limitada investigacion cacaotera en el Valle del Cauca, region menos estudiada que
departamentos como Santander, que concentra cerca del 50 % de la produccion nacional (SIC,
2011). En este contexto, evaluar la capacidad antioxidante y antifingica del mucilago de cacao
del clon FLE-3 contribuird al aprovechamiento de este subproducto y a la generacion de

conocimiento sobre su potencial bioldgico.
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1. Problema de investigacion

1.1 Objeto o tema de estudio.

La capacidad antioxidante y antifiingica del mucilago de cacao extraido de cultivos en la

vereda Santa Helena, Municipio el Cerrito, Valle del Cauca

1.2 Linea de investigacion.

El proyecto “Valoracion de la capacidad antioxidante y antifungica del mucilago de cacao
(Theobroma cacao L.) en cultivos de la vereda Santa Helena, Municipio el Cerrito, Valle del
Cauca” esta vinculado a la linea de investigacion Didactica de las Ciencias Naturales,
Sustentabilidad Ambiental y Quimica Verde, porque busca dar un valor agregado al subproducto
del procesamiento del cacao (mucilago) considerado como un desperdicio. Este proyecto apunta
a la sostenibilidad ambiental e innovacion industrial ofreciendo una alternativa viable para el
aprovechamiento del mucilago a través del estudio de las propiedades antioxidantes y
antifungicas de este producto organico, en beneficio de otras areas industriales y econdmicas
otorgando algunas alternativas para mitigar el impacto ambiental que causa el mucilago a largo

plazo, siendo beneficioso para los sectores econdmico, social y ambiental de la region.

1.3 Planteamiento del problema

Como se senalo previamente, la industria cacaotera se ha centrado casi exclusivamente en
el aprovechamiento de la semilla, relegando el mucilago a la condiciéon de subproducto
desechable (Estrella, 2013). Esta desatencion no es solo una oportunidad perdida en términos de
investigacion como se evidencid en la limitada evidencia disponible sobre la actividad

antifungica del mucilago (Ruperty-Parraga et al., 2026) y en la ausencia de estudios sobre el clon
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FLE-3 en el Valle del Cauca, sino que constituye también un problema con consecuencias

ambientales y econdmicas concretas para las comunidades cacaoteras de la region.

En términos ambientales, el desecho inadecuado del mucilago cerca de zonas de cultivo y
procesamiento contribuye a la acumulacion de metales pesados como cadmio y plomo en el
suelo (Rosales-Huamani et al., 2021), ademas de deteriorar el suelo, la flora y la fauna
circundantes, y generar condiciones insalubres que afectan la calidad del producto final
(Marquez y Salazar, 2015). Esta situacion es visible en fincas de la vereda Santa Helena,
municipio El Cerrito (Figura 1), donde la acumulacion de residuos de cacao evidencia la falta de
estrategias de aprovechamiento de este subproducto. Como consecuencia indirecta, los
agricultores recurren al uso intensivo de fertilizantes y pesticidas quimicos para contrarrestar la

proliferacion de plagas y hongos en el cultivo, lo que a largo plazo empobrece los suelos.

Figura 1.

Evidencia de desechos de residuos de cacao.




CAPACIDAD ANTIOXIDANTE Y ANTIFUNGICA DE MUCILAGO DE CACAO
14

Nota. Fuente: Elaboracion Propia. La imagen muestra desechos de cacao cerca de cultivos de

cacao en la finca “Delicao”, Municipio El Cerrito, Valle del Cauca, lo que genera contaminacion.

En términos econdmicos, este desaprovechamiento limita las posibilidades de
diversificacion de ingresos en una region donde el cacao ha sido promovido como estrategia de
sustitucion de cultivos ilicitos. No obstante, los agricultores enfrentan desafios de rentabilidad
frente a otros cultivos, ya que el cacao permite generalmente una sola cosecha anual, a diferencia
de la coca, que puede cosecharse de dos a tres veces al afio (Gil et al., 2019). Sin alternativas de
valor agregado como el mucilago, se reduce el atractivo econdmico del cacao como cultivo licito
sostenible. Asi, el problema no es unicamente la falta de conocimiento cientifico identificada en
la introduccién la poca exploracion de la actividad antifingica del mucilago, la ausencia de
caracterizaciones del clon FLE-3 y la limitada investigacion cacaotera en el Valle del Cauca

(SIC, 2011)

1.4 Formulacion del problema

La literatura reporta que el mucilago de cacao (Theobroma cacao L.) contiene
compuestos fendlicos y flavonoides, como epicatequina y catequina, asi como azucares
fermentables, a los cuales se atribuye una posible actividad inhibitoria frente a hongos
fitopatdgenos como Fusarium graminearum, y compuestos como vitamina C y acidos fenolicos
entre ellos el acido cafeico y el acido galico que sugeririan una capacidad antioxidante relevante
(Martin y Ramos, 2021). Estos hallazgos, sin embargo, provienen mayoritariamente de estudios
realizados sobre variedades comerciales y en contextos geograficos distintos al del Valle del
Cauca, por lo que no es posible asumir que dichas propiedades se expresen de la misma manera

en el mucilago proveniente de cultivos regionales como el clon FLE-3, cuya composicién
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bioactiva no ha sido caracterizada previamente (Eco Yuma, s.f)), ni en las condiciones

agroecologicas especificas de la vereda Santa Helena, municipio El Cerrito.

Ante esta incertidumbre, y considerando la escasa investigacion cacaotera desarrollada en
el Valle del Cauca en comparacion con otras regiones productoras del pais (SIC, 2011), surge la
necesidad de determinar si el mucilago producido en esta zona efectivamente presenta actividad

antioxidante y antifiingica de lo que surge la siguiente pregunta de investigacion:

(El mucilago de cacao producido en la vereda Santa Helena, municipio El Cerrito, Valle

del Cauca, presenta actividad antioxidante y antifungica?

1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo General

Valorar la capacidad antioxidante y antifingica del mucilago de cacao (Theobroma cacao

L.) en cultivos provenientes de la vereda Santa Helena, Valle del Cauca.

1.5.2 Objetivos especificos

° Caracterizar mediante técnicas fisicoquimicas las muestras de mucilago de cacao
(Theobroma cacao L.) y el analisis de compuestos bioactivos mediante cromatografia liquida de
alta eficiencia (HPLC), en cultivos provenientes de la vereda Santa Helena, Valle del Cauca.

° Determinar la actividad antioxidante del mucilago de cacao por el método de
decoloracion de radicales libres 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH).

° Analizar la actividad antifungica del mucilago de cacao frente a Fusarium

graminearum mediante la inhibicion del crecimiento radial en medio PDA.
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1.6 Justificacion

El cacao (Theobroma cacao L.) ha sido objeto de numerosos estudios debido a su importancia
econdmica, nutricional y agroindustrial, especialmente por su uso en la produccion de chocolate.
En Colombia, y particularmente en el departamento del Valle del Cauca, el cultivo de cacao ha
cobrado relevancia como alternativa productiva sostenible para comunidades rurales. En este
contexto, se desarrolld un proyecto de fortalecimiento de familias cacaoteras liderado por la
Federacion Nacional de Cacaoteros (Fedecacao), Cacao Hunters y la Fundacion Mundo Mujer,
orientado a mejorar la sostenibilidad y competitividad del sector mediante la produccion de
chocolate artesanal de alta calidad y bebidas achocolatadas. Dicho proyecto beneficid
aproximadamente a 400 familias campesinas de zonas como Popayan y Palmira, consolidando el

uso de la semilla de cacao como eje principal de la cadena productiva

Si bien estos esfuerzos han impulsado el aprovechamiento del grano, otros componentes
del fruto, como el mucilago, contintian siendo subutilizados. Este subproducto, generado durante
el proceso de beneficio del cacao, representa una oportunidad estratégica para diversificar la
cadena de valor y reducir el desperdicio agroindustrial. En este sentido, la presente investigacion
tiene como objetivo estudiar el potencial antioxidante y antifiungico del mucilago de cacao
procedente de la vereda Santa Helena, Municipio el Cerrito, Valle del Cauca, con el fin de
ampliar el enfoque tradicional del aprovechamiento del cacao y promover el uso integral del
fruto. El desarrollo de productos a partir del mucilago se alinea con principios de economia
circular y sostenibilidad rural, contribuyendo a la generacion de valor agregado y a la innovaciéon

en comunidades agricolas (Coral et al., 2021; FAO, 2017).
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Para el desarrollo del estudio se empled cacao tipo FLE3, uno de los materiales genéticos
mas cultivados en el suroccidente colombiano, debido a su adecuada adaptacion a las
condiciones edafoclimaticas locales, su buen rendimiento productivo y su importancia
econdmica para los agricultores de la region. La seleccion de este material permite que los
resultados obtenidos sean representativos y transferibles a la realidad productiva regional,
fortaleciendo el impacto cientifico y social de la investigacion (Fedecacao, 2019;

MinAgricultura, 2021).

De acuerdo con informes del Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural (2020), el
sector cacaotero colombiano presentd un crecimiento aproximado del 3 %, alcanzando 194.428
hectareas cultivadas y una produccion cercana a 65.174 toneladas en 2021 (MinAgricultura,
2021). Entre los anos 2015 y 2021, el area sembrada aument6 un 13 % y la producciéon un 15 %,
lo que evidencia el creciente interés por este cultivo. No obstante, este incremento también
genera mayores volumenes de subproductos, reforzando la necesidad de buscar alternativas

sostenibles para su aprovechamiento y valorizacion (ICA, 2020; Fedecacao, 2019).

En este contexto, el mucilago de cacao ha despertado un creciente interés cientifico
debido a sus propiedades fisicas, quimicas y biologicas. Diversos estudios han demostrado su
capacidad aglutinante (Citalan, 2022), fermentativa (Ponce, 2022), antifungica (Bastidas, 2017) y
clarificante (Torres y Vega et al., 2021). Ademads, su contenido de compuestos fenolicos y
antioxidantes lo posiciona como una materia prima prometedora para aplicaciones en la industria
alimentaria, agricola y farmacéutica (Afoakwa, 2016; Hernandez et al., 2020). Por lo tanto, el
aprovechamiento integral de Theobroma cacao L., surge como una alternativa viable para
generar ingresos licitos, mejorar la calidad de vida de los agricultores y fortalecer las economias

locales mediante el uso eficiente de todos los componentes del fruto.
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En presente proyecto de investigacion se tomaron muestras en el departamento del Valle
del Cauca, en la vereda Santa Helena, municipio de El Cerrito, en la finca “La Eliza” y las zonas
de tratamiento Delicao, donde se obtuvo el mucilago de cacao durante la temporada de cosecha.
Se recolectaron dos litros de exudado de tipo FLE-3 provenientes de mazorcas en estado de
madurez y libres de enfermedades. El estudio se realizé en el Laboratorio de Cromatografia de la
Universidad de Narifio sede Pasto (UDENAR), ubicada en Ciudadela Universitaria Torobajo,
Calle 18 No. 50-02. Esta investigacion se delimitd al analisis antioxidante y antifingico del

mucilago.

2. Marco referencial

2.1 Antecedentes

Segin Abbott (2017), el cacao en Colombia no es solo un cultivo, sino un pilar
fundamental de la historia, la cultura y la economia colombiana. El pais esta considerado como
uno de los principales productores mundiales de cacao fino de aroma en el cual entra en clon de
tipo FLE-3 en palabras de Fedecacao (2015), un tipo altamente valorado por su calidad y sabor a
nivel global, cuya cadena productiva, desde el cultivo hasta la elaboracion de productos finales,
genera empleo en zonas rurales y urbanas, contribuyendo al desarrollo socioecondémico de
diversas regiones. Ademas de ser la materia prima para la elaboracion del chocolate, el cacao y
sus subproductos han sido objeto de numerosas investigaciones debido a su rica composicion
quimica, la cual incluye una variedad de compuestos bioactivos con propiedades benéficas para

la salud.
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Citando a Marquez y Salazar (2015) el tratamiento del cacao en la actualidad pasa
procedimientos rusticos evidenciando que hay serios problemas en la produccion del chocolate
demostrando que los mecanismos de recoleccion del mucilago de cacao son deficientes, en razén
de que no hay muchos estudios para el aprovechamiento de este, por motivos del escaso
financiamiento para el uso de tecnologia que permita una recoleccion mas facil, eficiente, eficaz
donde no se desperdicie la mayor parte de la materia prima (mucilago), de este modo se ha
revelado las fallas en la sostenibilidad productiva de mayoria de las industrias cacaoteras que en
gran parte realizan la dispersion del mucilago o en palabras de Estrella (2013) "Desperdicio" en
las aguas de los rios y en los suelos cercacos a los cultivos, presenciando que en América del Sur
hace muchas décadas estas practicas son la razon de la baja sostenibilidad en la produccion del
cacao evidenciando practicas obsoletas, poco sostenibles y aun mas preocupante se observa que
el modo de tratamiento resulta en una baja funcionalidad afio con afio por practicas rusticas como
el rastrilleo que se ha realizado aproximadamente por tres décadas hasta la actualidad usando
métodos muy antiguos que provocan la proliferacion de plagas, todo con el fin de favorecer a
una “produccion artesanal” (ICA y Fedecacao 2012).

Alvarez et al. (2002) realizaron una caracterizacion fisicoquimica del mucilago de cacao
en distintas zonas de cultivo en Venezuela, evidenciando que la composicion del mucilago varia
considerablemente segun el lugar geografico y el genotipo evaluado. Los autores sefialaron que
dependiendo de la zona de cultivo varia el pH manteniéndose en un rango acido de 3,01 a 3,76
en todos los genotipos estudiados. Estos resultados son consistentes con lo descrito por Piracoca
(2022), dado que la composicion quimica del mucilago esta dominada por agua, azacares, acido
citrico y pectina, siendo precisamente el contenido de acido citrico el que determina su pH

cercano a 3,6. La variabilidad reportada por Alvarez et al. (2002) entre zonas geograficas
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constituye un referente fundamental para el presente estudio, ya que sugiere que el mucilago
producido en Santa Helena podria presentar un perfil fisicoquimico diferenciado, condicionado
por las particularidades agroecologicas locales y fenotipo cultivado en la region, aspectos que
seran evaluados mediante analisis de pH, densidad, contenido de acidos organicos y contenido
de azlcares.

En la actualidad, se evidencia un creciente interés cientifico en el aprovechamiento del
mucilago de cacao como subproducto agroindustrial, debido a su composicion rica en
compuestos bioactivos y a su potencial aplicacion en diferentes sectores. La mayoria de los
estudios realizados hasta el momento se han centrado principalmente en la caracterizacion
quimica y biologica del mucilago, evaluando parametros como el contenido de azicares totales
oscilando entre 100—180 g/L, acidos organicos como acido citrico, acido acético, acido tartarico
y acido lactico, vitaminas y compuestos fendlicos (Piracoca 2022). No obstante, muchos de estos
trabajos presentan un impacto limitado en términos de innovacién y aplicacion industrial, en gran
medida debido a la falta de financiamiento y a la escasa articulacion entre la investigacion
cientifica y el sector productivo. Tradicionalmente, el mucilago de cacao ha sido estudiado como
materia prima para la obtencion de combustibles organicos, bebidas alcoholicas y bebidas con
alto valor nutricional; sin embargo, a partir de la década de 2010 se ha observado un aumento
significativo en investigaciones que destacan su potencial funcional, atribuible a sus propiedades
fermentativas, aglutinantes, antioxidantes y vitaminicas. (Ponce, 2022; Citalan, 2022; Bastidas,
2017). Estas caracteristicas han posicionado al mucilago como una alternativa prometedora para
el desarrollo de productos con valor agregado, especialmente en aplicaciones relacionadas con la
conservacion de alimentos y el control bioldgico de microorganismos. El mucilago de cacao ha

sido reconocido como un subproducto con importante actividad antioxidante.
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En estudios realizados por Ramirez et al. (2013) se pone en evidencia la alta capacidad
antioxidante del mucilago en diferentes variedades de cacao (Criollo y Trinitario) mediante
ensayos de inhibicion de radicales libres (DPPH), demostrando un alto potencial antioxidante en
este subproducto con un porcentaje de 57 % y 71,1 %. Demostrando que los principales
componentes del mucilago son agua, azucares, acido citrico y pectina, cuya composicion
quimica actua como medio de compuestos antioxidantes y bioactivos como catequinas. De
manera adicional Zhunio (2020) evalud la capacidad antioxidante del mucilago de Theobroma
cacao L. en muestras provenientes de Ecuador, reportando valores de 7,89 y 3,35 uM TEe mL™
para los materiales genéticos del complejo Nacional y Trinitario y CCN-51, respectivamente.
Estos resultados demuestran que el mucilago de cacao posee capacidad antioxidante
cuantificable y que dicha actividad varia segun el genotipo evaluado, siendo mayor en el material
Nacional x Trinitario que en el CCN-51. De manera complementaria los autores Corvi y Collini
et al. (2024)) identificaron alcaloides, flavonoides, taninos, saponinas y triterpenoides como los
principales compuestos responsables de la actividad antioxidante en la céscara y el exudado de
¢sta. En conjunto, estos hallazgos demuestran que los subproductos del cacao poseen
propiedades parecidas como fuente de compuestos fenolicos y metabolitos bioactivos con
capacidad antioxidante y antimicrobiana.

Bastidas (2017) demostré mediante ensayos in vitro que el mucilago de cacao posee
efecto inhibidor sobre el crecimiento de hongos fitopatdgenos, particularmente frente a
Moniliophthora roreri, 1o que sentdé una base importante para el estudio del mucilago como
agente de control bioldgico. Cabe sefialar que, si bien Fusarium graminearum ha sido
ampliamente estudiado como patdégeno de importancia agricola principalmente en cultivos de

cereales, donde genera pérdidas significativas en trigo y maiz, la mayoria de los antecedentes
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sobre su control mediante compuestos de origen vegetal provienen de matrices distintas al cacao.
Se ha reportado, por ejemplo, que el 4cido ferulico, un compuesto fenodlico presente también en
el mucilago de cacao, ejerce actividad antifingica e inhibe mecanismos de crecimiento en F
graminearum (Yan et al., 2023), lo que sugiere una posible via de accion trasladable a otros
compuestos fenolicos como los identificados en el mucilago (epicatequina, catequina). Sin
embargo, hasta donde se ha podido identificar, no existen antecedentes que hayan evaluado
directamente el efecto del mucilago de cacao fermentado o sin fermentar sobre F. graminearum,
lo que representa un vacio experimental especifico que este estudio busca abordar,
diferencidandose de los antecedentes previos centrados casi exclusivamente en Moniliophthora
roreri (Ruperty-Parraga et al., 2026). Esta ausencia de antecedentes directos, sumada a la escasa
caracterizacion del mucilago proveniente del clon FLE-3 y a la limitada investigacion cacaotera
desarrollada en el departamento del Valle del Cauca (SIC, 2011), refuerza la pertinencia de
evaluar experimentalmente la capacidad antioxidante y antifungica del mucilago producido en la
vereda Santa Helena, municipio El Cerrito, como una contribuciéon novedosa frente a los vacios
identificados en la literatura.

Mas estudios presentados por Rahayu et al. (2023) evidencian que los subproductos del
cacao constituyen fuentes valiosas de compuestos bioactivos con multiple actividad biologica, lo
que respalda directamente la exploracion del mucilago como subproducto igualmente
subestimado, con potencial para ser aprovechado como fuente natural de antioxidantes y agentes

antifngicos.

2.2 Marco tedrico

2.2.1 Generalidades del cacao (Theobroma cacao L.)
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El arbol de cacao (Theobroma cacao L.) es una planta tropical de hoja perenne originaria
de las regiones tropicales y amazonicas de América del Sur (Lachenaud, 1995). Su nombre
cientifico significa "alimento de los dioses" en griego, y presenta compuestos naturales asociados
a un sabor afrodisiaco (Martinez, 2016). Se desarrolla en zonas con temperaturas entre 20 y 30
°C, alta humedad y suelos nitrogenados, sueltos y ricos en calcio y magnesio. El arbol puede
alcanzar hasta 20 m de altura, con hojas de 20 a 50 cm de largo y frutos de 15 a 30 cm

(Lachenaud, 1995).

2.2.2 Distribucion geografica y fenotipos de cacao

El cacao se cultiva en la mayoria de regiones de clima tropical del mundo y se agrupa
principalmente en tres fenotipos que difieren en sabor, productividad y participacion en el

mercado mundial y colombiano:

Tabla 1

Distribucion mundial y regional de los fenotipos de cacao

Fenotipo Caracteristicas % produccion % produccion en
mundial Colombia
Forastero Sabor mas amargo, menos complejo; el mas | Mas del 80% 2-3%

cultivado a nivel mundial, usado en la
industria alimentaria de Europa y Africa

(Aguilar, 2013; Museo del Chocolate, 2021)




CAPACIDAD ANTIOXIDANTE Y ANTIFUNGICA DE MUCILAGO DE CACAO

24
Trinitario Sabor complejo y aromatico, con notas | 10-15% (Ministerio | 95%
frutales, florales y especiadas (Aguilar, 2013) | de Agricultura y
Desarrollo Rural,
2020)
Criollo (fino | El mas antiguo y raro; sabor delicado y floral; | ~5% 1-2%

de aroma)

en estado puro ya no existe, solo variedades

acriolladas (Aguilar, 2013)

Nota. Elaboracion propia a partir de Aguilar (2013), Museo del Chocolate (2021) y Ministerio de

Agricultura y Desarrollo Rural (2020).

Aunque los tres fenotipos comparten los mismos compuestos base (azicares, pectinas,

grasas, acidos), las cantidades de cada uno varian segun el medio de cultivo, el método de

extraccion y el entorno de crecimiento de la planta (Graziani de Farinas et al., 2003).

2.2.3 Anatomia del fruto de cacao

Independientemente del fenotipo, el fruto del cacao mantiene una estructura comun:

semillas de 2 a 3 cm de longitud la parte comercialmente mas valorada recubiertas por una pulpa

o baba mucilaginosa de color blanco o amarillento, de sabor dulce y ligeramente acido (Estrella,

2013).

Figura 2

Imagen de la vaina del cacao, partes de esta.
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Nota. Fuente: Tomado de Ecoyuma (s.f.). Imagen representativa de la vaina de cacao abierta tipo

FLE-3.

Tradicionalmente, esta baba se ha utilizado casi exclusivamente como medio de
fermentacion lactica para mejorar la calidad del grano —empleando cerca del 20% del mucilago
disponible y desechando el 80% restante (Arvelo Sanchez et al., 2017)—, practica que se
mantiene sin mayores variaciones a pesar de las numerosas investigaciones orientadas a mejorar

la calidad del chocolate.

2.2.4 Caracterizacion del clon FLE-3

El clon de cacao FLE-3, material especifico de este estudio, corresponde a un hibrido
derivado de programas de seleccion y mejoramiento genético en Colombia, que combina
caracteristicas del grupo Trinitario con influencia genética de Criollo y Forastero. Presenta un

fenotipo intermedio, con frutos de tamafio medio, color rojizo, buena conformaciéon de la
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mazorca y semillas con adecuada relacion pulpa-grano, ademas de contenidos favorables de

azucares fermentables en la pulpa (Lopez-Hernandez et al., 2021).

Figura 3

Fruto de cacao de tipo FLE-3.

Nota. Fuente: elaboracion propia. Fruto de cacao de tipo FLE-3, extraido de la vereda El Cerrito,

Valle del Cauca.

2.2.5 Bioquimica del mucilago de cacao

El mucilago es una sustancia viscosa de color blanco o ligeramente amarillento, cuya
textura gelatinosa se debe a su alto contenido de agua (hasta 80% de su peso; Santana et al.,
2018). Su densidad y viscosidad varian segun la concentracion de pectinas (Bone-Quintero et al.,
2022) y el grado de fermentacion. La siguiente tabla resume sus principales componentes

bioquimicos:

Tabla 2.

Componentes quimicos y cantidades en el mucilago de cacao
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Compuesto

Rango

reportado

Funcion / relevancia

Fuente

Azucares (glucosa,

10-14% (63%

Sustrato energético para

Villarroel-Bas

fructosa, sacarosa) son azucares microorganismos durante la tidas et al.
reductores) fermentacion lactica (2024)
Pectinas 1-3% Forman geles, dan viscosidad | Bone-Quinter
y textura gelatinosa; retienen | o et al. (2022)
~80% de agua en la semilla
Acido citrico 1.5-2% Sabor acido; conservante Sanchez-Olay
natural aetal. (2019)
Acido malico 0.5-0.7% Contribuye al perfil 4cido Vega-Vega
(2023)

Flavonoides (catequinas,

epicatequinas,

proantocianidinas)

~15% en peso

seco (en vaina)

Antioxidantes y antifungicos;

aroma y sabor afrutado

Vazquez-Agel

letal. (2011)

Nota. Elaboracion propia a partir de las fuentes citadas. Esta tabla muestra algunos de los
componentes quimicos presentes en el mucilago de cacao, su relevancia y la fuente de donde fue

tomada la informacion.

Estos compuestos le confieren al mucilago propiedades funcionales de interés industrial:

capacidad aglutinante (Citalan, 2022), antifiingica (Bastidas, 2017) y clarificante (Ferndndez et
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al., 2022). Para su extraccion y andlisis, se han empleado métodos como la extraccion 4cida, que
permite identificar polifenoles, flavonoides, acidos organicos, azucares, aminas y pectinas
(Villa-Uvidia et al., 2020). Aplicaciones derivadas de esta composicion: La pectina actia como
espesante y estabilizante natural, evidenciado en la elaboracion de mermeladas de mucilago sin
necesidad de aditivos adicionales (Jiménez y Bonilla, 2012), ademas, los compuestos fenolicos
actuan como antioxidantes y contribuyen a la conservacion de productos alimenticios (Coronado
et al., 2015), y la fibra dietética del mucilago actia como prebiodtico, estimulando bacterias

intestinales beneficiosas (Abarca et al., 2010).

2.2.6 Semilla y exudado de cacao (componentes complementarios)

La semilla, cubierta por una capa protectora blanquecina, es la base del chocolate. Posee
alto contenido de lipidos y compuestos bioactivos como polifenoles, ademds de teobromina y
pequefias cantidades de cafeina que le confieren un efecto ligeramente estimulante (Zhunio,
2022; Martinez et al., 2000). El exudado la pulpa del mucilago encuentra aplicacién en
cosmética y farmacéutica por sus compuestos antioxidantes y antiinflamatorios, con un
contenido de fibra dietaria soluble de 10-15% en peso seco (Holguin, 2025), y potencial para la

obtencion de jarabes endulzantes de alta calidad (Calderon y Ruiz, 2024).

2.2.7 Capacidad antioxidante: concepto y métodos de evaluacion

La capacidad antioxidante se refiere a la habilidad de un compuesto para prevenir o
retardar la oxidacion de otras moléculas, actuando como escudo frente a los radicales libres
(Vazquez-Ovando et al., 2022). En el cacao, los flavonoides son los principales responsables de

esta actividad (Sotelo, 2015).
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Para su evaluacion en este estudio se emplearan:

Meétodo DPPH: mide la capacidad de un antioxidante para decolorar el radical DPPH al

donarle un electron (Guija-Poma et al., 2015). Se expresa en pmol TE/g (equivalente Trolox) o

mg AAE/g (equivalente acido galico) (Escobar-Cruz y Vazquez-Ovando, 2024).

HPLC (cromatografia liquida de alta resolucion): técnica de alta precision para
identificar y cuantificar flavonoides y compuestos fenolicos (Volonté, 2013), separando
componentes seglin su naturaleza quimica en tiempos de retencion caracteristicos.

Figura 4
Separacion e identificacion de compuestos en HPLC.

El proceso de separacion

Analitos

|

Fase MOVl s

NN

Nota. Fuente: NotiJenck (2018). Grafica del funcionamiento e identificacion de compuestos por
el método de HPLC

2.2.8 Capacidad antifiingica: concepto y métodos de evaluacion
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Se define como la habilidad de una sustancia para inhibir o eliminar hongos, propiedad
relevante tanto para la proteccion del cultivo como para aplicaciones en salud y seguridad

alimentaria (Mejia et al., 2008). Los métodos que se emplearan en este estudio incluyen:

Difusion en agar: un disco impregnado con la sustancia se coloca sobre agar inoculado;
la formacion de un halo de inhibicion (medido en mm) indica actividad antifungica

(Ezpeleta-Baquedano et al., 2013; Ruiz, 2013).

Dilucion en caldo: determina la concentracion minima inhibitoria (CMI), la menor

concentracion que inhibe visiblemente el crecimiento fungico (Ruiz, 2013).

Conteo de colonias: permite determinar la concentracion minima bactericida (CMB) tras

la exposicion a la sustancia (Ezpeleta-Baquedano et al., 2013).

Fusarium graminearum: patéogeno de estudio

Fusarium graminearum es un patégeno de gran importancia agricola, causante del tizén de la
espiga en trigo, cebada, arroz y avena, y asociado a podredumbres en mazorcas y tallos de maiz
(Alisaac y Mabhlein, 2011). Su infecciéon provoca decaimiento del grano, pérdida de peso y
deterioro del tejido, ademas de favorecer la produccion de micotoxinas como el deoxinivalenol
(DON) y la zearalenona (ZEA), perjudiciales para la salud animal y humana (Desjardins y
Proctor, 2007). Su relevancia para este estudio se refuerza con evidencia local: estudios del ICA
(2020) confirmaron la presencia de especies del género Fusarium, incluida F. graminearum, en
granos de maiz del Valle del Cauca, con niveles de micotoxinas que superan los limites
permitidos para consumo, lo que evidencia que este patdgeno ya constituye una amenaza

fitosanitaria activa en la region de estudio.
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Mecanismos bioquimicos y enzimaticos de Fusarium graminearum asociados a su

patogenicidad, y su relacion con los posibles mecanismos antioxidante y anti fungico del

mucitlago de cacao.

Componente Funcion en la patogénesis Relacion con la accion Fuente
enzimatico/bioquimi de F. graminearum antioxidante/antifungica del
co mucilago
Enzimas Hidrolizan pectina, xilano | Los compuestos fendlicos y Kikot et al.
degradadoras de y celulosa de la pared acidos organicos del mucilago | (2009); Sella
pared celular celular del hospedero, (acido citrico, malico) podrian | et al. (2016,
(poligalacturonasas, | facilitando la penetracion inhibir competitivamente estas | Molecular
xilanasas, celulasas) [ de hifas y la colonizaciéon | enzimas, reduciendo la Plant-Microbe
del tejido vegetal capacidad invasiva del hongo | Interactions)
Peroxidasas fungicas | Neutralizan el perdxido de | El estrés oxidativo inducido Lee et al.
(incluida la hidrégeno (H20:) generado | por los polifenoles del (2018); Guo et
catalasa-peroxidasa por el hospedero como mucilago (catequina, al. (2019,
KatG2) mecanismo de defensa, epicatequina) podria saturar Molecular
protegiendo al hongo del este sistema enzimatico, Plant
estrés oxidativo comprometiendo la viabilidad | Pathology)
celular fingica
Superoxido dismutasa | Cataliza la dismutacion del | La inhibicion de esta enzima Heller y
(SOD) radical superoxido (Oz¢) antioxidante fingica por Tudzynski
en H:0:y O., protegiendo | accion de flavonoides puede (2011); Tian et
a la célula fungica de favorecer la acumulacion al. (2021,
especies reactivas de intracelular de ROS y el dafio | Molecular
oxigeno (ROS) oxidativo de la célula del Plant
hongo Pathology)
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Genes TRI Codifican las enzimas Se ha reportado que Desjardins y
(biosintesis de responsables de sintetizar | compuestos fenolicos actuan Proctor
tricotecenos) micotoxinas (DON, ZEA) [ como inhibidores de la (2007);
como respuesta de biosintesis de tricotecenos, lo | revision de
virulencia y como que vincula la actividad fenoles
mecanismo asociado al antioxidante del mucilago con | inhibidores de
estrés oxidativo una posible reduccion del tricotecenos
potencial toxigénico del hongo | en Fusarium
(Toxins, 2022)

Nota. Fuente: Elaboracion propia, Tabla que muestra los mecanismos y regulacion enzimatica

del fusarium con el mucilago de cacao

2.2.10 Métodos analiticos complementarios

Extraccion por ultrasonicacion (EUA): La extraccion asistida por ultrasonido se
fundamenta en la cavitacion acustica, fenomeno en el que ondas ultrasdnicas de alta intensidad
generan burbujas de vacio en el liquido que, al colapsar violentamente, liberan energia capaz de
romper las paredes celulares y transferir los compuestos de interés hacia el disolvente (Azuola 'y
Vargas, 2007). Este tipo de extraccion fue seleccionado para el procesamiento del mucilago de
cacao por su versatilidad, ya que permite ajustar tanto el tipo de solvente como la intensidad de

la ultrasonicacidn sin alterar la composicion de la muestra.

HPLC: descrita en la seccion 2.2.7, se aplicara también para el analisis de acidos

orgénicos y glucdsidos presentes en el mucilago.
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3. Metodologia

3.1 Paradigma

El presente estudio se enmarca dentro del paradigma positivista, con un enfoque
cuantitativo de tipo experimental, dado que se orienta a la observacion, medicion y andlisis
objetivo de fendémenos naturales mediante métodos cientificos verificables (Ramos et al., 2020).
Este paradigma se caracteriza por la busqueda de relaciones causales, el uso de variables
medibles y la obtencion de resultados reproducibles, aspectos que se ajustan al andlisis de la
actividad antioxidante y antifingica del mucilago de cacao a través de ensayos quimicos y
microbioldgicos estandarizados. De acuerdo con Goémez y Roquet (2018), el paradigma
positivista es ampliamente utilizado en investigaciones experimentales en ciencias naturales
debido a su capacidad para generar conocimiento objetivo y generalizable.
3.2 Enfoque

El enfoque cuantitativo permite recolectar datos numéricos para analizarlos
estadisticamente y de esta manera verificar las hipdtesis planteadas. Esta se basa en la busqueda
referencial, planteamiento de hipdtesis o resolucion de una pregunta, andlisis de resultados y

comparacion referencial, como lo menciona Baena (1996).

3.3 Método

El estudio del mucilago de cacao de Santa Helena, Valle del Cauca, se basa en una
metodologia de investigacion cuasi experimental, mediante una serie cronoldgica con disefios
compensados y un andlisis por tratamientos. La caracterizacion del fenotipo extraido en Santa

Helena (Popayén) se realiza en primera instancia con HPLC, a través de la comparacion grafica
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del gradiente de concentracion obtenido con acetonitrilo. A partir de ahi, el estudio se organiza

en tres frentes experimentales:

Capacidad antioxidante: se evalua mediante el ensayo de DPPH, que consiste en la

captacion de radicales libres para detectar propiedades antioxidantes en el exudado del mucilago.

Capacidad antifiingica: se determina mediante el método de sensidiscos, empleado para

evaluar la sensibilidad de los hongos frente a diferentes antibidticos.

Comparacion de inhibidores microbianos: se realiza mediante microdilucién en caldo,
técnica que, segiin Concha et al. (2020), consiste en preparar diluciones seriadas del compuesto
en un medio liquido (caldo) inoculado con los microorganismos, como lo sugieren Ramirez y

Castano (2019).

En los tres casos, el mucilago se compara frente a diferentes materias primas y productos

industriales de referencia.

3.4 Tipo de investigacion

La investigacion es de tipo descriptiva, ya que, segun Arias (2006), este tipo de
investigacion permite la recoleccion de informacion y la descripcion de fendmenos concretos, asi
como su posterior analisis e interpretacion. El estudio tendrd, ademas, un disefio cuasi
experimental, en el que se realizara un muestreo de un conjunto representativo de mucilago de

cacao fresco recolectado en una finca de la vereda Santa Helena, Valle del Cauca.

3.5 Diseiio de experimentacion
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3.5.1 Disefio cuasi experimental

Como senalan Campbell y Stanley (1963), los disefios cuasi experimentales son utiles
cuando la manipulacion aleatoria de variables no es factible o éticamente viable. En este caso, al
evaluar las propiedades del mucilago de cacao en cultivos ya existentes, se busca establecer
relaciones causales entre las variables, aunque sin la misma certeza que en un experimento con

asignacion aleatoria de distintos tipos de cacao y procedencias.

3.5.2 Delimitacion espacial

Las muestras se extrajeron de la Finca La Elisa (Fabrica de Chocolate Delicao), ubicada
en el km 2 de la via a Santa Elena, municipio de El Cerrito, Valle del Cauca, Colombia
(coordenadas geograficas: 3°46'10" N y 76°08'30" W). Esta region se integra en el ecosistema de
Bosque Seco Tropical (bs-T) del valle interandino del rio Cauca, caracterizado por una
temperatura promedio de 24 °C y un régimen pluviométrico estacional bimodal (Pizano y Garcia,
2014). Los suelos de la zona corresponden predominantemente a los 6rdenes Molisol e
Inceptisol, con texturas franco-arcillosas a francas que favorecen la conductividad hidraulica y la
retencion de humedad; el pH de estos suelos oscila entre 6.0 y 6.8, ligeramente acido a neutro
(ICA, 2021). Estas condiciones agroclimaticas determinan los ciclos climaticos y el desarrollo
fenoldgico de los cultivos locales, e influyen directamente en los perfiles metabolicos de las
especies vegetales de la zona (Corporacion Autonoma Regional del Valle del Cauca, 2018).

Figura 5.

Area de estudio correspondiente a la finca La Elisa, vereda El Cerrito, Valle del Cauca,

Colombia.
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VEREDA EL CERRITO
FINCALAELIZA

VALLE DEL CAUCA - COLOMBIA

COORDENADAS

Q 3°4670°N
76°08'30" W
3.7694° N, -76.1417° W

UBICACION

Vereda El Cerrito,
Municipio: Valle del C:

Q Finca La Eliza
Vereda El Cerrito
Valle del Cauca

\ﬂﬂ Vereda El Cerrito — Finca La Eliza — Valle del Cauca, Colombia @ Coordenadas: 3°46'10" N * 76°08'30" W

Nota: elaboracion propia con base en imagenes satelitales de Google Maps (Google,

2026) y disefio realizado por la autora mediante asistencia de inteligencia artificial (ChatGPT,

OpenAl).

3.5.3 Disefio experimental para la extraccion y evaluacion de estandares

fisicoquimicos del mucilago

El disefio experimental para evaluar la actividad antioxidante y antifingica corresponde a

un disefio unifactorial, en el que se evalua el efecto de una sola variable independiente —la

concentracion del mucilago— en tres niveles, junto con el tiempo, para obtener como resultado

una unica variable de respuesta (actividad antioxidante o actividad antifiingica).
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Este disefio permite comparar cémo las distintas concentraciones de mucilago influyen
sobre la capacidad antioxidante, determinada mediante el método DPPH, y sobre la inhibicién
del crecimiento fingico. Asimismo, facilita el andlisis estadistico de los resultados, al permitir
identificar diferencias significativas entre tratamientos, determinar qué concentracion presenta el

mayor efecto bioldgico y verificar la correspondencia entre la curva de calibracion y la muestra

en funcién del tiempo.

3.5.4 Tratamientos para evaluar la capacidad antioxidante del mucilago (método

DPPH)

Tabla 4.

Tratamientos para la preparacion de la muestra de control de DPPH.

Solucion

Preparacion

Soluciéon madre (0,0020 mg/mL)

Pesar 0,1 g de acido ascorbico y aforar a 10 mL con

H-0.

0,0015 mg/mL Medir 7,5 mL de la soluciéon madre y aforar a 10 mL
con H:0.

0,0010 mg/mL Medir 5,0 mL de la soluciéon madre y aforar a 10 mL

con H:O.

0,0005 mg/mL

Medir 2,5 mL de la solucion madre y aforar a 10 mL

con H:O.

Nota. Fuente: elaboracion propia. Solucion de control (acido ascorbico)

Tabla 2.
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Tratamientos para la preparacion de la muestra experimental.

Solucion

Preparacion

Solucién madre (50 %)

Preparar una dilucion 1:10 utilizando 0,5 mL de mucilago y 10

mL de agua destilada (H-0).

0,5 % Medir 0,05 mL de la solucion madre y aforar a 10 mL con H2O
destilada.

0,2 % Medir 0,02 mL de la soluciéon madre y aforar a 10 mL con H-O
destilada.

0,1 % Medir 0,01 mL de la soluciéon madre y aforar a 10 mL con H-O
destilada.

0,05 % Medir 0,005 mL de la solucion madre y aforar a 10 mL con

H-O destilada.

Nota. Fuente: elaboracion propia. Solucion experimental (Mucilago)

Seglin Garcia et al. (2021), el porcentaje de actividad antioxidante mediante el método

DPPH se calcula con la ecuacién 1, que permite determinar la capacidad de inhibicion de

radicales libres de la muestra analizada en comparacion con el blanco de referencia:

Ecuacion 1. Porcentaje de inhibicion de la capacidad oxidativa. Fuente: Garcia et al.

(2021).

%I =[(A—-Al)/A] X100
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Donde: %I corresponde al porcentaje de inhibicion antioxidante; A representa la
absorbancia del control; Al representa la absorbancia del blanco; y A corresponde a la
absorbancia obtenida para la muestra evaluada.

Una disminucion en la absorbancia indica una mayor capacidad antioxidante, debido a la

reduccion del radical libre DPPH y al cambio de coloracion de purpura a amarillo.

3.5.5 Tratamiento para la caracterizacion fisicoquimica del mucilago

Los extractos se analizan mediante HPLC, empleando una columna de fase reversa tipo
C18 y un sistema de elucion en gradiente compuesto por agua-etanol. La deteccion se realiza con
detector UV a una longitud de onda de 517 nm, bajo condiciones controladas de tiempo,
temperatura y relacion solido-solvente, con el fin de maximizar la recuperacion de compuestos
fenolicos y flavonoides (Khoddami et al., 2013). Previamente, los extractos obtenidos se

concentran y filtran a través de membranas de tamafio de poro definido (Bastidas, 2017).

3.5.6 Identificacion y cuantificacion de compuestos bioactivos.

La identificacion de los compuestos se efectia comparando los tiempos de retencion y los
espectros UV con estandares externos, tales como acido galico, acido cafeico, catequina y
epicatequina. Para la cuantificacion, se construyen curvas de calibracion con los estandares
seleccionados, lo que permite determinar la concentracion de cada compuesto presente en el

mucilago (Hernandez, 2019).

3.6 Variables del estudio

3.6.1 Variables independientes
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Ensayos antifiingicos: concentraciones del extracto de mucilago al 12,5 %, 25 % y 50 %
(v/v), sometidas previamente a filtracion esterilizante a 0,25 pm para eliminar particulas y

microorganismos interferentes.

Ensayos antioxidantes: concentraciones del extracto de 0,0005; 0,001; 0,002 y 0,005
mg/mL, obtenidas mediante extraccion asistida por ultrasonido (EAU) para preservar la

integridad de los compuestos bioactivos.

Controles y referentes de validacion: acido ascorbico (vitamina C) para el método
DPPH, y el hongo fitopatégeno Fusarium graminearum como modelo biolodgico blanco para los

ensayos antifungicos.

3.6.2 Variables dependientes

Caracterizacion fisicoquimica: pH (adimensional), densidad relativa (g/mL) medida por

picnometria y temperatura de registro de la muestra (°C).

Perfil quimico: compuestos fenolicos individuales (epicatequina, catequina, acido galico
y acido cafeico), determinados mediante HPLC a partir del area de los picos cromatograficos y

sus respectivos tiempos de retencion (TR, en minutos).

Actividad bioldgica: actividad antioxidante, expresada como porcentaje de inhibicion
del radical DPPH (%lI), y actividad antifingica, cuantificada mediante el porcentaje de
crecimiento radial del micelio, la desviacion estandar y el coeficiente de variacion de Fusarium

graminearum, en comparacion con el tratamiento control.

3.6.3 Variables controladas



CAPACIDAD ANTIOXIDANTE Y ANTIFUNGICA DE MUCILAGO DE CACAO
41

Las condiciones experimentales se estandarizaron para garantizar la reproducibilidad de
los ensayos. La temperatura de incubacion se mantuvo constante a 25 °C en todos los ensayos
biologicos, con un periodo de incubacion de una a dos semanas para el crecimiento de Fusarium
graminearum. Se emple6 como medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA), ajustado a pH 4,5
para favorecer el desarrollo del hongo y limitar la proliferacion de contaminantes bacterianos.
Asimismo, se mantuvo constante el volumen de las alicuotas del extracto de mucilago aplicadas
en cada réplica de acuerdo con la concentraciéon evaluada. En los ensayos de capacidad
antioxidante, la concentracion inicial del radical DPPH fue la misma para todos los tratamientos,
y las mediciones espectrofotométricas se realizaron a una longitud de onda de 517 nm, valor

internacionalmente validado para la determinacion de la absorbancia de este radical libre.

Como control del ensayo antifingico se emple6 la muestra madre de Fusarium
graminearum, sembrada uUnicamente en medio Agar Papa Dextrosa (PDA), sin adicion de
extracto de mucilago. Esta muestra se sometio a las mismas condiciones de incubacion que los
tratamientos experimentales (25 °C durante un periodo de 15 dias), con el fin de verificar el

comportamiento basal del hongo y confirmar la viabilidad de las condiciones del ensayo.

3.7 Poblacion

La poblaciéon de estudio estuvo conformada por un cultivo de cacao (Theobroma cacao
L.) ubicado en la vereda Santa Helena, municipio de El Cerrito, Valle del Cauca. Este cultivo
representa el conjunto de unidades productivas que generan mucilago de cacao durante el
proceso de beneficio del grano y fermentacion lactica, y constituye la base sobre la cual se

pretende inferir el comportamiento de las propiedades antioxidantes y antifungicas del mucilago.
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3.8 Muestra

La muestra estuvo constituida por mucilago de cacao obtenido a partir de vainas
seleccionadas de manera aleatoria en un solo cultivo de la vereda Santa Helena. Se empled un
muestreo aleatorio simple, en el cual cada vaina tuvo la misma probabilidad de ser seleccionada,
con el fin de garantizar la representatividad de la muestra y minimizar posibles sesgos asociados
a la seleccion del material vegetal. Como sefialan Herndndez-Sampieri et al. (2014), el muestreo
aleatorio simple es un procedimiento de muestreo probabilistico que da a cada elemento de la
poblacién objetivo, y a cada posible muestra de un tamafio determinado, la misma probabilidad

de ser seleccionado.

3.9 Analisis de laboratorio

Caracterizacion quimica: técnicas cromatograficas de HPLC para cuantificar
flavonoides, fenoles, taninos y otros compuestos bioactivos con potencial antioxidante, asi como

para determinar los tipos y las cantidades de carbohidratos presentes en el mucilago.

Capacidad antioxidante: métodos de DPPH y ORAC, para medir la capacidad de los
extractos de mucilago de capturar radicales libres y evaluar su efecto protector frente al dafio

oxidativo.

Capacidad antifingica: ensayos de microdilucion en caldo y de sensidiscos, para
evaluar la actividad de los extractos de mucilago frente a Fusarium y Candida, complementados
con un analisis microbiologico del mucilago orientado a determinar la presencia de

microorganismos que puedan afectar su cantidad y propiedades.
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Observacion directa, para registrar las caracteristicas de los hongos y los cambios

cualitativos de los compuestos a lo largo de los ensayos.

3.10 Analisis estadistico de los datos

Con el fin de aclarar el tratamiento estadistico aplicado a los resultados —mencionado de
forma dispersa en los apartados anteriores—, este se describe de manera unificada a

continuacion.

Estadistica descriptiva: para cada tratamiento y concentracion se calculan medidas de
tendencia central y de dispersion (media, desviacion estandar y coeficiente de variacion), tanto
para el porcentaje de inhibicion del radical DPPH como para el porcentaje de crecimiento radial

del micelio de Fusarium graminearum.

Estadistica inferencial: se aplica un analisis de varianza (ANOVA) de un factor para
determinar si existen diferencias significativas entre las concentraciones evaluadas y entre el
mucilago y el acido ascorbico (control), tanto en los ensayos de actividad antioxidante como en

los de actividad antifungica.

Comparaciones post hoc: en caso de encontrarse diferencias significativas en el
ANOVA, se procederd con una prueba de comparacion multiple para identificar entre qué

tratamientos especificos se presentan dichas diferencias.

Nivel de significancia: se establece un nivel de significancia estadistica de p < 0,05 para

todas las pruebas.
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Relacion dosis-respuesta: se analizara la relacion entre la concentracion del extracto y el
efecto bioldgico observado (inhibicion del radical DPPH o del crecimiento micelial), con el fin
de identificar la concentracion de mayor efecto y verificar la correspondencia entre la curva de

calibracion y el comportamiento de la muestra en funcién del tiempo.

4. Resultados

4.1 Propiedades Fisicoquimicas del mucilago de cacao

Como punto de partida en la caracterizacion del mucilago de cacao proveniente de la
vereda Santa Helena, Valle del Cauca, se determinaron las propiedades fisicoquimicas basicas de
la muestra, cuyos valores se presentan en la Tabla 5. Las mediciones de pH arrojaron un
promedio de 3,34, con una temperatura promedio de 19,1°C y una densidad promedio de la
muestra fue de 1,0649 g/mL. Estos valores son cercanos con lo reportado por Loureiro et al,
(2017) que son de promedio en torno a 3.6 - 3.8 dado que la pulpa del cacao se clasifica como un
producto de alta acidez con pH inferior a 4,5. Ademas la densidad concuerda muy bien con los
resultados de Villarroel-Bastidas et al. (2022) que reportaron densidades de 0,91 g/cm?® para
mucilago de cacao variedad CCN-51 y de 0,93 g/cm?® para la variedad Nacional debido a su
composicidn rica en pectinas.

Tabla S.

Mediciones y variaciones de pH

Mediciones de pH

pH Temperatura Densidad de 1a muestra

3,37 19,2°C 1,0649

3,38 19,1°C 1,0648
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3,32 18,9°C 1,0647
3,34 18,2°C 1,0650
3,28 19,0°C 1,0651

Nota. Fuente: Elaboracion propia. Esta tabla muestra los valores de pH medidos a distintas

temperaturas.

4.2 Determinacion de aziacares por HPLC

Previo a los anélisis, se realizd la extraccion asistida por ultrasonido debido a que esta
técnica permite obtener compuestos bioactivos de manera eficiente sin alterar significativamente
la naturaleza de la muestra. La extraccion por ultrasonido es considerada un método no térmico,
lo que favorece la conservacion de compuestos sensibles al calor y mantiene su integridad
quimica durante el proceso. (Azuolay Vargas, 2007).

El anélisis cromatografico del mucilago de cacao permitié identificar tres azucares
mayoritarios: sacarosa, glucosa y fructosa. Los datos obtenidos se presentan en la Tabla 6, donde
se analizaron los tiempos de retencidon, las areas cromatograficas y las concentraciones
determinadas para cada compuesto.

Tabla 6.

Datos cromatogrdficos del mucilago de cacao, Santa Helena 20235.

Azicares Tiempo de retencion Area % Area Concentracion (g/L)
Sacarosa 8,577 859894 13,432 4,51
Glucosa 9,742 1281622 20,019 5,83
Fructosa 10,497 3261192 50,941 2,56

Total 6401962 100

Nota. Fuente: Elaboracion propia. La tabla muestra los datos obtenidos en el cromatografo para

la muestra de mucilago.
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La identidad de cada aztcar fue confirmada mediante la comparacion con estandares

analiticos de referencia, cuyos datos cromatograficos se presentan en la Tabla 7.

Tabla 7

Datos cromatogrdficos del estandar de referencia.

Estandares Tiempo de retencion Area Concentracion (g/L)
Sacarosa 8,545 1909163 10,012
Glucosa 9,738 2199966 10,008
Fructosa 10,477 2162790 10,024

Nota. Fuente: Elaboracion propia. La tabla muestra los datos obtenidos en el cromatografo para
los estandares de los glucésidos.

La comparacion entre los datos cromatograficos de la muestra de mucilago de cacao y los
estandares analiticos evidencio una gran similitud en los tiempos de retencion, confirmando la
presencia de sacarosa, glucosa y fructosa en la muestra analizada. El primer pico de la muestra
presentd un tiempo de retencion de 8,577 min, muy cercano al estandar de sacarosa (8,545 min);
el segundo pico mostré6 un Tiempo de retencion de 9,75 min, correspondiente al estdndar de
glucosa (9,738 min); mientras que el tercer pico presentd un tiempo de retencion de 10,497 min,
coincidiendo con el estdndar de fructosa (10,477 min), cada uno de estos datos graficados en la
Figura 6. Estas pequefias variaciones pueden atribuirse a la fermentacion del mucilago e
isomerizacion de las azucares presentes en el mucilago. Los resultados demuestran una adecuada
correlacion entre los estandares y la muestra, validando la precision del método HPLC empleado
para la identificacion de carbohidratos presentes en el mucilago de cacao.

Figura 6

Cromatogramas de la muestra en comparacion con los cromatogramas del estandar.
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Nota. Fuente: Elaboracion propia. En esta figura se observan los cromatogramas del estandar

graficados con magenta para sacarosa, azul para glucosa y naranja para fructosa y los

cromatogramas de la muestra de mucilago estan graficados por color negro.

Tabla 8.

Comparacion de las concentraciones de azucares entre la muestra de mucilago de cacao y los

estandares analiticos.

Azhcar Muestra (g/L) Estandar (g/L) % respecto al estandar
Sacarosa 4,509 10,012 45,0 %
Glucosa 5,830 10,008 58,3 %
Fructosa 2,559 10,024 25,5%

Nota. Fuente: Elaboracion Propia.

En esta tabla se observa la comparacion entre la concentracion de glucdsidos del estandar

y de la muestra, ademas el porcentaje corresponde a la relacion entre la concentracion del azucar

en la muestra y la concentracion del estandar. Este porcentaje se analiz6 mediante la siguiente

ecuacion.



CAPACIDAD ANTIOXIDANTE Y ANTIFUNGICA DE MUCILAGO DE CACAO

%= (Concentracion del estandar/Concentracion de la muestra) x 100

48
(2)

Nota. Fuente: Garcia et al. (2021). Ecuacion para calcular el porcentaje de concentracion de la

muestra con respecto a la concentracion del estandar.

Se observo que la sacarosa presentd una concentracion equivalente al 45,0 % respecto al

estandar, la glucosa al 58,3 % y la fructosa al 25,5 %. Estos resultados indican que la glucosa fue

el azicar con mayor proporcion relativa en la muestra analizada en comparacion con los

estandares empleados.

Tabla 9.

Comparacion de las concentraciones de los glucosidos de la muestra de mucilago de la vereda,

Santa Helena, Valle del Cauca con concentraciones de referentes teoricos.

Cita Tipo de cacao Cultivares y Pais Concentracion (g/L)
Fructosa Sacarosa Glucosa
Muestra del estudio Hibrido Santa Helena, Colombia 2,56 4,51 5,83
FLE-3
Brunetto et, al. Criollo Venezuela 7,2 N/R 6,9
(2014)
Piracoca, (2022) Trinitario San Vicente del 4,36 6,32 4,02
TSH 565 Chucuri, Colombia.

Romero y Criollo Sur del Lago de 6,5 1,9 7,7
Zambrano, (2012) Guasare Maracaibo, Venezuela.

Romero y Criollo Sur del Lago de 4,1 2.9 8,2
Zambrano, (2012) Porcelana Maracaibo, Venezuela.

Romero y Criollo Sur del Lago de 3,6 2,8 10,8
Zambrano, (2012) Meridefio Maracaibo, Venezuela.

Romero y Hibrido Estado Miranda, 11,9 4,0 5,7
Zambrano, (2012) Ocumare Venezuela

Romero y Hibrido Estado Miranda, 6,8 7,9 9,1
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Zambrano, (2012) Pentagona Venezuela

Romero y Hibrido Estado Miranda, 7,7 8,4 13,2
Zambrano, (2012) | IMC-67 x OC-61 Venezuela

Romero y Forastero Sur del Lago de 3,8 1,1 8,9
Zambrano, (2012) Amelonado I Maracaibo, Venezuela.

Romero y Forastero Sur del Lago de 10,4 4,5 6,9
Zambrano, (2012) Amelonado II Maracaibo, Venezuela.

Romero y Forastero Sur del Lago de 3,5 1,3 7,5
Zambrano, (2012) Pajarito Maracaibo, Venezuela.

Nota. Fuente: Elaboracion propia. En esta tabla se observa la comparacion en las
concentraciones de los glucésidos con referentes teoricos . N/R indica que no fue reportado.

La muestra del hibrido FLE-3 de Sta. Helena, Valle del Cauca, Colombia, present6 las
concentraciones mas bajas de fructosa (2,56 g/L) y sacarosa (4,51 g/L) respecto a todos los
cultivares consultados, con una glucosa (5,83 g/L) en rango medio-bajo. Destaca que en la
mayoria de los referentes la fructosa supera a la sacarosa, mientras que en esta muestra ocurre lo
contrario, patrén que, segun Brunetto et al. (2014), puede asociarse al avance de la fermentacion.
El cultivar colombiano mas cercano, el Trinitario TSH 565 (Piracoca, 2022), mostré que las
concentraciones de los glucosidos se encuentran entre el rango adecuado, lo que evidencia que la
concentracion de azicares se asocia a la variedad de cacao, locacion y tiempo de fermentacion.

4.3 Determinacion de acidos organicos por HPLC

El analisis cromatografico del mucilago de cacao permitié identificar los principales
acidos organicos presentes en la muestra, entre ellos acido oxalico, citrico, malico, succinico y
acido acético. Los datos obtenidos se presentan en la Tabla 10, donde se evaluaron los tiempos
de retencion y las areas cromatograficas de cada compuesto.

Tabla 10.
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Mucilago de cacao (Sta Helena 2025, 10%)
Tiempo de retencion | Tiempo de retencion
Acidos organicos de la muestra de los estandares Area % area
acido oxalico 7,821 7,728 20122 0,796
acido citrico 8,552 8,543 830988 32,888
acido malico 9,801 9,865 654089 25,887
acido succinico 12,007 12,224 72272 2,86
acido formico 13,17 13,225 32602 1,29
acido acético 15,33 15,120 8508 0,337

Nota. Fuente: Elaboracion propia. En esta tabla se representan los datos obtenidos en el estudio
HPLC para la identificacion de acidos orgéanicos en el mucilago de cacao de la vereda Santa
Helena, Valle del Cauca y la comparacion de estos, con el tiempo de retencion de los estandares.
La comparacion entre los datos cromatograficos de la muestra de mucilago de cacao al 10
% vy los estandares analiticos evidenci6 una alta similitud en los tiempos de retencion,
confirmando la presencia de diversos acidos orgéanicos en la muestra analizada. El primer pico
presentd un tiempo de retenciéon de 7,821 min, correspondiente al estandar de acido oxalico
(7,728 min); el segundo mostrd un tiempo de retencion de 8,552 min, asociado al acido citrico
(8,543 min); mientras que el tercer pico presentd un tiempo de retencion de 9,801 min,
coincidiendo con el estdndar de 4cido malico (9,865 min). Asimismo, se identificaron senales
relacionadas con 4cido succinico, formico y acético, representadas en la Figura 7. Las pequenas
variaciones observadas entre los tiempos de retencion de la muestra y los estdndares pueden
atribuirse a condiciones instrumentales y a los cambios quimicos generados durante la
fermentacion del mucilago. Los resultados obtenidos demuestran una adecuada correlacion entre
los estdndares y la muestra, validando la precision del método HPLC empleado para la

identificacion de acidos orgdnicos presentes en el mucilago de cacao.
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Figura 7
Cromatogramas del estandar y la muestra para identificacion de dacidos orgadnicos.
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Nota. Fuente: Elaboracion Propia. Esta figura muestra los cromatogramas para la identificacion
de acidos organicos de color magenta los cromatogramas del estandar y de color negro los
cromatogramas de la muestra de mucilago.

Para robustecer la reproducibilidad de la identificacion cualitativa, el criterio de
asignacion de picos se basd en la coincidencia del espectro de absorcion UV y en que la
variaciéon del tiempo de retencidon relativo frente al estdndar no superara el umbral critico
instrumental del 5% bajo condiciones de elucion isocratica. Las desviaciones observadas en
compuestos de elucion tardia como el &cido succinico e hidrocloricos volatiles (férmico y
acético) son atribuidas a interacciones matriz-columna y efectos del pH del eluyente, sin

comprometer la resolucion cromatografica.
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4.3 Analisis de la actividad antioxidante de mucilago de cacao

En palabras de Pefia-Montes (2024) el método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) se
basa en la capacidad de los compuestos antioxidantes para ceder un atomo de hidrogeno al
radical libre DPPH, estable y de coloracion violeta intensa, reduciéndolo a su forma no radical
DPPH-H, de coloracion amarilla. Esta decoloracion es proporcional a la capacidad antioxidante
de la muestra y puede medirse espectrofotométricamente. El 4cido ascorbico se emple6 como
estandar de referencia por su reconocida capacidad reductora frente a este radical. Cabe destacar
que la actividad antioxidante no es exclusiva de compuestos fenolicos o vitaminicos; diversos
acidos orgénicos de origen natural, como el citrico, malico, lactico, fumérico y tartarico, también
han demostrado capacidad para captar radicales libres, aunque generalmente con una eficiencia
menor que la del acido ascoérbico debido a la ausencia de grupos hidroxilo susceptibles de donar
atomos de hidrogeno con la misma facilidad (Duran y Borja, 1993). Esto respalda la eleccion del
acido ascorbico como estdndar de referencia en el presente estudio, dado su reconocido poder

reductor frente al radical DPPH.

La curva de calibracion del 4cido ascorbico evidencio una relacion lineal positiva entre la
absorbancia y la concentracion en los tres tiempos evaluados (Figura 8). El tiempo de 30
segundos presentd el mejor ajuste lineal (R? = 0,954; pendiente = 51,4), posicionandose como el
tiempo de lectura mas confiable para este método. La disminucion progresiva de la pendiente
con el tiempo (64,2 a 0's; 51,4 a 30 s; 32,2 a 60 s) refleja el avance de la reaccion de reduccion
del radical DPPH conforme el acido ascérbico transfiere electrones, confirmando que la reaccion
es tiempo-dependiente.

Figura 8
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Curva de calibracion del acido ascorbico mediante el método DPPH a diferentes tiempos de

lectura.
0,300 @® Absorbancia en 0
® ® Segundos
64*x +0,175R2=09
L ]
L J @® Absorbancia en 30
® Segundos
0,200 ® 514" +0,14 R? =
® [ 0,954
Absorbancia en 60
Segundos
322"+ 0,136 R? =
0,100 0,733
0,000
0,0005 0,0010 0,0015 0,0020

Nota. Fuente: Elaboracion Propia. Relacion entre la absorbancia y la concentracion de acido
ascorbico (g/L) a 0, 30 y 60 segundos de reaccion. Las lineas de tendencia corresponden a

regresiones lineales con sus respectivos coeficientes de determinacion (R?).

Tomando como referencia el comportamiento del estandar, el mucilago de cacao presentd
una notable actividad antioxidante frente al radical DPPH en todos los tiempos y concentraciones
evaluados (Tabla 10, Figura 9). A los 0 segundos, cuando la reaccion aun no ha alcanzado su
maximo, se registraron los porcentajes de inhibicidn mas bajos y variables (31,34-52,41%; R? =
0,892), mientras que a los 30 y 60 segundos la inhibicién aument6d considerablemente, con
promedios de 87,48% y 91,95% respectivamente, lo que indica que los compuestos antioxidantes
del mucilago reaccionan progresivamente con el radical. El tiempo de 30 segundos mostro el
ajuste mas consistente (R* = 0,968), resultado coherente con lo observado en la curva de
calibracion del acido ascorbico, sugiriendo que ambos sistemas, el estandar y la muestra,

alcanzan su mayor estabilidad cinética en ese intervalo.
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Finalmente, aunque las diferencias entre concentraciones no fueron amplias, las muestras
mas concentradas (0,002 y 0,0015 mg/mL) tendieron a presentar los mayores porcentajes de
inhibicion, lo que sugiere que el mucilago de cacao posee una elevada actividad antioxidante
incluso a bajas concentraciones, posiblemente asociada a la presencia de compuestos fenodlicos,

azucares reductores y acidos organicos previamente identificados por HPLC.

Tabla 10.

Concentracion del mucilago de cacao frente al porcentaje de inhibicion

Concentracion de
mucilago (mg/mL) % inhibicion (0 s) | % inhibicion (30s) | % inhibicion (60 s)
0,002 52,41 89,84 93,27
0,0015 52,41 88,43 92,27
0,001 41,77 86,19 90,79
0,0005 31,34 85,47 91,46
Promedio 44,49 87,48 91,95

Nota. Fuente: Elaboracion propia. Esta tabla muestra una comparacion entre los porcentajes de
inhibicion en relacion con la concentracion de mucilago en diferentes tiempos.

Figura 9

Porcentaje de inhibicion del radical DPPH en funcion de la concentracion del mucilago de

cacao a diferentes tiempos de lectura.



CAPACIDAD ANTIOXIDANTE Y ANTIFUNGICA DE MUCILAGO DE CACAO

55
100 — @ Concentracion de mucilago
® ® ® P R2=10,296
@ 9% Inhibicion a 0 Segundos
- *: o
75 | 7,39"x + 55 6 R? = 0,892
% Inhibicion a 30 Segundos
-1,54"x + 89,8 R* = 0,968
@ 2% Inhibicion a 60 Segundos
50 4 [ ] [ ]
-0,691™x + 93 R2 = 0,696
]
L ]
25 +
0,002 0,005 0,001 0,0005
0L - - - -

Nota. Fuente: Elaboracion Propia. Relacion entre la concentracion del mucilago de cacao (g/L) y
el porcentaje de inhibicion del radical DPPH a 30 y 60 segundos de reaccion. Las lineas de

tendencia corresponden a regresiones lineales con sus respectivos coeficientes de determinacion

(R?).

La capacidad antioxidante del mucilago de cacao ha sido reportada por diversos autores
mediante el ensayo DPPH, el cual evalua la capacidad de los compuestos presentes para
neutralizar radicales libres. Estudios realizados en subproductos de cacao han mostrado
porcentajes de inhibicion superiores al 70%, considerados como una actividad antioxidante alta.
Da Silva et al. (2018) reportaron porcentajes de inhibicion de 79,2% y 81,3% en extractos
hidroalcohoélicos de subproductos de cacao, atribuyendo estos resultados a la presencia de
compuestos fendlicos con elevada capacidad reductora. Asimismo, Zhang et al. (2017)
reportaron valores cercanos al 80,6% de inhibicién del radical DPPH después de procesos de

fermentacion que favorecieron la liberacion de metabolitos bioactivos.
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Estas evidencias sugieren que la elevada actividad antioxidante observada en el mucilago
de cacao podria estar relacionada con la presencia de acido ascorbico, catequinas, epicatequinas,
procianidinas y otros compuestos fendlicos previamente identificados en este subproducto. Por
tanto, los porcentajes de inhibicion obtenidos en la presente investigacion respaldan el potencial
del mucilago de cacao como fuente natural de antioxidantes con posibles aplicaciones en la

industria alimentaria y biotecnolégica.

La actividad antioxidante observada en el mucilago de cacao es consistente con lo
reportado en la literatura reciente sobre subproductos de esta matriz. Llerena et al. (2023) sefalan
que la actividad antioxidante de los subproductos de cacao (cdscara de mazorca, almendra y
mucilago) podria atribuirse a la presencia de compuestos bioactivos como catequina,
epicatequina y procianidina B2, hallazgo que respalda directamente los resultados discutidos en
esta investigacion. En ese mismo estudio, se determind que el mucilago exudado de cacao tipo
Nacional x Trinitario presentd altos contenidos de compuestos fendlicos totales, catequina,
procianidinas (PCB1, PCB2, PCC1) y epicatequina, y que la actividad antioxidante evaluada por
los métodos ABTS, FRAP y ORAC mostr6 una correlacion positiva fuerte con estas
procianidinas, la epicatequina y la catequina. De manera similar, revisiones recientes sobre
mucilago del género Theobroma indican que su capacidad antioxidante ha sido evaluada
mediante los ensayos ABTS, FRAP, ORAC y DPPH, y que existe una correlacion positiva entre
el contenido total de polifenoles y flavonoides con la actividad antioxidante del mucilago de
cacao, lo que sustenta su revalorizacion como ingrediente funcional en aplicaciones alimentarias,
nutracéuticas y biotecnologicas, en linea con la tendencia actual de aprovechamiento integral de

los subproductos del cacao dentro de un enfoque de economia circular.



CAPACIDAD ANTIOXIDANTE Y ANTIFUNGICA DE MUCILAGO DE CACAO
57

4.4 Actividad antifiingica

El tratamiento control, correspondiente a la muestra madre de Fusarium graminearum
cultivada exclusivamente en medio PDA sin adicion de mucilago, presentd una contaminacion
del 100 %, evidenciando un crecimiento completo del hongo en el medio de cultivo tras los 15
dias de incubacion. Este resultado, obtenido bajo las mismas condiciones de incubaciéon
aplicadas a los tratamientos experimentales, confirm6 que las condiciones del ensayo fueron
adecuadas para el desarrollo del microorganismo y descartd la presencia de contaminantes
externos o interferencias que pudieran afectar la interpretacion de los resultados antifingicos.
Figura 10
Registro macroscopico de la muestra madre de fusarium graminearum sin mucilago en medio

PDA incubado por 15 a 25°C.

Nota. Fuente: Elaboracion propia. Fotografias macroscopicas del Crecimiento micelial de
la muestra madre de Fusarium graminearum cultivada exclusivamente en medio Agar Papa
Dextrosa (PDA), sin adicion de mucilago de cacao, tras 15 dias de incubacion a 25 °C. Se
observa una contaminacion del 100 % del medio, confirmando la viabilidad del inoculo y la

adecuacion de las condiciones experimentales.
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En la Tabla 11 se presentan los resultados obtenidos para cada una de las concentraciones
de mucilago de cacao evaluadas (25 %, 50 % y 100 %), donde se muestra el porcentaje de area
de inhibicion del crecimiento del hongo en relacion con la concentracion . A partir de estos datos
se calcularon los promedios correspondientes a cada concentracion, con el fin de analizar de
manera mas clara el efecto del mucilago sobre el crecimiento fingico.

Tabla 11.

Porcentaje de inhibicion en relacion con la concentracion de mucilago de cacao

Concentracion | Porcentaje | Concentracion | Porcentaje | Concentracion Porcentaje

al 25% inhibido | al 50% inhibido | al 100% inhibido
61.33% 75,80 % 73,57 %
57,97 % 81,07 % 75,55 %
62,88 % 69,55 % 72,15 %
63,41 % 70,57 % 82,96 %

Nota. Fuente: Elaboracion propia. En esta tabla se observan los porcentajes de inhibicion
micotica del mucilago de cacao contra el fusarium. Cuadro comparativo que resalta los
porcentajes de inhibicidon y las imagenes de las cajas petri contaminadas por el hongo fusarium

graminearum y tratadas en distintas concentraciones de mucilago de cacao.
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El presente estudio incluyé documentacion fotografica macroscépica del efecto del
mucilago sobre las colonias de Fusarium graminearum (Figura 11); sin embargo, no se realiz6
registro micrografico de las estructuras reproductivas del hongo (conidioforos, macroconidias),
por lo que se recomienda que estudios posteriores incorporen microscopia optica o electronica de

barrido para complementar la caracterizacion cualitativa del efecto inhibitorio observado.

Figura 11

Registro fotografico macroscopico del efecto del mucilago de cacao sobre las colonias de

fusarium graminearum.

MUCILAGO
CONCENTRACION
25%

MUCILAGO
CONCENTRACION
50%

MUCILAGO
CONCENTRACION
100%

Nota. Fuente: Elaboracion propia, registro macro grafico del efecto del mucilago sobre colonias

de fusarium graminearum.

Las imagenes presentadas fueron procesadas y analizadas mediante el software Fiji
(ImagelJ), herramienta ampliamente utilizada para el andlisis digital de imagenes biologicas. A
través de este programa se determind el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de

Fusarium graminearum en presencia de diferentes concentraciones de mucilago de cacao. Los
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resultados obtenidos permitieron cuantificar el efecto antifingico del mucilago mediante la
comparacion del 4rea de crecimiento del hongo en los tratamientos respecto al control,
evidenciando su capacidad para reducir el desarrollo de este fitopatogeno. El mucilago de cacao
mostro actividad inhibitoria frente a Fusarium graminearum en todas las concentraciones
evaluadas (Tabla 12). A una concentracion del 25%, el porcentaje de inhibicién promedio fue de
61,40% (£2,27), evidenciando capacidad antifiingica considerable incluso a bajas
concentraciones. Al incrementar la concentracion al 50%, la inhibicion aument6 a un promedio
de 74,25% (£5,04), representando el mayor incremento entre los niveles evaluados. A la
concentracion del 100%, el porcentaje promedio fue de 76,06% (+4,59), indicando que el efecto
inhibitorio tiende a estabilizarse entre el 50% y el 100%, lo que sugiere una relacion
concentracion-respuesta con tendencia a la saturacion. La baja variabilidad entre réplicas en

todos los tratamientos (CV < 7%) confirma la reproducibilidad y confiabilidad del ensayo.

Tabla 12

Actividad antifungica del mucilago de cacao frente a Fusarium graminearum a diferentes

concentraciones
Concentracion Promedio Desviacion Estandar CV%
25% 61,40% 2,27% 3,70%
50% 74,25% 5,04% 6,79%

100% 76,06% 4,59% 6,03%
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Nota. Fuente: Elaboracion propia. Los datos se expresan como desviacion estandar CV=
coeficiente de variacion. El ensayo se realizdo mediante evaluacion del crecimiento micelial del

hongo.

El ensayo estadistico arrojo coeficientes de variacion muy bajos (CV < 7%), validando la

alta reproducibilidad metodolédgica del cribado biologico.

El tratamiento control presentd una contaminacion del 100 %, evidenciando un
crecimiento completo de Fusarium graminearum en el medio de cultivo. Este resultado confirmé
que las condiciones experimentales fueron adecuadas para el desarrollo del microorganismo. De
manera general, los resultados muestran que a medida que aumento la concentracion de mucilago
de cacao, disminuy¢ el porcentaje de area colonizada por Fusarium graminearum, lo cual indica
una reduccion progresiva de la poblacion del hongo. Este comportamiento sugiere que el
mucilago de cacao posee propiedades antifingicas capaces de limitar el crecimiento micelial,
evidenciadas en el aumento de los porcentajes de inhibicion y en la disminucion del area

contaminada en las concentraciones mas altas del tratamiento.

El uso de matrices bioactivas residuales representa una alternativa biotecnoldgica
promisoria para el control fitosanitario. En este sentido, se ha evidenciado que el mucilago de
cacao (Theobroma cacao L.) ejerce un efecto inhibitorio significativo sobre el crecimiento del
hongo fitopatogeno Fusarium graminearum. Esta actividad antifingica se atribuye de manera
sinérgica a la presencia de acidos orgénicos y, fundamentalmente, a compuestos fendlicos y
polifenoles constituyentes de esta matriz, los cuales actuan alterando la integridad de la
membrana celular fungica e induciendo desbalances osmoticos y estrés oxidativo intracelular.

Estudios previos sobre los subproductos agroindustriales del cacao reafirman que el mucilago es
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una fuente excepcional de estos metabolitos secundarios con una marcada actividad biologica y
antioxidante, lo que justifica mecénicamente su capacidad para restringir el desarrollo micelial y

la viabilidad agroecologica de F. graminearum (Mejia-Reyes et, al. 2022).

5. Conclusiones

A continuacioén, se presentan las conclusiones del estudio modificadas e integradas
formalmente de acuerdo con el estilo académico y la estructura metodologica y de resultados del
manuscrito: Los andlisis fisicoquimicos y cromatograficos realizados al mucilago de cacao
Theobroma cacao L. del clon regional FLE-3, cultivado en las condiciones agroecoldgicas de la
vereda Santa Helena (Municipio de El Cerrito, Valle del Cauca), permitieron caracterizar con
precision este subproducto agroindustrial, estableciendo que corresponde a una matriz de alta
acidez con un pH promedio de 3,34, una temperatura de registro de 19,1 °C y una densidad

relativa de 1,0649 g/mL.

Mediante la técnica de cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC), se identifico y
cuantificd el perfil de carbohidratos en la muestra, confirmandose la presencia de glucosa,
sacarosa y fructosa. La glucosa se posiciond como el aziicar predominante con una concentracion
de 5,830 g/L (58,3 % respecto al estandar), seguida de la sacarosa con 4,509 g/L (45,0 %
respecto al estandar) y la fructosa con 2,559 g/L (25,5 % respecto al estdndar). Este perfil
particular, donde la concentracion de sacarosa supera a la de fructosa, difiere de la tendencia
comun observada en otros cultivares tedricos y se asocia directamente a la variedad genética
evaluada, la ubicacion geografica y un estado inicial o controlado en el avance del proceso de

fermentacion.
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El analisis cromatografico por HPLC también permiti6 mapear el perfil de acidos
organicos del mucilago, validando su caracter acido. Se destacaron el acido citrico y el 4cido
malico como los componentes mayoritarios absolutos, registrando porcentajes de darea
cromatografica de 32,888 % y 25,887 %, respectivamente, en perfecta correspondencia con los
tiempos de retencion de sus respectivos estandares analiticos. De forma complementaria, se
detectaron acidos oxalico (en dos sefiales con 0,796 % y 3,711 %), succinico (2,86 %), férmico
(1,29 %) y acético (0,337 %) en menores proporciones, atribuyéndose las ligeras variaciones

instrumentales de los compuestos volatiles y tardios a interacciones con la matriz.

En cuanto a la actividad antioxidante evaluada por el método DPPH, los resultados
evidenciaron que el mucilago de cacao posee una alta capacidad inhibitoria frente al radical libre
que progresa de forma lineal y positiva en funcién del tiempo de reaccion y de manera
dosis-dependiente. A tiempo cero se registraron los porcentajes de inhibicion mas bajos y
variables con un promedio de 44,49 % (rango de 31,34 % a 52,41 %), incrementandose
sustancialmente a un promedio de 87,48 % a los 30 segundos (rango de 85,47 % a 89,84 %) y
alcanzando un valor 6ptimo promedio de 91,95 % a los 60 segundos de reaccion (rango de 90,79
% a 93,27 %). El tiempo de lectura de 30 segundos demostro el ajuste cinético mas consistente
(R>= 0,968), guardando una estrecha correlacion con el comportamiento lineal del 4cido
ascorbico usado como control positivo. Esta notable capacidad reductora posiciona al mucilago
de la muestra del Valle del Cauca como una fuente natural de antioxidantes de alta eficiencia a
bajas concentraciones, debido a la accion sinérgica de sus compuestos fendlicos, azucares

reductores y acidos organicos.

Finalmente, la evaluacion de la actividad antifungica demostrd que el mucilago de cacao

gjerce un efecto inhibitorio dosis-dependiente sobre el crecimiento micelial del hongo
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fitopatogeno Fusarium graminearum, modelo bioldgico de amenaza activa en la region. El
procesamiento digital con el software Fiji (ImageJ) determin6 que a una concentracion inicial del
25 % se alcanza una inhibicion promedio del 61,40 % (2,27); al aumentar la dosis al 50 %, el
porcentaje de inhibicion se eleva significativamente hasta un promedio de 74,25 % (5,04);
mientras que a una concentracion pura del 100 %, la inhibicion del crecimiento se estabiliza en
un 76,06 % (4,59), revelando un comportamiento de saturacion frente a un control que exhibio el
100 % de contaminacion y desarrollo fingico. Los bajos coeficientes de variacion obtenidos

(CV<7) convalidan estadisticamente la alta reproducibilidad del ensayo micoético.

En conjunto, la confirmacion de estas notables propiedades biologicas valida la hipdtesis
planteada en la investigaciéon y consolida al mucilago de cacao como una matriz rica en
compuestos de alto interés tecnologico. Su revalorizacion bajo principios de economia circular y
sostenibilidad verde demuestra que este subproducto agroindustrial, historicamente subutilizado
y generador de contaminacion local, cuenta con un potencial real de aplicacion en los sectores
alimentario, biotecnologico, cosmético y farmacéutico. Su aprovechamiento integral se proyecta
como una alternativa viable para mitigar el impacto ambiental en los suelos, abrir nuevas vias de
diversificacion economica licita para las comunidades cacaoteras del suroccidente colombiano y

disminuir progresivamente la dependencia regional de agroquimicos sintéticos en los cultivos.

6. Recomendaciones
En el proceso artesanal de tratamiento de cacao, los frutos maduros se cosechan
manualmente y se abren para extraer las semillas recubiertas de mucilago. Posteriormente, los
granos se colocan en cajones de madera o recipientes tradicionales para llevar a cabo la
fermentacion  (Federacion Nacional de Cacaoteros, 2015). No obstante, el mucilago suele

desecharse, generando contaminacion por su alta carga orgénica y desaprovechando su potencial
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como subproducto. Por ello, se recomienda implementar practicas sostenibles para su
recoleccion, como sistemas de drenaje controlado durante la fermentacion (cajas perforadas con
recipientes colectores), que permitan obtener el exudado de forma limpia. Este puede
aprovecharse en la elaboracion de productos con valor agregado, como bebidas fermentadas,
endulzantes o agentes gelificantes, contribuyendo a una economia circular.Asimismo, es
importante optimizar variables como la temperatura, aireacion y tiempo de fermentacion,
asegurando que la remocion parcial del mucilago no afecte el desarrollo microbiano ni la calidad
final del grano (FAO, 2021). Luego, al comenzar la extraccion y separacion de los compuesto
presentes en el mucilago de cacao, se recomienda una correcta eleccion de disolventes,
temperatura, y agitaciéon controlada por esta razdn, la aplicacion de la extraccion asistida por
ultrasonido (EAU) es una técnica viable para obtener compuestos bioactivos, que en palabras de
Azuola y Vargas (2007) se debe a su alta eficiencia y a su capacidad para preservar la naturaleza
quimica de los compuestos bioactivos, a diferencia de técnicas convencionales como la
maceracion o Soxhlet, la EAU opera en condiciones mas suaves de temperatura y menor tiempo
de extraccion, lo que reduce la degradacion térmica y oxidativa de compuestos sensibles como
los polifenoles con actividad antioxidante y antimicrobiana presentes en el mucilago; ademas,
permite una mayor eficiencia en la separacion de compuestos no solubles al incrementar el area
de contacto y disminuir el uso de solventes, aportando ventajas tanto ambientales como
econdmicas

En el estudio antimicotico se sugiere integrar un protocolo de purificacion o elucion
selectiva para separar los carbohidratos en el mucilago de cacao previo a la determinacion de su
bioactividad. La elevada concentracion de azuicares totales aproximadamente 15,23 + 0,08 %

segun (Piracoca 2022), funciona como un ambiente Optimo que cataliza la proliferacion de
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microorganismos competidores, provocando sesgos en la cuantificacion de la actividad
antifingica. Aunque los ensayos contra Fusarium graminearum mostraron un potencial
antifingico significativo, la remocion de azlicares es necesaria en estudios posteriores para
mitigar las interferencias. Dado que el perfil polifenodlico del mucilago es altamente termolabil y
fotosensible, se recomiendan técnicas de separacion no térmicas, como la extraccion en fase
solida (SPE) con cartuchos C18. También, se recomienda que, durante la realizacion de la prueba
de DPPH para evaluar la capacidad antioxidante utilizando el acido ascorbico como control, se
controle cuidadosamente el tiempo de reaccidon, ya que este compuesto provoca la decoloracion
progresiva de la solucion de DPPH debido a su capacidad para donar electrones y neutralizar
radicales libres. Por esta razén, es importante registrar el cambio de coloracion de purpura a
amarillo y relacionarlo mediante una curva de coloracion o absorbancia en funcion del tiempo,
permitiendo asi obtener resultados mas precisos y comparables sobre la actividad antioxidante de

las muestras analizadas.
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