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RESUMEN

La presente investigacion se obtuvo y caracterizo la fibra dietaria de la cascarilla
de Theobroma Cacao L. procedente de una industria chocolatera colombiana, por
tratamiento enzimatico (a-amilasa, proteasa y amiloglucosidasa), la cascarilla
presento contiene un 67.11% de fibra insoluble y 8,66% de fibra soluble segun la
caracterizacion quimica la cascarilla contiene un porcentaje de celulosa,
Hemicelulosa y lignina de 17.39%, 6.38% y 32.40%. Se evalud las propiedades
funcionales (capacidad de retencidbn de agua, capacidad de absorcion de
moléculas organicas y capacidad de hinchamiento)

Adicionalmente se llevo a cabo un ensayo de fermentacion ruminal de la fibra
dietaria, con rumen suministrado por la empresa PLANTA Y FRIGORIFICO DEL
OTUN FRIGOTUN S.A.T LTDA. El ensayo se realizo en un reactor adaptado a las
condiciones adecuadas de incubacion (temperatura, anaerobiosis, medio de
incubacion). Se determino la cantidad de fibra dietaria digerida. El producto de
fermentacion se analizo por cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE).

Palabras claves: Theobroma cacao L. fibra dietaria, Fibra detergente Neutra
(FDN), Fibra Detergente Acida (FDA), Fermentacion ruminal, Cromatografia
liquida de alta eficiencia (CLAE), acidos grasos volatiles (AGV).
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ABSTRACT

This research was obtained and characterized dietary fiber hulls of Theobroma
cacao L. from a colombian cocoa industry, by enzymatic treatment (a-amylase,
protease and amyloglucosidase) present husk containing insoluble fiber
67.11% and 8.66% soluble fiber by chemical characterization husk contains a
percentage of cellulose, hemicellulose and lignin 17.39%, 6.38% and 32.40%.
We evaluated the functional proprieties (water holding capacity, absorption
capacity for organic molecules and swellability)

Additionally a ruminal fermentation trial of dietary fiber was conducted with
rumen supplied by the company PLANTA Y FRIGORIFICO DEL OTUN
FRIGOTUN S.A.T LTDA. The trial was conducted in a reactor adapted to the
appropriate incubation conditions (temperature, anaerobic incubation medium).
We determined the amount of undigested dietary fiber. The fermentation
product was analyzed by high performance liquid chromatography (HPLC).

Keywords: Theobroma cacao L. dietary fiber, Neutral detergent fiber (NDF),
acid detergent fiber (ADF), Ruminal fermentation, high performance liquid
chromatography (HPLC), volatile fatty acid (VFA).
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1. INTRODUCCION

El Theobroma cacao L. pertenece a la familia de las Esterculidceas. Se clasifica
en dos grandes grupos: El Cacao Fino y de Aroma, al cual pertenecen las
variedades conocidas como: Criollo y Trinitario y; EI Cacao Comun, Basico o a
Granel, principalmente con la variedad conocida como Forastero. Mas del 90% del
cacao producido cada afio a nivel mundial puede considerarse como cacao basico
o0 a granel, y procede en su mayoria de Africa y Brasil, con la variedad forastero. El
cacao fino y de aroma tiene caracteristicas distintivas de aroma y sabor que le dan
precisamente ese nombre, y es el preferido por los fabricantes de chocolates; no
obstante apenas representa el 5% de la producciéon mundial. El cacao criollo se
cultiva desde México hasta Brasil y en Indonesia, Papua Nueva Guinea y Sri
Lanka; el forastero, de cuyas variedades se produce el cacao basico para generar
hibridos de mayor productividad y calidad, se cultiva en las costas de Golfo de
Guinea en Africa Occidental y en América Central y Suramérica; y el trinitario,
cruce entre criollo y forastero, se cultiva en las Antillas [1, 2].

Colombia es el tercer pais productor de cacao en América Latina, luego de Brasil y
Ecuador. Segun el DANE, en 2006 las exportaciones de la cadena cacao-
chocolateria sumaron mas de 56 millones de dolares [3].

El cacao en Colombia ocupa el octavo lugar entre los productos agricolas mas
comerciales para el pais, con un area cosechada de 93.492 hectareas o0 2.7% del
total agricola. Las producciones cacaoteras en el pais se han caracterizado por su
bajo nivel tecnolégico, en donde solo se realiza el control de malezas, poda y
recoleccion de la cosecha. El cacao se produce en casi todos los departamentos
del pais, pero se concentra principalmente en Santander con el 46%, Huila, Norte
de Santander, Arauca, Tolima, Narifio, Antioquia, Cundinamarca, Caldas y Cesar
los cuales en conjunto representan el 47% del total. Estos diez departamentos
producen el 93% del cacao de Colombia [1].

A nivel nacional e internacional existen dos tipos de procesadora de cacao: el
prensado y molienda, que permite la elaboracion o produccion de licor o pasta,
manteca, tortas y cacao en polvo; y la fabricacion de chocolates.las primeras
procesan cerca de las dos terceras partes del cacao que se producen en el
mundo y las empresas fabricantes de chocolates adquieren buena parte de los
productos intermedios obtenidos por las industrias procesadoras de cacao. El
grano de cacao es la materia prima para la industria confitera productora de
chocolates, de cosméticos y farmacéuticos. En Colombia, la cadena productiva del



cacao comprende tres tipos de productos: 1) primarios: cacao en grano; 2)
Intermediarios: manteca, polvo y pasta de cacao; 3) finales: chocolate para mesay
confites [4].

La cascarilla de cacao representa el mayor subproducto de la industria chocolatera
tanto en Colombia como a nivel mundial. Actualmente han aumentado estudios
relacionados para este tipo de residuos y su posible utilizacion, debido a que estos
representan un importante componente de los residuos agricolas y desechos
agroindustriales en el mundo, constituyendo una buena fuente de recursos
renovables y energia. Internacionalmente se viene desarrollando posibles usos de
la cascarilla de cacao, como fuente de fertilizantes de suelos[5], alimento para
aves y animales[6], fuente de pectinas y gomas[7], elaboracion de carbén
activado[8]y obtencion de fibra dietaria[9-11]. Sin embargo en Colombia, es
totalmente desaprovechada y son pocos los estudios que se tiene al respecto. En
la Universidad Tecnolégica de Pereira, Surge la necesidad de llevar a cabo un
proceso investigativo que permite aprovechar la presencia de agentes
antibacterianos en los extractos de la cascarilla de cacao [12] encontrandose una
buena potencialidad de la actividad antibacteriana y de la concentracion minima
inhibitoria, de los extractos indicando que tienen una gran capacidad para
disminuir el crecimiento de algunos microorganismos patégenos. Con el fin de
continuar este estudio se planteo como obijetivo el estudio de la cascarilla como
una potencial fuente de fibra dietaria.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El fruto del cacao botdnicamente es una baya que contiene aproximadamente de
treinta a cincuenta semillas, incrustadas en una masa de pulpa desarrollada de
las capas externas de la testa (cascarilla) [13]. Estas representan por lo menos un
10% del total del fruto y es desechado en su mayoria por las industrias
productoras de las diferentes aplicaciones del cacao como son: la fabricacion de
chocolates, manteca entre otros. Se le ha tratado de encontrar un uso a esta
cascarilla en la obtencion de pectinas, en alimentos concentrados para animales
[7, 14], sin embargo, en Colombia no se aprovecha este subproducto y se plantea
¢, Sera posible aprovechar los residuos de la extraccién de la cascarilla del cacao,
en la obtencién de fibra dietaria, o fibras que se puedan emplear en la industria
como materia prima en la elaboracion de diferentes productos, con el fin de dar un
valor agregado a este tipo de residuos?



3. ANTECEDENTES

Los alimentos funcionales, como la fibra dietaria representan una gama de
alimentos que ademas de actuar como nutrientes, pueden afectar positivamente
funciones biolégicas especificas, siendo los forrajes, frutos y hortalizas las
principales fuentes de fibra dietaria. La cascarilla de cacao al ser el mayor
subproducto de la industria [10, 15], ha generado diferentes investigaciones para
su potencial uso como fibra dietaria, en tabla se relacionan algunos de los
estudios realizados para cascarilla de cacao.

Tabla 1. Estudios relacionados con cascarilla de Theobroma cacao L.

. . Método de
Pais Estudio Resultados e
andlisis
Modificacion enzimatica de
la fibra dietaria de la .
. . . e Método
Ecuador céscara del cacao El tipo de enzima, volumen y sitio si enzimatico-
2011 (Theobroma cacao L.) afecta el balance de FDI/FDS. L
) . . gravimétrico
variedad Complejo nacional
por trinitario
La céscara y la testa por su contenido
son buenas fuentes de fibra dietaria
insoluble, mientras que el mucilago es
una buena fuente de fibra dietaria
Identificacion de fibra soluble. Los valores que presenta la étodo
Ecuador dietaria en residuos de fibra de la cascara y la testa de cacao o
2010 Cacao (Theobroma cacao en las propiedades funcionales como enzimatico-
L.) Variedad complejo .p P ., gravimeétrico
nacional por Trinitario capacidad de retencién de agua
(WRC) y capacidad de adsorcién de
grasa (FAC), son inferiores a los
rangos establecidos para valorar la
fibra como de alta WRC y FAC.
En este estudio in-vitro se muestra que
la adicién generalmente de una mezcla
. eficaz de enzimas exdgenas
Enzyme cocktail for h e
. S extracelulares comerciales fibroliticas .
Ghana | enhancing poultry utilization . . - Método
mejora la digestion de la pared celular .
2009 of enzimatico

cocoa pod husk

de cascarilla de cacao, y por lo tanto
tiene el potencial de mejorar la
digestion de las aves




Tabla 2. Estudios relacionados con cascarilla de Theobroma cacao L.

. . Método de
Pais Estudio Resultados e
analisis
. . . Los ensayos en ratas demostraron, método
Hypolipidemic Effect in . . . o
que la cascarilla gracias a su contenido enzimatico-
s Cholesterol-Fed Rats of a . . L . s
Espafia . . de fibra dietaria tiene un potencial uso | gravimétrico de
Soluble Fiber-Rich Product . ..
2008 . como suplemento alimenticio, el cual la AOAC,
Obtained from Cocoa o
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Husks - S
numerosas enfermedades. clinicos in-vivo
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A Controlled, Randomized, ; . p_ . .
. . cascara de cacao rico en fibra dietaria
Double-Blind Trial to . .
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. Evaluate the Effect of a . o
Espafia normalizados es beneficioso, para los Ensayos
Supplement of Cocoa Husk . o . - S
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. . .| (principalmente insoluble pero también la AOAC
animales de experimentacion .
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antioxidantes (epicatequina).
En la caracterizacién de las cascaras
de cacao utilizadas como sustratos, se
Cuba Fermentacion sélida de la observo que poseen los
2002 cascara de cacao requerimientos nutricionales | Microbiol6gico

Por pleurotussp

necesarios para la tecnologia de
cultivo de las setas comestibles del
género Pleurotusspp.




Tabla 3. Estudios relacionados con cascarilla de Theobroma cacao L.

. : Método de
Pais Estudio Resultados e
andlisis
Los resultados obtenidos en este
estudio permiten sefialar que el uso de
restos de cosecha de cacao para la
Efecto de diferentes produccién de bioabono, es posible
Venezuela | residuos vegetales enla | mejorarla utilizando materiales L
- - . Compostacion
2001 compostacion orgénicos presentes en las unidades
De cascaras de cacao de produccién de cacao tales como el
pseudotallo de platano, follaje de
arnica y estiércol de ganado bovino.
Evaluacion de 2 Dietas
Experimentales con _ _
Diferentes Niveles de Los re_sultados obtenldqs |ndL_Jcen a
. concluir que es necesario realizar un
Cascarilla de Cacao . .
estudio mas profundo, en estas como
Ecuador (Theobroma cacao | en todas las fases del ciclo de vida del Ensayos
2000 L.) en las Fases de cuy, para asi poder incrementar | Clinicos in vivo
Crecimiento glternatlvas no trad|_0|onales_, como
Acabado de Cuves insumos en la alimentacion de
y ’ y animales de Consumo masivo.
(Cavia porcellus L.) de
Raza Andina
Extraction and L .
- . La extraccion de pectinas de la
. characterization of pectin . ) . L
Brasil cascarilla de cacao mediante acido Caracterizacion
from cacao pod husks o . -
2012 citrico, es efectiva lo que puede ayudar y extraccion

(Theobroma cacao L.)
with citric acid

a darle un valor a este subproducto




4. OBJETIVOS
4.1 GENERAL

Obtener y caracterizar la fibra del residuo del extracto de la cascarilla de cacao,
procedente de la industria chocolatera colombiana. Con el fin de proponer un
potencial uso para su aprovechamiento por la industria en general.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obtener la fibra de la cascarilla de cacao mediante procesos de hidrélisis
enzimatica.

e Caracterizar quimica y fisicamente la fibra de la cascarilla de cacao con el fin
de dar un valor agregado al subproducto y contribuir al aprovechamiento
integral del fruto.

e Definir criterios que permitan establecer alternativas para la aplicacion o
utilizacion de la fibra dietaria a partir de los residuos de la cascarilla de cacao



5. MARCO TEORICO

5.1 RESENA HISTORICA

Existen muchas hip6tesis sobre el origen del cacao; en el 2002 se encontr6 que el
cacao se origino en la cuenca alta de rio Amazonas (entre las riveras altas de los
rios Napo, Caquetd y Putumayo) més tarde se introdujo a Centroamérica, aunque
este sea considerado por los historiadores como el primer centro de domesticacion
y cultivo de este [16].

Cuando los primeros colonizadores llegaron a América, el cacao era cultivado por
los indigenas, principalmente por los aztecas y mayas en Centroamérica. Segun
los historiadores, fue nombrado por los indigenas como el Cacahualt, siendo
considerado como arbol sagrado [16].

En el siglo XVI, el cacao se disperso a otros continentes, cuando Hernando Cortés
reportd el hallazgo de una bebida amarga usada por los aztecas y envid las
semillas y recetas a Europa. Durante el siglo XIX, las recetas originales se
refinaron, y se desarrollaron las tecnologias que facilitaron el tostado y molienda
de los granos de cacao, lo que permitié el origen y el desarrollo de la industria del
chocolate y se popularizd su consumo en el mundo. El cultivo de Theobroma
cacao en otros continentes inicié entre los siglos XVIII y XIX. En 1900, el 80% de
la produccién se daba en el continente americano, mientras en el siglo XXI,
América se convierte en el continente con la menor produccion de cacao,
contrastando con el continente africano, donde se encuentra 78% de la produccion
mundial [17].

Mas de un milenio después de su descubrimiento, el chocolate es ahora un gran
negocio. Solo Estados Unidos, el consumidor mas grande del mundo, consume
entre 1 a 1.4 millones de toneladas de chocolate al afio, y el intercambio global de
confiteria, del cual el chocolate tiene un papel principal, esta estimado en 80
billones de ddlares al afio [18].

5.2 CLASIFICACION TAXONOMICA DEL Theobroma cacao L.[19-21]

Reino Plantae
Phylum Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Malvales
Familia Sterculiaceae
Género Theobroma

Especie Theobroma cacao L.



5.3 FENOLOGIA Theobroma cacao L.

Existen diferentes plantas tropicales pertenecientes al género Theobroma cacao
se han reportado aproximadamente 22 especies, aunque solo una (Theobroma
cacao L., familia Sterculiaceae) presenta importante significancia comercial, por
tal motivo ha sido estudiada con mas detenimiento [12, 22, 23]. Es un cultivo
permanente con periodo de vida de aproximadamente 40 afos; crece entre los
limites de 26° latitud norte y 26° latitud sur. Temperatura media entre 25° y 29°C,
son sensibles a temperaturas mayores a 32°C. Se desarrolla en suelos no
inundables, fértiles, ricos en materia organica, profundos y con buen drenaje [7,
22, 23].

5.3.1 Arbol
Theobroma cacao L. es un arbusto entre 2 y 7 metros de altura denominado

cacao o cacaotero (ver figura 1), en forma silvestre puede crecer hasta 20 metros
de altura; este arbol posee una copa, baja, densa y extendida [7, 22, 23].

Figura 1. Arbol de Theobroma cacao L.
Fuente: autoras.

5.3.2 Hojas

Son grandes (ver figura 2), alternas, elipticas u oblondas entre 15-50 centimetros
de largo aproximadamente y entre 4-15 centimetros de ancho[7, 22, 23].



Figura 2. Hojas de Theobroma cacao L.
Fuente: autoras

5.3.3 Tallo

Crece en forma dimorfica, con brotes ortotrépicos (Ver figura 3). Ramas
plagiotropicas o en abanico; su corteza externa es de color castafio oscuro, aspera
agrietada y delgada[7, 22, 23].

Figura 3. Tallo Theobroma cacao L.[24]
5.3.4 Flores

Crecen a lo largo del tronco y de las ramas sostenidas por un pedicelo de 1-3cm,
son pequefias, de color rosado, blanco y purpura comunmente (ver figura 4). La
polinizacion del cultivo es entoméfila destacando la presencia de pequefias
moscas de varias especies del género Forcipomyia [7, 22, 23, 25].
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Figura 4. Flores de Theobroma cacao L.
Fuente: autoras.

5.3.5 Fruto

Es una baya grande cominmente denominada "mazorca" (ver figura 5), carnosa,
oblonga a ovada, amarilla o purpurea, de 15 a 30 cm de largo por 7 a 10 cm de
grueso, puntiaguda y con camellones longitudinales; cada mazorca contiene en
general entre 30 y 40 semillas dispuestas en placentacién axial e incrustadas en

una masa de pulpa desarrollada de las capas externas de la testa o cascarilla[7,
22, 23].

Figura 5. Frutos de Theobroma cacao L.
Fuente: autoras
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5.3.6 Semillas

Como se aprecia en la figura 6, son grandes del tamafio de una almendra, color
chocolate o purpureo, de 2 a 3 cm de largo y de sabor amargo. No tiene albumen,
estan recubiertas por una pulpa mucilaginosa de color blanco, de sabor dulce y
acidulado. Todo el volumen de la semilla en el interior esta practicamente ocupado
por los 2 cotiledones del embrién. Se les llama vulgarmente "habas" o "granos" de
cacao. Ricas en almiddn, en proteinas, en materia grasa, lo cual les confiere un

valor nutritivo real (Tabla 4y 5) [7, 22, 23].

Fuente: autoras

Tabla 4. Contenido de las semillas (cacao por cada 1009)[26].

Calorias 456
Agua 3.6 mL
Proteina 12 g
Grasa 46.3 ¢
Carbohidratos (totales) 34.7¢
Fibra 8.64¢
Glucosa 8-13¢
Sucrosa 0.4-09g
Calcio 106 mg
Fosforo 537 mg
Hierro 3.6 mg
Tiamina 0.17-0.24 mg
Riboflavina 0.14-0.41 mg
Niacina 1.7mg
Acido ascorbico 3.0 mg
Piridoxina 0.9 mg
Nicotiamida 2.1 mg
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Tabla 5. Contenido de las semillas (cacao por cada 100g)[26)].

Acidopantotenico 1.35mg
Histidina 0.04-0.08 g
Arginina 0.03-0.08 g
Treonina 0.14-0.84 g

Serina 0.88-1.99 g
Acido glutdmico 1.02-1.77 g
Prolina 0.72-1.97 g
Glicina 0.09-0.35¢g
Alanina 1.04-3.61¢g
Valina 0.57-2.60 g
Lisina 0.08-0.56 g
Leucina 0.45-4.75 g
Isoleucina 0.56-1.68 g
Tirosina 0.57-1.27
Fenilalanina 0.56-3.36

5.4 VARIEDADES COMUNES DEL CACAO

5.4.1 Criollos

Es originario de Centroameérica, Colombia vy
Venezuela. Se distingue por tener frutos de
cascara suave, de esta variedad se produce el cacao
fino o de mejor calidad [2, 27]. Este tipo de cacao
posee un cotiledon de color entre marfil pardusco y
castafio muy claro, con un olor de cacao dulce unido
a un aroma delicado caracteristico [28].

Forasteros

Es originario de América del sur y es el mas cultivado
en las regiones cacaoteras de Africa y Brasil. Se
distingue porque tiene frutos de cascara dura y mas
0 menos lisa. Sus semillas o almendras son de color
morado y sabor amargo [2, 27].
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Figura 7. Cacao criollo
Fuente: Autoras

Figura 8. Cacao forastero
Fuente: Autoras



5.4.2 Trinitarios

Surge del cruce del cacao Criollo 'y  Forastero.
Las mazorcas suelen ser de muchas formas vy
colores; las semillas son mas grandes que las del
cacao criollo y forastero; las plantas son fuertes,
de tronco gruesoy hojas grandes. En la
actualidad la mayoria de los cacaotales que existen
en el mundo son trinitarios [2, 27].

Figura 9. Cacao trinitario
Fuente: Autoras

5.5 PRODUCTOS Y SUBPRODUCTOS OBTENIDOS DE LA MANUFACTURA
DEL Theobroma cacao L.

En el pasado, tal como en la actualidad; el cacao ha sido apreciado mundialmente
no solo por su magnifico sabor, sino también por sus beneficios nutritivos, esta
importancia lo ha convertido en un producto de lujo; que debido a sus diferentes
presentaciones, puede ser accesible a todo tipo de publico.

Del cacaotero se obtiene un fruto, el cual es una baya elipsoidal, ovoide, fusiforme,
oblonga o esférica, que contiene de 20 a 40 semillas, las cuales sufren un
proceso, de fermentacion de dos etapas: anaerobio (etapa de hidrdlisis o fase
alcohdlica) y aerobio (etapa de oxidacion), después de ser retiradas del fruto.
Luego son secadas y almacenadas en silos, posteriormente son llevadas a la
industria donde sufren un proceso de transformacion (figura 10). Las semillas son
la fuente de cacao comercial (chocolate y manteca de cacao). La transformacion
industrial de las semillas consta de una variedad de operaciones, que persiguen la
obtencién de diferentes tipos de productos. En este sentido, existen dos clases de
procesadores del grano de cacao: aquellos que producen productos para la
confiteria, la fabricacion de chocolates y otros subproductos derivados del cacao, y
los que se destinan a constituir materia prima para la industria alimentaria y
farmacéutica. Otra manera de catalogarlos es como: industriales molineros y
fabricantes de chocolate. En el caso especifico de la molinera, ésta se dedica a la
elaboracién Unicamente del licor de cacao, manteca de cacao, torta y polvo de
cacao [17, 24, 29].

14



Granode
cacao

Limpieza, Eliminaciénde
cascara, alcalinizacion
(opcional), Tostado.
cascaratostadc

Molienday refinado del licor

A

Desperdicios,
cascara

A

Grano sin

cacao

cacao

v |

!

Licor para Licor para
prensado chocolate
Alcalinizacién Mezcladoy
(opcional) refinado leche
(opcional)
Prensado I Miga de chocolate |
Tortade Manteca de

Conchaje

|

i ) Chocolateliquido o
Molienda de Al'rnaf:enajeen cobertura
torta liquidoo en
moldes * ‘ *
(opcional) Almacenaje En moldes Cobertura
Cacao enpolvo en 'Tu'd° l l
cobertura Poductos Productos
Ensacadc parala en barra rellenos
venta
Vo vy
Mercados de consumo
Industriade lacteos, &
confiteriay panaderia

Figura 10. Diagrama de produccion de los derivados del cacao

56 MERCADO Y COMERCIALIZACION DE Theobroma cacao L.

5.6.1 Produccion mundial

El cacao es producido por un buen nimero de paises en el mundo, aunque se
concentra especialmente en las zonas tropicales. En efecto, su cultivo predomina
especialmente en Africa del Oeste, Asia, Sur y Centro América. Como se observa
en la figura 11 la produccién mundial se centra en los ocho paises principales
productores, cuya produccién representa el 90% del total mundial. En el mundo,
los niveles anuales de produccion se han desviado de forma considerable
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respecto al valor de tendencia, debido principalmente a la influencia de factores
meteoroldgicos [30].

Ecuador Malasia Otros
Camerin_ 3% 1% /9%

Cote d'lvoire
39%

Nigeria

Ghana
19%

Figura 11.Distribucién nacional de la produccién de Theobroma cacao L. [30]

La figural2 muestra la distribucion mundial de los paises productores de cacao,
destacandose los paises de América del Sur, América Central, México, el Caribe,
Africa, Asia y Oceania; los cuales cuentan con tierras de bosques humedos

tropicales[19].

Figura 12. Principales paises productores de Theobroma Cacao L. [19].
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5.6.2 Produccién en Colombia

Colombia aporta entre 1,5% y 12,4% a la producciéon mundial y regional,
respectivamente. Segun (FAO, 2009). En Colombia el cacao se cultiva en 30
departamentos, en general por pequefios campesinos con un area promedio de
cultivo de 3.3 hectareas [31]. El departamento que tradicionalmente ha
concentrado la mayor produccion de cacao es Santander con el 46,2% de
participacion en el total. Le siguen en importancia con sensiblemente menor
participacion: Norte de Santander, Huila, Arauca, Tolima, Narifio, Antioquia y
Cundinamarca, los cuales en conjunto representan el 45,4% del total. En el Eje
Cafetero los departamentos productores de cacao son Caldas y Risaralda con un
1.35 y 0.38% de la produccién nacional anual [30]. En la figura 13, se puede
apreciar, la distribucién departamental de cacao, del cual hubo una produccién de
30356 toneladas en el afio 2004 [12, 32, 33].

Cundinamarc OUSS
Narifio  1,5% a\ /8,4/0
ia Santander
Antiogquia____ = A ntan
Tolima
5,2%
Arauca
91
Norte de
Santander
11,5% 5,09

Figura 13. Distribucion nacional de la produccion de Theobroma cacao L. [12].

5.6.3 Consumo Mundial

Como se observa en la figura 14, los mas grandes consumidores de cacao y de
chocolate son los europeos y los estadounidenses, cada pais tiene sus propias
preferencias por los diferentes productos. Por tal motivo, a los paises de Europa
del este se les considera un importante mercado emergente, con un futuro por
predecir. EI mercado nacional, que tiene actualmente el sector del cacao
colombiano, tiene como objetivo sefalar las oportunidades que pueden presentar
los diferentes sectores productivos de cacao en el pais, asi como los posibles
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clientes a los que se puede enfocar la estrategia comercial del territorio y sus
competidores.

Para ello, instituciones como Corpoica y Fedecacao vienen realizando amplios
estudios de mercado para la comercializacion, estudios de mejoramiento, andlisis
de suelos y apoyos técnicos y economicos de a los diferentes productores de
cacao. El andlisis de informacion a partir de bases de datos de comercio exterior,
permiten dar conocimiento del mercado internacional teniendo en cuanta los
antecedentes de importacion y exportacién ya incursionados en el mercado
nacional para considerar futuros mercados a nivel exportacion [18, 27, 32].

Bélgica 6,2
Islandia 51
Irlandia 4,7
Suiza 4.6
Francia 3,8
Inglaterra 3,7
Austria 4,2
Alemania 3,5
Noruega 3,7
Dinamarca 2,9
N. Zelandia 2,4
USA 2,6
Colombia 1

0 1 2 3 4 5 6 7

Figura 14. Consumo de cacao per capita segun el pais [30]

Para consolidar el estudio de mercado se parte de entender que la produccion de
cacao en grano y todos sus subproductos y transformaciones se encuentran
registrados ante el Arancel de Aduanas de Colombia. Esta clasificacion
comprende productos como:

i) Cacao en grano crudo o tostado,

i) Residuos,

iii) Pasta de cacao,

iv) Manteca de cacao,

V) Cacao en polvo, y

Vi) Chocolate y sus demas preparaciones.

18



El sector colombiano de cacao y sus preparaciones exportd en el afio 2010 cerca
de 73,9 millones de ddélares FOB, registrando asi un incremento del 11,5% con
respecto al afio inmediatamente anterior. Esta tendencia creciente se mantuvo
durante lo corrido del presenta afio, ya que las exportaciones a agosto del 2011
ascienden a 53,2 millones de dolares FOB [18, 32].

5.7 PRODUCTOS DE DESECHO DE LA MANUFACTURA DE Theobroma
cacao L.

En el procesamiento industrial del Theobroma cacao L., se obtienen desechos en
cada una de las etapas para la fabricacion de los derivados del cacao.

5.7.1 Desechos del proceso de beneficio del cacao

Cascara: corresponde al 90% del fruto; siendo este el principal desecho en la
produccion de cacao. Las cascaras de cacao representan un grave problema para
los cultivador, ya que al ser usado como abono sin compostar (figura 15), se
convierten en una fuente significativa de enfermedades causada por varias
especies del género Phytophthora como la mazorca negra. Aunque las cascaras
de cacao se han tratado de utilizar para la alimentacion de animales, su uso ha
sido limitado ya que los altos contenidos de alcaloides presentes en las cascaras
restringen el consumo en animales, debido a que sus sistemas digestivos se ven
impedidos para metabolizar dichos alcaloides [22]

Figura 15. Cascaras de Theobroma cacao L. arrojadas a los cultivos de cacao
Fuente: autoras
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En el afan de encontrar una solucion a los problemas que este tipo desechos,
genera se han realizado estudios que demuestran, que la cascara de cacao posee
un pigmento que es un poliflavonoglucosido, requerido por ser resistente al calor y
la luz, es estable y muy utilizado como colorante de alimentos, otros estudios
demuestran su altos contenidos de antioxidantes, también se han demostrado que
pueden ser usadas para la elaboracion de espumas de poliuretano [14]

Recientemente el estudio de un extracto alcalino de las cascaras de cacao
demostré una posible actividad anti-VIH ya que se observo que este extracto
inhibe efectos citopatogenicos de VIH en cultivos celulares.

5.7.2 Desechos procesamiento industrial.

Cascarilla: representan cerca del 12% de la semilla, estas son obtenidas después
del proceso de tostado, son tratadas usadas como fuente alimenticia para
animales gracias a su contenido de fibra dietaria, pero el contenido de alcaloides
restringe su uso. Actualmente han aumentado los estudios relacionados para este
tipo de residuos y su posible utilizacion, debido a que estos representan un
importante componente de los residuos agricolas y desechos agroindustriales en
el mundo, constituyendo una buena fuente de recursos renovables y energia.
Internacionalmente se viene desarrollando posibles usos de la cascarilla de cacao,
como fuente de fertilizantes de suelos[5], alimento para aves y animales[6], fuente
de pectinas y gomas[7], elaboracion de carbon activado[8]y obtencion de fibra
dietaria [9-11].

5.8 COMPOSICION QUIMICA DE LAS CASCARILLAS DE Theobroma cacao L.
Y SUS PROPIEDADES FISICOQUIMICAS Y FUNCIONALES.

5.8.1 Pared celular de los vegetales.

Todos los vegetales estan compuestos por las células vegetales, a diferencia de
las células animales, estan rodeadas por pared celular fina mecanicamente fuerte.
Esta pared consta de una mezcla compleja de polisacaridos y otros polimeros (ver
figura 16). Las paredes celulares vegetales también contienen proteinas
estructurales, enzimas, polimeros fendlicos y otros materiales que modifican las
caracteristicas fisicas y quimicas de la pared [34].
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Figura 16. Modelo de la asociacion entre la celulosa, hemicelulosa y lignina en las
paredes de la madera [35].

A pesar de la diversidad en la morfologia de las paredes celulares, estas se
clasifican habitualmente en dos tipos: paredes primarias y paredes secundarias.
Las paredes primarias son formadas por las células en crecimiento, y las
secundarias no la presentan todas las células vegetales y, en la que existe,

aparece siempre después de la pared celular primaria proporcionandole sostén,
rigidez, y fuerza a la planta [34, 36]

59 FIBRA DIETARIA

Segun la Asociacion Americana de la Quimica de los Cereales, la fibra dietaria es
conocida como los restos, del esqueleto de las células vegetales, (glucidos,
oligosacaridos, polisacaridos, ligninas y otras sustancias asociadas a los
vegetales; considerando componentes no estructurales como gomas, mucilagos y
pectinas ), no digeribles, estas son muy resistentes a la hidrdlisis por enzimas
enddégenas del sistema digestivo humano y a la digestion y absorcion en el
intestino delgado, con una completa o parcial fermentacion en el intestino grueso.
La principal fuente de los componentes de fibra dietaria es la pared celular, esta
presenta propiedades hidrofilicas e hidrofébicas debido a sus regiones amorfas y

cristalinas. Las principales propiedades de pared celular son la hidratacion,
intercambio idnico y adsorcién organica [37].
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5.9.1 Componentes de la fibra dietaria
5.9.1.1 Celulosa

Es un polisacarido formado por unidades de anhidro glucosa las cuales estan
unidas por enlaces B 1-4 glucosidicos (ver figura 17) de al menos 500 residuos de
B-D-glucosa unidos covalentemente. Este tipo de configuracién 3 le permite a la
celulosa formar cadenas largas y lineales, las cadenas no se presenta aisladas si
no unidas entre si mediante puentes de hidrogeno, formando una estructura
supramolecular cristalina, organizada, y resistente a hidrdlisis. En la pared
secundaria tiene su maximo desarrollo mientras que en la pared primaria son mas
cortas. Grupos de 36 cadenas lineales con la misma orientacién, forma y polaridad
constituye una fibrilla elemental. 20 fibrillas elementales forman una microfibrilla
de celulosa, el cual es un es el estado tipico de la celulosa en la pared celular
primaria, 250 microfibrillas forman una fibrilla y unas 1500 fibrillas forman una fibra
de celulosa, estructura que solo aparece en la pared celular secundaria. Las fibras
de celulosa se estabilizan por enlaces de hidrogeno entre la misma molécula y
puentes de oxigeno entre la moléculas adyacentes, formando una estructura fuerte
y de gran resistencia [36].

OH OH OH
H 0 H 0 0
0l H 0 H i H
OH  H OH H o OH H 0
H H H
H OH H  OH H OH

Figura 17. Estructura molecular de la celulosa [36].

5.9.1.2 Hemicelulosa

Son un grupo heterogéneo de polisacéridos (de pentosas, sobre todo D-xilano)
ramificados que se unen fuertemente entre si y las microfibrillas de celulosa (ver
figura 18), mediante puentes de hidrogeno, tienen estructura amorfa o
paracristalina. Las moléculas de hemicelulosa tienen de 200 a 500 monosacaridos
por molécula y se sintetizan en el aparato de Golgi. La Hemicelulosa mas
abundante es el xiloglucano [36].
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Figura 18. Estructura quimica de los componentes principales de la hemicelulosa

5.9.1.3 Lignina

Es un material hidréfobo vy rigido, formado por, la polimerizacién de, tres alcoholes
aromaticos: cumarilico, coniferilico y sinapilico (ver anexo 1), que se une
covalentemente a muchos polisacaridos generando una estructura muy fuerte y
resistente a la degradacion. Puede depositarse entre las microfibrillas de la
celulosa. Contribuyen a dar rigidez a la pared celular haciéndola resistente a
impactos y flexiones. La lignificacion de los tejidos también permite mayor
resistencia al ataque de los microorganismos [36].

5.9.1.4 Pectinas

Son polisacaridos heterogéneos ramificados que contienen numerosos residuos
de acidogalacturénico (ver figura 19), lo que les da una carga global negativa y un
alto grado de hidratacién. Las pectinas suelen ir unidas a calcio como pectatos de
calcio, se encuentran en la lamina media de la pared celular vegetal, formando
geles rigidos e insolubles [36].
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Figura 19. Estructura quimica del polimero formado por acido galacturénico.

5.9.1.5 Mucilagos

El mucilago es un producto organico de origen vegetal, de peso molecular
elevado, superior a 200.000 g/gmol, cuya estructura molecular completa es
desconocida. Estdn conformados por polisacaridos celulésicos que contienen el
mismo namero de azucares que las gomas y pectinas. Se suelen confundir con las
gomas y pectinas, diferenciandose de estas soOlo en las propiedades fisicas.
Mientras que las gomas se hinchan en el agua para dar dispersiones coloidales
gruesas Yy las pectinas se gelifican; los mucilagos producen coloides muy poco
Viscoso0s, que presentan actividad optica y pueden ser hidrolizados y fermentados
[38].

5.9.1.6 Gomas

Al contrario de los mucilagos, estas estan formadas por largas cadenas de acido
uroénico, xilosa, arabinosa o manosa. Previenen de la transformacion de
polisacaridos de la pared celular. Se encuentran en arabiga, karaya, tragacanto,
gelana, gomaguar entre otras (ver figura 20) [36].

HO
OH
H
H
H
H
OH O
H oY O—fF—
OH

Figura 20. Estructura quimica goma guar
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5.9.2 Clasificacion de la fibra dietaria

La fibra, aunque no sea considerada dietéticamente esencial, cumple una serie de
funciones benéficas para la salud de animales y humanos. Si bien, son nhumerosos
los elementos que estan integrados en el concepto de fibra, no hay una
clasificacion unica. Para mayor simplicidad, se clasificara en fibra soluble y en fibra
insoluble. Dicha clasificacién es arbitraria y tan solo se basa en la separacion
guimica manteniendo unas condiciones controladas de pH y de enzimas que
intentan simular las condiciones fisiologicas [39].

La fibra actia como esponja en el organismo, reteniendo agua, nutrientes, acidos
biliares y agentes carcinogénicos. Se ha comprobado que todos los tipos de fibras
tienen diferentes resultados a su paso por el intestino delgado y grueso
dependiendo de sus propiedades fisico-quimicas y funcionales [37], las cuales
dependes basicamente de la composicion en cuanto a fibra soluble e insoluble
[40].

5.9.2.1 Fibra soluble

En contacto con el agua forman un reticulo donde queda atrapada, originandose
soluciones de gran viscosidad [40]. Los efectos de la viscosidad de la fibra son los
responsables de sus acciones sobre el metabolismo lipidico, hidrocarbonado y en
parte su potencial anticarcinogénico. Esta compuesta por pectinas, gomas,
mucilagos y algunas hemicelulosas [41].

5.9.2.2 Fibra insoluble

O poco solubles son capaces de retener el agua en su matriz estructural formando
mezclas de baja viscosidad; esto produce un aumento de la masa fecal que
acelera el transito intestinal. También contribuye a disminuir la concentraciéon y el
tiempo de contacto de potenciales carcinogénicos con la mucosa del colon. Esta
compuesta por celulosa, hemicelulosa y lignina. En las fibras dietarias se evallan
como principales propiedades funcionales a nivel in vitro [37, 41].

Las propiedades fisiolégicas de la fibra dietaria, estan afectadas por sus
caracteristicas fisicoquimicas como capacidad de retencion de agua, capacidad de
retencién de moléculas organicas, viscosidad, capacidad de intercambio catidnico,
capacidad de retencion de acidos biliares, fermentabilidad, etc [40].

25



5.9.3 Importanciay usos de la fibra dietaria.

De acuerdo con estudios documentados, ahora se acepta que la fibra dietética
juega un papel importante en la prevencion de varias enfermedades, y que las
dietas con un alto contenido de fibra, tales como aquellos que son ricos en
cereales, frutas y verduras, tienen un efecto positivo en la salud (ver anexo 2) ya
gue su consumo se ha relacionado con una menor incidencia de varios tipos de
cancer, enfermedades coronarias, diabetes y problemas digestivos [42]. El
consumo de fibra ha adquirido importancia en los ultimos afios, obligando a la
industria alimentaria desarrollar nuevos productos, mas saludable y con un alto
contenido de fibra dietética, vitaminas, bajo contenido de colesterol y comidas
complementadas con ella, que han sido formuladas utilizando materias primas
ricas en fibra de cereales (salvado de cereales), de vegetales (cebolla, ajo y
alcachofa) y de legumbres [43].

5.9.4 Obtencidn y caracterizacion de lafibra dietaria.

Muchos métodos de analisis se han desarrollado durante los ultimos afios para la
extraccion de la fibra de plantas, la primera en ser aceptada por la Association of
Official Analytical Chemist (AOAC) fue el método de fibra cruda en la cual se utiliza
digestion con soluciones acidas y basicas diluidas; después de la aceptacion del
método, fue la aceptado el método Fibra Detergente Acido (FDA), que mide la
celulosa y la lignina. También fue aceptado el método de la American Association
for Clinical Chemistry (AACC) para la determinacion Fibra Detergente Neutro
(FDN), el cual dio los valores mas altos para la fibra determinacion de celulosa,
hemicelulosa y lignina.

La eliminacion completa del almidon por medios convencionales era dificil para
algunas muestras de alimentos, por lo que el método fue modificado para incluir
un tratamiento digestion con a-amilasa para eliminar el almidon residual (Método
AACC 32 a 20 1978). Dado que ni la FDA, ni la FDN comprenden todos los
componentes que han sido abarcados por la fibra dietaria, al tener en cuenta esto,
los cientificos presentaron dos métodos para la determinacion de Fibra Dietaria
Total (FDT) en los alimentos [44]:

e Método enzimatico-gravimétrico.

e Un método méas amplio, para determinar los componentes individuales de fibra
dietaria. Iniciando con el método enzimatico-gravimétrico, y complementando el
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analisis, con la determinacion de los polisacéaridos y lignina utilizando los métodos
de FDA y FDN [44].

5.9.5 Propiedades fisioldgicas de lafibra dietaria
5.9.5.1 Capacidad de retencion de agua (CRA)

El objeto de evaluar la capacidad que tiene la fibra de retener agua, es predecir
aumento de peso de las heces. Esta capacidad es mucho mayor en fibras solubles
gue en fibras insolubles. La naturaleza de la fibra y la forma como esta se
encuentra ligada a las moléculas de agua influye en la CRA. De esto depende su
grado de asociacién con efectos saciantes, aumentado asi el tamafio del bolo
alimenticio, mejorando flujo intestinal e incrementando el volumen y peso de las
heces, ademas de su efecto laxante [43, 45, 46].

5.9.5.2 Capacidad de retencion de aceite (CRAC)

La capacidad de retencion de aceite (CRAC), es la maxima cantidad de aceite, en
gramos, que puede ser retenida por gramo de material seco en presencia de un
exceso de aceite bajo la accion de una fuerza. Es sabido que las particulas con
gran superficie presentan mayor capacidad para absorber y atrapar componentes
de naturaleza aceitosa; la grasa es atrapada en la superficie de la fibra
principalmente por medios mecanicos. Se ha observado que las fibras insolubles
presentan mayores valores de absorcion de grasa que las fibras solubles,
sirviendo como emulsificante. A esta propiedad se le relaciona con la compaosicion
guimica, el tamafio y el area de las particula [45, 46].

5.9.5.3 Capacidad de hinchamiento (CH)

Se refiere a la capacidad del producto para aumentar su volumen en presencia de
exceso de agua. Esta propiedad es influenciada por la cantidad de componentes,
porosidad y tamafio de particula de la fibra [45, 46].

5.9.5.4 Capacidad de intercambio catiénico (CIC)

Esta propiedad puede estar ligada a la absorcion de minerales y depende

fundamentalmente del medio en que estén las fibras (Fuerza idnica, pH). Algunas
fioras se comportan como resinas de bajo intercambio de cationes mono
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funcionales debido a la presencia de &cidos galacturonicos en las paredes
primarias y glucurénicos en las paredes secundarias [46, 47].

5.10 FERMENTACION

Es un proceso en el que se presentan cambios quimicos y fisicos en un sustrato
de naturaleza organica ocurrente del resultado la accion de enzimatica
microbiana. Es facilmente denominado como una respiracion en ausencia de
oxigeno, es un proceso metabdlico en donde los carbohidratos y otros compuestos
relacionados son parcialmente oxidados, con liberacién de energia en la ausencia
de algunos electrones aceptores externos. Este proceso anaerobio genera menor
energia, que el proceso aerobio [48].

5.10.1 Fermentacidon bacteriana

El acido piravico, es el intermediario principal en la degradacion de la glucosa, su
catabolismo involucra muchos mecanismos diferentes que forman una variedad de
productos finales caracteristicos de las fermentaciones bacterianas. Los
monosacaridos son catabolizados como resultado de la oxidacidén a acido piravico,
a través de una secuencia de pasos metabdlicos por enzimas especificas. Las
bacterias pueden utilizar vias diferentes para formar acido piravico (ver figura 21) y
mas de una via puede ocurrir de manera simultanea en el mismo microorganismo
[49].

Fermentacién bacteriana
Polisacéaridos colénicos

Glucosa
T T T Plrlivato
l l l Acetil CoA l
H, CO, Formato Lactato Succinato
Acetato Butirato
ATP Propionato
CO,+ H,0O
CH,
1-2,5 Kcal/g

Figura 21. Diagrama sobre de modo de accion de las bacterias en la fermentacion
[50].
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Los productos finales caracteristicos de la fermentacion bacteriana son [49]:

a) Acido lactico,

b) Acido acético y férmico,

c¢) Acido lactico y alcohol etilico (etanol),

d) Etanol,

e) Acetilmetilcarbonil (acetoina) y CO,,

f) Acido succinico a &cido propiénicoy COs,

g) Acetona a alcohol isopropilico (isopropanol) y CO,,
h) Acido butirico a alcohol butilico (butanol).

Los patrones de fermentacién de acuerdo con los productos finales formados son
caracteristicos de diversas clases de bacterias. Segun la mayoria de los autores
los grupos mas importantes de bacterias exhiben uno de los tipos principales de
patrones de fermentacion (ver tabla 6 ) [49].

Tabla 6. Genero y especie de bacterias [51].

Celuloliticas Hemiceluloliticas Amiloliticas
Fibrobacter succinogenes Ruminococcus spp. Streptococcus bovis
Ruminococcus flavefaciens Butyrivibrio fibrisolvens Succinomonas amilolytica
Ruminococcus albus Bacteroides ruminicola Bacteroides amylophylus
Proteoliticas Metanogénicas Lipoliticas
Prevotella spp. Methangbre\{lbacter Anaerovibrio lipolytica
ruminantium
Selenomonas ruminantium Methanobacterium formicicum Butyrivibrio fibrisolvens
Eubacterium spp. Metanomicrobium mobile Treponema bryantii
Butyrivibrio fibrisolvens Eubacterium spp.

5.10.1.1 Fermentacion ruminal

Los rumiantes presentan particularidades distintivas en relacion con el resto de los
mamiferos, debido a que el rumen y el reticulo, dos de los compartimientos pre-
estomacales, los cuales son camaras de fermentacibn anaerobias que se
encuentran habitados por una de las mas variadas, densas y activas poblaciones
microbianas conocidas en la naturaleza (protozoos, bacterias y hongos).

Desempefian un papel significativo en la degradacion del alimento que consumen
los animales. Dichas poblaciones microbianas se mantienen gracias al constante
consumo de alimento, la regular masticacién, afiadiendo tampones y eliminando
los &cidos formados al igual que materiales de desecho como: productos
microbianos y materia no digerida de esta forma se garantiza condiciones
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adecuadas de pH, temperatura y humedad para el crecimiento microbiano. Los
rumiantes establecen una simbiosis con los microorganismos ruminales en el cual
el rumiante aporta nutrientes y un medio ruminal adecuado para la supervivencia
de los microorganismos y la fermentacion de los alimentos, y los microorganismos
aportan la capacidad de utilizar la fibra y proteina microbiana sintetizada en el
rumen, y que constituyen la fuente principal de energia y proteina,
respectivamente, para el animal [52].

Los alimento consumidos por el animal (Fibras y otros polimeros vegetales
insolubles) que no son digeridos por las enzimas, son fermentados por las
bacterias a Acidos Grasos Volatiles (AGV) (ver anexo 3). Los AGV pasan a través
de las paredes del rumen llegando a la sangre, en el higado son oxidados y
convirtiéendose en la mayor fuente de energia para las células [35, 53]. Los &cidos
grasos de cadena corta, también pueden ser absorbidos a través de la mucosa
intestinal y presentan funciones importantes en el ambito del colon como la
disminucién del pH, efecto tréfico, produccion de energia, etc., y en el ambito
sistémico influyen sobre el metabolismo de lipidos, la glucemia, etc, [54].

5.10.1.2 Productos obtenidos de la fermentacion ruminal.

La poblacion microbiana del rumen, esta constituida por bacterias, hongos y
protozoos (ver anexo 4) El 25 % de las bacterias se encuentran en la fase liquida
del rumen, el 70% adherida a las particulas en suspension y un 5% adherida a los
protozoos o a la pared ruminal [55]. Aunque el tipo y la proporcion de
microorganismos varian en funcion del tipo de alimento [56]. Cada uno de estos
microorganismos cumple un papel en el proceso digestion.

Las bacterias, actian como los principales agentes en la fermentacion de los
carbohidratos estructurales y la proteina de las plantas. Los protozoos se
encargan de la digestion de carbohidratos no estructurales, intervienen en el
fraccionamiento fisico del alimento y juegan un importante papel como reguladores
del pH ruminal. Los hongos son los primeros organismos en invadir y digerir el
componente estructural de las plantas y tienen una relacién estrecha con las
bacterias permitiendo asi que estas penetren al compartimiento intracelular y
colonicen el material vegetal, iniciando el proceso de degradacion de las
fracciones insolubles del alimento [56].

La produccion de proteina microbiana en un sistema ruminal eficiente debe ser
mayor con relacién con la produccion de AGV. Aunque este resultado depende
de diversos factores como la disponibilidad de nutrientes esenciales,
principalmente amonio, azufre, aminoacidos ramificados, fésforo, péptidos y
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minerales trazas. lgualmente, se debera trabajar en la obtencion de alta digestion
de compuestos estructurales (celulosa, hemicelulosa, lignina, y otros); incrementos
en la proporcion molar de acido propionico y sustratos glucogénicos totales; asi
como en la reduccién de la proteolisis, amilolisis y metanogénesis ruminal [57]. La
fermentacion microbiana del rumen da lugar como productos finales Acidos
Grasos Volétiles (AGV), gases (CO, y CH,), calor y energia bajo forma de
adenosintrifosfato (ATP) [58].

5.10.1.2.1 Analisis de Acidos Grasos Volatiles (AGV)

Los productos de mayor relevancia formados en la fermentacion ruminal son los
AGV, (ac. acético, ac. propiénico y ac. butirico) este tipo de compuestos se miden
indirectamente a través de andlisis de alcalinidad, y han sido sefialados como un
parametro de control de reactores. La determinacién cuantitativa directa de los
AGV, mas comun, se hace por métodos cromatograficos en especial mediante la
técnica de cromatografia de gases con detector de ionizacion de flama. También
se usa la técnica de cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) utilizando para
ello, columnas de intercambio idnico, otra técnica util es la electroforesis capilar
aunque es bastante costosa y poco utilizada [59].

5.11 FUNDAMENTACION DE LAS TECNICAS DE ANALISIS

5.11.1 Métodos quimicos de analisis de fibra dietaria

Los métodos mas usuales para la determinacion de la fibra dietaria al igual que
sus componentes principales son determinados por métodos gravimétricos-
enzimaticos que permiten cuantificar la proporcion de fibra soluble y fibra
insoluble. Los contenidos de celulosa, hemicelulosa, lignina y pectinas
individualmente se pueden cuantificar usando el método que involucran
detergentes neutros y detergentes acidos [54].

5.11.1.1 Método Gravimétrico-enzimatico para la determinacion de fibra
soluble e insoluble

el sistema gravimétrico-enzimatico implementado para la determinacién de fibra
soluble y fibra soluble se basa en el uso de las enzimas [54].
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5.11.1.1.1 a-amilasa Termoestable

Es una enzima extracelular que hidroliza los enlaces a 1-4 glicésidicos de
polisacaridos, tales como el almidon, glicégeno o productos de degradacion de los
mismos(ver figura 22), su actividad requiere de la presencia de iones cloruro [60].

OH OH OH OH
H OH H OH oa-armlasua H . OH H 4 oH
H H PH 3T, 95°C OH' H OH' H
OH' H OH H
HO o o Buffer (Fosfato) HO 0 OH
H  OH H  OH B OH OH

Figura 22. Reaccion hidrolisis enzimética del almidon con a-amilasa

5.11.1.1.2 Proteasa

Es una enzima extracelular que degradan las proteinas mediante la hidrélisis de
los enlaces peptidicos dando como resultado cadenas mas cortas (péptidos) o
aminoacidos libres [61].

5.11.1.1.3 Amiloglucosidasa

Es un biocatalizador capaz de hidrolizar los enlaces «-1,4 glucosidicos de la
maltodextrina para convertirlos en 3-D-glucosa (ver figura 23) [62, 63].

OH OH OH
H OH H Oy co-amiloglucosidasa H O H
H 3 o
OH H e 775 00 LG
HO QO OH HO OH
OH H OH H OH

Figura 23. Reaccion hidrdlisis enzimatica de la maltodextrina con la
a-amiloglucosidasa

5.11.1.2 Fibra Detergente Neutro(FDN)

La fraccion de FDN incluye celulosa, hemicelulosa y lignina como los
componentes principales. Este tipo de métodos ha sufrido varias modificaciones,
entre las cuales las mas relevantes, incluye el uso de sulfito de sodio para reducir
la contaminacion con nitrégeno y el uso de amilasa termo estable para remover el
almidon. La fraccion FDN de los alimentos mide la cantidad total de fibra y
cuantifica diferencias entre los alimentos, de una forma mas racional en
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comparacion con otras fracciones de fibra. Ademas esta fraccion ha sido
relacionada con otros aspectos de la nutricion como el consumo, la densidad del
alimento, la actividad masticatoria de los animales, la digestibilidad de la dieta y la
tasa de degradacion ruminal [54, 64].

5.11.1.3 Fibras Detergentes Acido(FDA)

Esta fraccion de los alimentos incluye celulosa y lignina como componentes
primarios ademas de cantidades variables de otros compuestos, por ellos se
considera importante que la determinacion de FDA se haga sobre el residuo de
FDN, es decir en forma secuencial, ya que los valores de FDA pueden estar sobre
estimados, debido a la presencia de residuos como pectinas y otros compuestos
gue son solubilizados en la FDN pero no en la FDA. El método FDA puede ser
usado como un paso preparatorio para la determinacion de lignina y celulosa.

El detergente neutro disuelve pectinas, taninos y una cantidad variable de silice,
mientras que el detergente &acido recupera silice, complejos taninos-proteina y
parcialmente pectinas. El residuo detergente acido es generalmente mas bajo en
proteinas que el residuo de detergente neutro, de la diferencia de estos residuos
se puede estimar la cantidad de Hemicelulosa [54, 64].

5.11.1.4 Fermentabilidad

La fermentabilidad o capacidad de degradabilidad de la fibra dietaria se determina
basicamente mediante la cuantificacion de acidos grasos volatiles formados en
una fermentacion bacteriana. La determinacién de la degradabilidad se puede
realizar por métodos in vivo, in situ 0 in vitro. Las técnicas in vivo son muy
costosas y estan altamente tecnificadas, por o que los métodos in situ, son las
técnicas de eleccion mas utilizadas. Cabe destacar que la poblacién microbiana
ruminal se ve afectada por numerosos factores, asi la procedencia del inéculo
ruminal se considera la mayor fuente de variacion en la determinacion de la
digestibilidad, degradabilidad y produccién de gas in vitro. En este sentido, la
racion ingerida por los animales empleados como donantes en las técnicas in vitro
ha sido sefialada como uno de los principales factores que afectan al nimero y
actividad de los microorganismos ruminales y que consecuentemente pueden
afectar a los valores de la digestibilidad in vitro de los alimentos [65, 66].
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5.11.2 Técnica de cromatografia liquida de alta eficiencia(CLAE)

La cromatografia es un método utilizado para la separacibn de componentes de
una muestra, la cual se distribuye en dos fases, una estacionaria y una movil, la
fase estacionaria puede ser solido o un liquido retenido en un sélido o un gel, la
fase movil es un liquido, el cual es un parametro fundamental que rige la
separacion. En CLAE es necesario encontrar detectores que diferencien el soluto
en solucién de la fase movil. Los més difundidos son los detectores UV y en menor
proporcién los de Fluorescencia, el de indice de refraccion y el electroquimico.
Con una sola columna es posible separar sustancias polares, idnicas, ionizables y
no polares simplemente modificando la composicién de la fase movil y La amplia
variedad de solventes aptos para ser empleados como fase mévil otorga
versatilidad para diferentes tipos de analisis [67].

Detector UV/Visible

Es el detector mas empleado en CLAE. Posee buena sensibilidad y rango lineal, y
permite detectar analitos en el orden de los nanogramos. No es destructivo y
puede emplearse con gradientes de solventes, con la Unica limitacion de que estos
sean transparentes en la longitud de onda de trabajo. Es un detector poco sensible
a los cambios de caudal y de temperatura. Este detector operara entre 190 y
350nm, y en algunos equipos pueden extenderse hasta la zona del visible del
espectro recibiendo el nombre de detector UV/Visible. Para la cuantificacion de la
concentracion del analito se determina mediante la ley de Beer [67].
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6. METODOLOGIA

6.1 MATERIAL DE ANALISIS.

6.1.1 Material Vegetal.

Se empleo cascarilla de las semillas de cacao (Theobroma cacao L.) secas y
tostadas (mezcla de diferentes especies de cacao) suministradas por una Industria
Chocolatera Colombiana (ver figura 24). Las muestras se llevaron al laboratorio
de OLEOQUIMICA y conservaron en nevera a 4°C.

Figura 24. Material vegetal
Fuente: autoras

6.1.2 Molienda.

Se realiz6 la molienda de la cascarilla en un molino de cuchillas (ver figura 25), el
polvo obtenido se conservo en bolsas Zipploc a 4°C, para su posterior analisis.

Figura 25. Molino de cuchillas
Fuente: autoras
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6.2 PRETRATAMIENTO DE LA CASCARILLA DE Theobroma cacao L.

6.2.1 Extraccion de compuestos polares de la cascarilla de cacao.

A 50g de cascarilla de cacao se adiciond 500mL etanol al 95% y se centrifugo
durante 30 minutos a 1000rpm con una relacion muestra solvente de 1:10 [11,
12].

6.2.2 Extraccion de Lipidos.

Se llevo a cabo un desengrase de la cascarilla de cacao por medio de soxhlet
utilizando como solvente hexano relacion 1:10 durante 12 horas [11].

6.3 CARACTERIZACION FiSICO-QUIMICA DE LA CASCARILLA DE CACAO.

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado en las mismas condiciones.
6.3.1 Obtencion de fibra soluble (FS) y fibra insoluble (FI)

Se realizo el andlisis con base en el método 985.29de la AOAC [11, 68], (Ver
figura 26) En los siguientes pasos:

Se peso 1g de la muestra de la cascarilla molida, en una balanza analitica marca
ADVENTURER OHAUS con una precision de +0.0001, se llevo a un beaker de
250mL, se adiciono una solucion buffer de fosfato 0.08M, pH 6.02en relacion
muestra: buffer de 1: 50 [11, 68]. A esta solucion se le adicion6 100uL de a-
Amilasade Bacillus licheniformis, de (50mg/mL). Se cubrié con papel aluminio y se
llevé a un bafio maria durante 15min a una temperatura de 95°C. Se retiré del
bafio y se dej6 enfriar a temperatura ambiente [11, 68]. Se midi6 el pH, se ajusto
pH entre 7.5 y 7.6 con solucion de NaOH 0.2685 N, se adiciono 100uL de
Proteasa de Bacillus licheniformis de (50mg/mL), preparada con solucion buffer de
fosfato 0.08M, pH 6.02; se cubrio el vaso de precipitado con papel aluminio, se
llevé a bafio maria durante 30 min con agitacion constante y a 60°C. después de
este tiempo se retird del bafio, se dejé enfriar a temperatura ambiente [11, 68]. Se
midié el pH y se ajusté entre 4-4.5 usando una solucion de HCL 0.3486 N, se
adicioné 100puL de Amiloglucosidasa de Aspergillus niger, de (50mg/mL). Se
cubrio el beaker con papel aluminio, se llevé a un bafio maria durante 30 min con
agitacion a 60°C. se retird del bafio dejandose enfriar a temperatura ambiente[11,
68].
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Figura 26. Procedimiento de hidrdlisis enzimética
Fuente: autoras

6.3.1.1 Separacién de la Fibra Insoluble (FI) y la Fibra Soluble (FS)
6.3.1.1.1 FibraInsoluble (FI)

El hidrolizado obtenido de dejo enfriar a temperatura ambiente y se filtr6 al vacio
en equipo Buchner sobre un papel filtro WhatmanN°® 41 banda negra, se realizaron
dos lavados de 10mL de agua destilada cada uno, el filtrado se seco en una estufa
BINDER a 105°C por 24h. Posteriormente se dividio el filtrado seco(ver figura 27),
en dos porciones, para posterior andlisis de cenizas y proteinas [11, 68].

Figura 27. Filtrado después del secado.
Fuente: autoras

37



6.3.1.1.2 Fibra Soluble (FS)

Al sobrenadante de filtracion, se le adicionaron 200mL de etanol al 95%, (ver
figura 28), y se dejé reposar durante 24h. Luego se filtro al vacio sobre un papel
filtro Whatman N° 41 banda negra, al filtrado se les realizo tres lavados con 20mL
etanol al 78%, dos lavados con 10mL de etanol al 95% y dos lavados con 10mL
acetona. Se seco en la estufa a 105°C durante 24h [11, 68], para posteriores
andlisis de cenizas y proteinas.

Figura 28. Precipitacion de la fibra soluble
Fuente: autoras

6.3.1.2 Determinacion de cenizas

Las muestras de FS y Fl se depositaron en crisoles previamente tarados (ver
figura 29), y se llevaron a una mufla a una temperatura de 525°C, durante 5h [11,

68].

Figura 29. Determinacion de cenizas
Fuente: autoras
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6.3.1.3 Determinacién de proteinas

Se determino el contenido de nitrégeno segun el método 920.87 de la AOAC [11,
68]. Se realizo la digestion con H,SO, concentrado y posterior destilacion segun
método AOAC, en un equipo VELP SCIENTIFICA (ver figura 30) el producto de
destilacion se valoro con HCL 0.00122N utilizando indicador mixto (rojo de metilo y
azul de metileno).

Figura 30. Equipo Kjeldahl
Fuente: autoras

6.3.2 Analisis de la composicion quimica de la fibra dietaria

6.3.2.1 Fibra Detergente Neutra (FDN)

Se determind con base al método van Soet y Wine's [11]

Se peso 1g de cascarilla de cacao, se le adicionaron 15mL de solucion de
a-amilasa 4.250mg/L y se dejo en incubacién a bafio maria por 12h a 60°C. La
solucion se trasvaso a un balon de fondo redondo de 250mL se le adicionaron
100mL de detergente neutro, 2mL de decahidronaftaleno y se llevo a reflujo a
bafio maria a 60°C/1h.30min (ver figura 31).Se dejo reposar a temperatura
ambiente, y la fibra se filtro al vacio, en embudo Bunchner sobre papel de filtro
Whatman N° 41 banda negra. Finalmente la fibra se seco en estufa a 105°C por
24h y se llevo a peso constante. Posteriormente se conservo en desecador el
analisis de cenizas [11].
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Figura 31. Determinacién de FDN
Fuente: autoras

6.3.2.2 Fibra Detergente Acida (FDA)

En un balén de 250mL se adicion6 1g de cascarilla y 100mL de detergente acido
al 2% (bromuro de acetiltrimetil amonio en H,SO4 1N), se llevé a reflujo en un
bafio maria 60°C/1h.30min (ver figura 32). Se dej6 reposar a temperatura
ambiente, se filtr6 en Buchner con vacio. La fibra se secé en estufa a 105°C por
24h y se llevo a peso constante. Posteriormente se procedio a la determinacion de
lignina [11].

6.3.2.2.1 Determinacion de Lignina

Se hizo con la fibra detergente acida pesando 0.5g con adicién de 30mL de H,SO4
a 72% por 3h y con agitacion constante durante 1h, a temperatura ambiente. La
solucion resultante se diluyo con agua destilada hasta un volumen de 1L y se filtro
al vacio sobre un papel Whatman N° 41 banda negra, el filtrado se lavo, dos veces
con 10mL de agua destilada, se secé en estufa a 105°C por 24h. Se llevé a peso
constante, y se conservo en el desecador para su posterior analisis de cenizas
[11].
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Figura 32. Determinacién de FDA
Fuente: autoras
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6.4 PROPIEDADES FUNCIONALES DE LA FIBRA DIETARIA
6.4.1 Capacidad de retencion de agua (CRA)

En un tubo de centrifuga se peso 0.4g de fibra, se adicion6 5mL de buffer de
fosfato 0.08M, pH 6.1, se agitd6 por 10min manualmente, se dej6 en reposo
durante 24 h, y pasado este tiempo se centrifugdé en una centrifuga (Hettich EBA
20 a 3000rpm) por 10min, se retird el sobrenadante y se pesé el sedimento [45,
69].

6.4.2 Capacidad de retencidon de aceite (CRAC)

En un tubo de centrifuga, se pesaron 0.4g de fibra, se adicioné 5mL aceite de
soya comercial, se agitd manualmente durante 10 minutos, se dejo en reposo
durante 24h a temperatura ambiente, después se centrifugé a 3000rpm por 10min,
se retird el sobrenadante y se peso el residuo [45, 69].

6.4.3 Capacidad de hinchamiento (CH)

0.4g de fibra se le midio el volumen que ocupa en una probeta de 10 mL, luego se
le adicionaron 5mL de buffer de fosfato 0.08M, pH 6.1, se agitd y dejo en reposo
por 24h a temperatura ambiente posteriormente, se midio el volumen final de la
muestra [45, 69].

6.4.4 Capacidad de intercambio cationico (CIC)

Se pesaron 0.4g fibra y en un beaker se mezclaron con 10mL de acido clorhidrico
2N, se dej6é en reposo por 24h a temperatura ambiente y luego se elimino el acido
por decantacion, se le adicion6é 5mL de agua destilada. Los iones captados por la
muestra se determinaron por titulacion con NaOH 0,2685N [69].

6.5 DEGRADABILIDAD in-vitro DE LA FIBRA SOLUBLE E INSOLUBLE

6.5.1 Recoleccién del rumen.

El liquido ruminal para el andlisis de fermentacion bacteriana fue proporcionado
por la empresa PLANTA Y FRIGORIFICO DEL OTUN FRIGOTUN S.A.T LTDA
(ver figura 33). De la ciudad de Pereira, en el km 3 via a Marsella-Risaralda.
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FRIGOTUN S.AATLTDA

Figura 33.Ubicacion de la empresa PLANTA Y FRIGORIFICO DEL OTUN

FRIGOTUN S.A.T LTDA.
Fuente: Google Earth

Las muestras fueron recolectadas con la ayuda del médico veterinario encargado
del control en el centro de sacrificio. Se obtuvieron aleatoriamente de bovinos
procesados en el camal, se recolectaron en envases esterilizados de 50mL y se
transportaron las muestras en termos a 39°C hasta el laboratorio de
OLEOQUIMICA de la Universidad Tecnoldgica de Pereira, donde fueron filtradas a
gravedad usando gasa estéril y se almacenaron en tubos de ensayo estériles a
4°C, para su posterior analisis.

6.5.2 Sistema de Fermentacion Ruminal In-Vitro
6.5.2.1 Preparacion de saliva artificial

Se prepararon las siguientes soluciones:

e Solucion macrominerales: contiene 0.855g de Na,HPQO,, 0.93g de KH,;POy,,
y 0.9g de MgS0,.7 H,O y 35mL de agua de destilada.

e Solucion tampdn: contiene 5.25g de NaHCO3 y 0.6g de (NH4)HCOs.

e Agente reductor: contiene, 7mL de agua destilada, 0.3mL de NaOH1N vy
cisteina-HCI. (47mg cisteina en 200uL de HCI 1N).
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En un vaso de precipitado se mezclo: 71mL de agua destilada, la solucion de
macrominerales y la solucion tampon, se llevaron a un bafio maria 39 °C por
15min, luego se afiadié el agente reductor [65].

6.5.2.2 Fermentacién Ruminal.

Este proceso, se llevo a cabo para fibra soluble y fibra insoluble bajo las mismas
condiciones. En un balon de tres bocas se afiadieron 40mL de saliva artificial,
10mL de inoculo microbiano (Liquido ruminal previamente filtrado) y 500mg de
fibra [70]. Se llevdé a un bafio maria en un termostato ThermoScientific a 39°C
suministrando CO, por 15min. Después de transcurridas 72 horas de incubacion
(ver figura 34), se desmonto el reactor, se filtro y el filtrado se seco y se llevd a
peso constante [65]. El sobrenadante se us6 para el andlisis de acidos grasos
volatiles.

Figura 34. Fermentacion ruminal in vitro
Fuente: autoras

6.5.2.2.1 Analisis de Acidos Grasos Volatiles (AGV) por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiencia (CLAE).

6.5.2.2.1.1 Analisis cualitativo.
Este andlisis se realiz6 por comparacion de tiempo de retencién (tr) por CLAE,

empleando el estandar de acido Propidnico al 98% Carlo Erba grado analitico,
bajo las condiciones descritas en la tabla 7.
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Tabla 7. Analisis del contenido de &cido grasos volatiles por CLAE.
CONDICIONES DE ANALISIS

Equipo Cromatografo liquido HITACHI
LaChrom; bomba L-2130; horno L-
2300; detector UV-Vis L-2420
Software EZChrom Elite® data system
Columna Pinnacle DB Cgs
(3 ym x 100mm x 3,2mm)
Temperatura 25°C
Fase movil H20:H,S04(5:95)
Flujo 0,2 mL / min
Volumen de inyeccion 20uL
Longitud de onda A (nm). 215 nm

6.5.2.2.1.2 Analisis cuantitativo

Se hizo por CLAE empleando las mismas condiciones que el analisis cualitativo y
se realizo por el método de estandar externo, realizando una curva (area de picos
versus concentracion de patrones), con seis puntos (20, 50, 80, 100, 300,
500ppm) y por triplicado.
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7 RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 DESCRIPCION FiSICA DE LA CASCARILA DE Theobroma cacao L.

En la tabla 8 se presentan las principales caracteristicas fisicas de la cascarilla
estudiada.

Tabla 8. Propiedades fisicas de la cascarilla de Theobroma cacao L. y sus
principales caracteristicas.

PROPIEDAD ‘
EISICAS CARACTERISTICAS
Color Presenta diferentes tonalidades de marron
Olor Caracteristico del chocolate
Forma Irregular
Textura Algunas con textura rugosa , otras con textura lisay
gquebradiza
Tamafio Variado no superior a 1cm de longitud

Cabe resaltar que las cascarillas suministras por la industria procesadora de
cacao, son procedentes de una mezcla de materias primas que le confiere una
alta heterogeneidad a sus diferentes propiedades fisico-quimicas (ver figura 35).

Figura 35. Cascarillas de las semillas de Theobroma cacao L.
Fuente: autoras
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7.2 CARACTERIZACION FiSICO-QUIMICA DE LA CASCARILLA DE
THEOBROMA CACAO L.

Del proceso de hidrdlisis enzimética se obtuvieron dos productos uno solido
Residuo Gravimétrico de Fibra Insoluble (RGFI) y uno liquido correspondiente al
del Residuo de Fibra Soluble (RFS).

7.2.1 Caracterizacion de Fibra Insoluble (FI) y Fibra Soluble (FS)

e El contenido de FI se calculo a partir de la diferencia Del RGFI y su contenido
de proteinas y cenizas (ver Anexo 6, Tabla 9) los resultados obtenidos se
presentan en la tabla 11.

e Para determinar el contenido de FS, se obtuvo el Residuo Gravimétrico de
Fibra Soluble (RGFS) por precipitacion con etanol del RFS. Posteriormente al
RGFS se le determino el contenido de cenizas y proteinas (ver Anexo 6, Tabla
10) y por diferencia como en el caso anterior, se calculo el contenido de FS.
Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 11.

Tabla 9. El contenido de Fl en la cascarilla de Theobroma cacao L.

Muestra | Peso RGFI Cenizas Proteinas (E/lo
Sl @) @) @) @) BS)
1 1.0039 | 0.8161 | 0.143 0.0052 | 665

2 1.0047 | 0.8601 | 0.128 00075 | 725

3 1.0030 | 0.7443 | 0.112 0.0072 62.3
Blanco 0 00011 |  coooeee | e |
PROMEDIO | 1.0039 | 0.8068 | 0.128 0.0064 | 671
DESVIACION | 0.00085 | 0.0580 | 0.0155 0.0016 5.1

%FI =

(RGFI—C—-P—B)

x 100

M
FI: Fibra Insoluble; RGFI: masa Residuo Gravimétrico Fibra Insoluble; C: masa de cenizas; P:

masa proteinas; B: blanco; M: masa muestra
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Tabla 10. El contenido de FS en la cascarilla de Theobroma cacao L.

Muestra Peso RGFS Cenizas Proteinas FS
Ensayo (9) (9) (9) (9) (% BS)

1 1.0039 0.1422 0.039 0.0020 10.1

2 1.0047 0.1238 0.032 0.0017 8.9

3 1.0030 0.1078 0.036 0.0012 7.0
Blanco 0 0.0008 | - | e | e
PROMEDIO 1.0039 0.1246 0.036 0.0016 8.7
DESVIACION 0.00085 0.0172 0.0035 0.0004 1.6

(RGFS—C—-P—-B)
X
M
FI: Fibra Insoluble; RGFI: masa Residuo Gravimétrico Fibra Insoluble; C: masa de cenizas; P: masa
proteinas; B: blanco; M: masa muestra

%FS = 100

Tabla 11. Contenido de Fibra Soluble (FS), Fibra Insoluble (FI) y Fibra Total (FT).

Muestra Fl FS FDT
Ensayo (% BS) (% BS) (% BS)

1 66.5 10.1 76.5

2 72.5 8.9 81.4

3 62.3 7.0 69.3

PROMEDIO 67.1 8.7 75.7

DESVIACION 51 1.6 6.1

Los valores obtenidos en los andlisis de FS, FI y FDT aunque presentan
dispersion entre ellos, pueden considerarse aceptables para ese tipo de analisis,
debido a que el método enzimatico implementado presenta problemas en la
remocion de almidon y proteina, sobreestimando la concentracidon de Fibra dietaria
Total (FDT) [64], esto coincide con la comparacidén de la desviacion estandar de
otros estudios realizados a cascarilla de cacao (forastero) [71]. Igualmente, la
dispersion de los datos puede ser causada por la naturaleza heterogénea de la
muestra.

En la figura 36, se presenta el diagrama con la informacion del producto de
hidrélisis de la cascarilla de cacao nacional, inicialmente se realiza una
comparacion porcentual de los RGFI y RGFS con respecto a la cascarilla,
obteniéndose un 80 y 13% respectivamente, de estos residuos, el porcentaje de
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Figura 36. Diagrama de relacion de la composicion de los productos de la
hidrolizacién enzimatica de la cascarilla de cacao y su composicién de Fibra
Soluble (FS) y Fibra Insoluble (FI).
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cenizas en ambos casos influye directamente en el contenido de FS y Fl en la
cascarilla, haciendo que estos sean inferiores y que la relacion FI/FS pase de 6:1
a 8:1 en la cascarilla, la cual es comparable con la relaciébn de otros alimentos
considerados fuentes de fibra dietaria (ver ANEXO 7). Aunque el aporte de fibra
dietaria de la cascarilla de cacao de este estudio no cumple con la relacién de
FI/FS de excelente (2:1), ni adecuado (3:1) [72, 73] no es descartada para su uso
como fuente de fibra dietaria, en la elaboracion de alimentos procesados, ya que
la calidad de una fibra depende de la composicién equilibrada entre las fracciones
soluble e insoluble, cuanto mas equilibrada esté, mas funciones fisiolégicas puede
aportar en la nutricion.

Continuando con el analisis de la figura 36 el contenido de FDT se representa en
un 10% en FS y un 90% en FI, con respecto a la cascarilla de cacao de la industria
nacional el contenido de Fl es de 67.1% y 8.7% de FS; Estos valores comparados
con los reportados por otros autores (ver Figura 37) para cascarilla de cacao
trinitario [74] (51.1%FI y 16.9%FS) y forastero [75] (49.1%FI y 11.7%FS) resultan
ser mas bajos para fibra soluble y mas altos para fibra insoluble, esta diferencia
puede atribuirse a la muestra de cacao que es una mezcla de cacaos en los que
se incluye las variedades de criollo forastero y trinitario.

80
70
60
50
40
30
20
" - mill
0 FDT Fi FS
H Forastero % [75] 63,6 51,1 11,7
M Trinitario % [74] 66,3 49,1 16,9

Figura 37. Esquema de comparacion entre los contenidos de Fibra Insoluble (FI),
Fibra Soluble (FS) y Fibra Dietaria Total (FDT) de cascarilla de Theobroma
cacao L. de diferentes variedades.
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7.2.2 Composicion quimica de la cascarilla de Theobroma cacao L.

En este estudio se evalu6 el contenido de celulosa, hemicelulosa y pectinas
indirectamente (ver Tabla 16), con los valores del contenido de Fibra Detergente
Neutra (FDN) (ver Tabla 12), Fibra Detergente Acida (FDA) (ver tablal3) vy lignina
(ver tabla 15). Los cuales se determinaron directamente, en la tabla 14 se muestra
los resultados obtenidos para FDN y FDA.

Tabla 12. Contenido de Fibra Detergente Neutro FDN.

Masa Masa del Masa de % Fibra
Ensayos Muestra Residuo cenizas Detergente
(9) (9) (9) Neutra (FDN)

1 1.0010 0.5815 0.0028 57.81

2 1.0127 0.5743 0.0031 56.40

3 1.0913 0.5921 0.0029 54.13
Blanco 0 0.0001 0.0001 | = -------
PROMEDIO 1.0350 0.5830 0.0029 56.11
DESVIACION 0.049 0.009 0.0002 1.52

P,—P,—B

%FDN = 1T X 100

P1: masa residuo seco, P2: masa cenizas, B: masa blanco, M: masa de la muestra

Tabla 13. Contenido de Fibra Detergente Acido FDA.

Ensayos ngz{ara e s A
@) (9)
1 1.0145 0.5149 50.75
2 1.0931 0.5318 48.65
3 1.0351 0.5239 49.97
PROMEDIO | 1.0476 0.5235 49.79
DESVIACION | 0.0136 | 0.00069 0.867

P
% FDA = MX 100

P: masa FDA, M: masa muestra
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Tabla 14. Porcentaje de Fibra Detergente Neutra (FDN) y Fibra Detergente Acida

(FDA)
FDN FDA
Ensayos ( % ) %
1 57.81 50.75
2 56.40 48.65
3 54.13 49.97
PROMEDIO 56.11 49.79
DESVIACION 1.52 0.867

Tabla 15. La determinacion de lignina.

M P P2 L

Ensayos (g) (g) (g) % ngnlna
1 0.5149 0.3086 0,00039 30.38
2 0.5318 0.3946 0.00055 36.05
3 0.5239 0.3190 0,00037 30.78
Blanco 0 0.0003 0.0000 0.00
PROMEDIO 0.5235 0.3407 0.00044 32.4
DESVIACION | 0.00069 0.05 0.0001 3.16

(P, — P, — B)

% Lignina = i

P.: masa del residuo tratada con acido sulftrico al 72%, P,: masa de cenizas,
B: blanco, M: masa muestra

El contenido de FDN en la cascarilla de cacao analizada en este estudio (56.11%)
fue similar a los resultados reportado por otros estudios (59.78%) [6] con cascarilla
de origen industrial, que es mezcla de materias primas diferentes variedades de
cacao [11]. Una observacion importante, del proceso de extraccién de la FDN en
este estudio fue que el color caracteristico de la cascarilla de cacao no cambio
(figura 31) lo que lleva a pensar en la presencia de taninos fuertemente ligados a
la fibra lo que perjudicaria la digestibilidad de esta [76].

El valor promedio de FDA de la cascarilla de cacao encontrada en este estudio
(49,79%), fue similar a reportes dados por otros autores (47.04%) con cascarilla
de origen industrial [6]. Al igual que en la extraccién de FDN, la fibra no perdié su
coloracion, al contrario la solucion resultante se torné de una coloracion mas
intensa (figura 32). El color café y morado en el cacao se atribuye a una alteracion
compleja entre catequinas y taninos [12]. La presencia de algunos taninos en la
fibra dietara tienen efectos nutricionales adversos en los organismos, porgue
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pueden provocar una inhibicion microbiana y enziméatica. También forman
complejos con las membranas de las mucosas, pero algunos de estos compuestos
pueden ser beneficiosos para los rumiantes, aunque el consumo prolongado de
alimentos que contengan este tipo de compuestos puede generar problemas en el
tracto digestivo de estos animales [12, 77, 78].

Tabla 16. Composicion quimica de la cascarilla de Theobroma cacao L.
(Porcentaje BS)

Ensayo Ligo;oina Celt:/!)osa Hemic;olulosa Pec(}/i)nas
1 30.38 20.37 7.06 18.69
2 36.05 12.60 7.75 24.99
3 30.78 19.19 4.34 15.18
PROMEDIO 32.4 17.39 6.38 19.62
DESVIACION 3.16 3.42 1.47 4.06

%Celulosa = FDA — lignina; %Hemicelulosa = FDN — FDA; %pectinas = FDT — FDN

El contenido de lignina se determino partiendo de la masa de FDA, en la Tabla 15
se observan los resultados para la determinacion de lignina.

Como se aprecia en la tabla 16 el contenido de lignina en la cascarilla de cacao
subproducto de la industria presento un valor superior al reportado por otros
estudios realizados a una fuente similar procedente de una industria (21.16%) [6].
Es importante destacar que el contenido de lignina en los materiales vegetales
aumenta con el tiempo de maduracion. Altos contenidos de lignina afectan de
manera inversamente proporcional a la digestibilidad de la fibra [76, 79].

A partir de los valores de FDN, FDA vy lignina se calcularon los contenidos de
celulosa, hemicelulosa de la cascarilla de cacao analizada en este estudio (Ver
tabla 14 y 15), los resultados se presentan en la tabla 16.

La dispersién en los datos puede deberse al contenido de lignina, que hace que se
entrelace con los polisacaridos (celulosa y hemicelulosa), impidiendo una correcta
cuantificacion de estos [6, 76].

El contenido de celulosa encontrado (17.39%) est4 por debajo de los valores
reportados por otros autores para cascarilla (26.15%), procedente de la industria

52



[6]. Con relacion a otras fuentes naturales de fibra empleadas en alimentacion
animal se tiene que la morera aporta 19.35% de celulosa [80]; algunas
leguminosas entre 31-35%. En general, verduras, frutas, leguminosas, frutos
secos y cereales aportan cantidades importantes de celulosa [47].

El contenido total de Hemicelulosa (ver tabla 16) fue inferior al reportado por otros
estudios en cascarilla de cacao originaria de la industria (12.75%) [6]. Sin
embargo, otras investigaciones han reportado valores de 5.35% para cacao
forastero [11]. Ademas, existen estudios donde el andlisis de hemicelulosa, se
hace por fraccionamiento de sus monosacéridos [75].

El contenido de pectinas se calcul6 con base en la FDT y FDN (ver Tabla 11y 14),
los resultados se presentan en la tabla 16, el valor promedio obtenido fue 19.62%
con una desviacion estandar mayor a 1, esta dispersion en los valores puede
deberse al método indirecto empleado y la materia prima que es heterogénea. El
valor obtenido para pectinas en este estudio se encuentra en el intervalo (12.5%-
45%) de resultados de otras investigaciones para cacao forastero [11, 75]. Este
contenido de pectinas se considera bueno comparado con fuentes de pectinas
comerciales como la manzana para la que se reporta un contenido entre 15% y
18%, y para citricos del 25%. Las pectinas en la fibra son importantes porque
ayudan a regular los niveles de glucosa en el organismo animal. Una
concentracion alta de pectinas es beneficiosa para la capacidad de retencion de
agua, aceite e hinchamiento de la fibra, ademas de sus grandes aplicaciones en la
industria alimenticia [81].

7.3 PROPIEDADES FUNCIONALES DE LA FIBRA DIETARIA TOTAL DE
CASCARILLA de Theobroma cacao L.

En el ANEXO 8 se encuentran las ecuaciones empleadas para calcular las
propiedades funcionales, y en La tabla 17 se muestra los resultados para los
diferentes analisis que se realizaron en este estudio.

Tabla 17. Propiedades funcionales de fibra dietaria obtenida de la cascarilla de
cacao de Theobroma cacao L.

(CRA) (CH) (CRAC) (CIC)
(g H20/g MS) (mLH,0/gMS) (9/9) (megqH'/g)
7.6£0.91 5.7£0.02 2.1+0.23 7.5+0.51

Capacidad de Retencién de Agua (CRA), Capacidad de Hinchamiento (CH), Capacidad de
Retencion de Aceite (CRAC), Capacidad de Intercambio Catidnico (CIC).
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Segun los resultados, la CRA (7.6g H.O/g MS) encontrada es superior a la
reportada por otros estudios realizados en cascarilla de cacao (4.76-3.62 g H,O/g
MS) [82], al igual que para estudios de otras fuentes de fibra (5.8 gH,O/g MS en
café, 1,6 g H,O/g MS en manzana y 1,65 g H,O/g MS en naranja) [9, 73, 74]. Aun
asi es baja, dado que una alta capacidad de retencién de agua oscila entre 10-12
g/g [9] de esta propiedad depende el efecto fisiolégico de la fibra, donde
componentes como la lignina le confiere un medio hidrofébico [76], impidiendo el
nivel de incorporaciéon maximo a un alimento, también se afecta la viscosidad de
los producto facilitando o dificultando su procesamiento. Los principales factores
qgue influyen en la capacidad de retenciéon de agua, en la fibra se encuentran el
tamafno de particula, pH, fuerza i6nica, porosidad, capilaridad y tipo de estructura
de las fibras que son especificas de cada compuesto [9, 46].

La CH de la fibra dietaria obtenida (5.7mL H,O/g MS) fue superior a la CH
reportada para cacao forastero (3.87mL/g) [9]. Las caracteristicas y composicion
guimica de la fibra juegan papeles importantes en la cinética de absorcion de agua
[73]. Fuentes de fibra como el limdn fino tiene una CH de 9.19mL/g y la uva de
8.2mL/g [73], siendo estos resultados superiores a los obtenidos en fibra de
cascarilla de cacao. Es importante resaltar que las fuentes de fibra mencionadas
poseen altos contenidos de fibra soluble, la cual hace que las fibras aumente su
Capacidad de Hinchamiento [83].

La CRAc (2.1 g/g) arrojo resultados similares a los reportados por otros estudios
para cascarilla de cacao forastero (3.3 g/g) [11]. La CRAc es mayor en fibras que
tienen alto contenido de fibra insoluble, debido a que las moléculas son atrapadas
en su mayoria gracias al tamafio de las moléculas de la fibra [46]. Fuentes de fibra
dietaria como manzana y limén fino reportan una CRAc de 0.95g/g y 1.48g/g
respectivamente; valores muy inferiores al de este estudio y que pueden estar
relacionados con la baja cantidad de fibra insoluble que estas fuentes poseen [73].

El resultado obtenido de la CIC en este estudio (7.5meqH*/g), comparado con la
capacidad de intercambio cationico en hortalizas y cereales (0.5, 3.2 meqH®/g)
[45], fue superior. No se encontré referentes bibliograficos de otros estudios a
cascarilla de cacao para hacer la comparacion; Pero se sabe que la CIC esta
ligada a la absorcién de minerales y depende fundamentalmente del medio en el
gue este la fibra, por lo tanto, puede inducir un desequilibrio mineral del
consumidor, ademas la fibra procedente de legumbres y Forrajes tiene una
capacidad de intercambio catidnico elevada debido a la gran cantidad de &cidos
urénicos que presenta [45, 46].
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7.4 FERMENTACION RUMINAL BACTERIANA in vitro
7.4.1 Caracterizacion del liquido ruminal.

En la tabla 18 se presentan las principales caracteristicas fisicas del liquido
ruminal.

Tabla 18. Andlisis fisicos del liquido ruminal y sus principales caracteristicas

PROPIEDAD FISICA CARACTERISTICAS
Color Verdoso (ver figura 38)
Olor Caracteristico, fuerte y acorde a materia fecal
Aspecto Liguida con particulas en suspension
pH 7.81

Figura 38. Liquido ruminal filtrado.
Fuente: autoras

7.4.2 Proceso de fermentacion

En la figura 39 se muestra el proceso llevado a cabo en medio anaerobio,
temperatura controlada (39°C), tiempo de fermentacion no superior a las 72h,
impidiendo fuga de gases producto de la fermentacion. Se hizo el montaje de dos
reactores uno con fibra soluble y el otro con fibra insoluble.
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Figura 39. Montaje del ensayo de Fermentacion in vitro
7.4.2.1 Fraccion de fibra soluble y fibra insoluble fermentada.

La tabla 19 muestra la cantidad de fibra soluble e insoluble que sufrié proceso de
fermentacioén y el porcentaje de fibra digerida en ambos casos.

Tabla 19. Porcentaje digerido de Fibra Soluble (FS) y Fibra Insoluble (FI) de la
cascarilla de cacao por fermentacién ruminal.

NGl M final Porcentaje Porcentaje
(9) (9) Sin digerir Digerido
FS 4,882 0,2525 51,72 48,28
Fl 4,993 0,4550 91,13 8,87

Como se observa en la tabla 19 la FI digerida fue 40% menor que la FS,
indicando que la fibra soluble es mas susceptible a la degradacion por
microorganismos. La fermentabilidad esta bastante relacionada con la solubilidad
de cada fibra, esta propiedad es probablemente la mas importante de un gran
numero de fibras, ya que de ella derivan multitud de efectos, tanto locales como
sistémicos [46]. Aunque el liquido ruminal contiene gran variedad de
microorganismos segun otros autores los mas comunes son cocos Yy bacilos (ver
ANEXO 4), los cuales segun estudios son capaces de degradar celulosa y
hemicelulosa [35], presentes en la fibra insoluble, el bajo porcentaje de
degradabilidad obtenido (8,87%) comparado con la fibra soluble, podria deberse a
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la inhibicion enzimética causada por el alto contenido de lignina en la fibra Dietaria
[6, 79] ya que el contenido de lignina en la fibra dietaria ha sido correlacionado con
una reduccion en la degradabilidad de esta y la concentracion in vitro de Acidos
Grasos Volatiles (AGV) [76, 79]. Sin embargo, a la FI se le han atribuido
propiedades beneficiosas para salud humana, puesto que absorbe agua, estimula
el transito intestinal y ayuda a movilizar mas rapidamente fuera del organismo
sustancias, confiriendole un mayor efecto laxante y regulador intestinal, por su
capacidad de aumentar la velocidad de transito intestinal [46]. Ademas La
cascarilla de cacao por su alto contenido de fibra dietaria ya ha sido utilizada en
estudios para evaluar el efecto de un suplemento alimenticio rico en fibra dietaria
en nifilos con problemas de transito intestinal [84].

7.4.2.2 Andlisis de Acidos Grasos Volatiles (AGV)
7.4.2.2.1 Analisis cualitativo de Acidos Grasos Volatiles (AGV)

En las figuras 40, 41 y 42, se presentan los cromatogramas de los estandares de
Acido Acético, Propionico y Butirico, que como se aprecia en el cromatograma con
base en estudios previos son los acidos mayoritarios en la fermentacion ruminal
[70]. Como se observa en los cromatogramas en cada caso se obtuvieron picos
resueltos con tiempos de retencion bien diferenciados.

En las figuras 43 y 44 se presentan los resultados de la muestras del producto de
fermentacion para Fl y FS, encontrandose acido acético, propiénico y butirico para
fibra soluble y en la FI solamente acido acético siendo el compuesto mayoritario
en ambos casos. Estos resultados coinciden con los reportados en otros analisis
de fermentacién ruminal in-vitro, quienes reportan los mismos compuestos con
orden de elucién similar [70, 85].
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Figura 41. Cromatograma del acido propidnico.
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cascarilla de Theobroma cacao L.
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Figura 44. Cromatograma de los productos de fermentacion ruminal de a fibra
soluble de la cascarilla de Theobroma cacao L.

Como se aprecia en el cromatograma de la figura 44 se encontraron 5 picos, de
los cuales segun los estandares corresponde a Acido acético (tr. 2.6min), Acido
propiodnico (tr. 4.6min) y acido butirico (tr. 10.6min). Los que aparecen junto al pico
de acido acético con tiempos de retencion de 2,2 y 3,8 minutos posiblemente
correspondan a acido lactico y succinico respectivamente, teniendo en cuenta los
productos de fermentacién ruminal mencionados por otros autores(ver ANEXO 4)
asi como los acidos identificados en otros articulos con sistemas de separacion
similares en C18 donde se han identificado esos acidos grasos [86-88]

7.4.2.2.2 Analisis cuantitativo

Las condiciones de separacion fueron tomadas del estudio comparativo del
contenido de acido ascérbico del mucilago de Aloe vera [89], y se hizo la curva de
calibracion especifica para los acidos grasos que se cuantificaron.

El analisis cuantitativo de los acidos grasos volatiles, se realizo por el método del
estdndar externo, empleando acido propiénico como estandar para la
cuantificacion de los acidos grasos volatiles. La curva de calibracion se hizo con
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concentraciones entre 20 y 500ppm, la ecuacién de la curva obtenida fue
y=14945x + 481483 con un coeficiente de correlacién del 0,9977 (Anexo 9), que
indica una buena linealidad, los limites de deteccién (LD) y limite de cuantificacion
(LC) fueron de 1,11 y 0,99ppm respectivamente, los resultados de la
cuantificacion de los &cidos grasos en los productos de fermentacion de la Fl y
FS, se presentan en la tabla 20.

Tabla 20. Acidos grasos obtenidos en la fermentacion con la fibra dietaria.

PFFI PFFS
tr . —
min Concentracion | Concentracion
(mg/L) (mg/L)
Compuesto 1 2,2 ND NC
Compuesto 2 7786,65 7863,65
(Ac. acético) 2.6 8139,51 7671,28
8470,16 | = --—----
Promedio 8132,11 7767,47
Desviacion 341,82 136,02
Compuesto 3 3.86 ND NC
Compuesto 4 ND 627,26
L 4.6
(Ac. Propionico) ND 612,91
Promedio | - | - 620,08
Desviacion | - | - 10,14
Compuesto 5
(Ac. Butirico) 106 ND NC

PFFI: Producto de Fermentacion Fibra Insoluble, PFFS: Producto de Fermentacién Fibra Soluble
ND: No Detectado, NC: Indeterminado

En la tabla 20 se encuentran las concentraciones para los productos de
fermentacion. el acido acético se detecto en los dos productos de fermentacion,
obteniéndose una mayor concentracion en el producto de fermentaciéon de Fl, el
acido propioénico al igual que el acido butirico solo se detectan en el producto de
fermentacion de FS, la presencia de estos acidos confirma que se da la
fermentacion, por lo tanto la fibra dietaria sufre degradacion, ademas estos
productos de fermentacidn coinciden con los reportados con analisis realizados a
otras fuentes de fibras donde el acido acético se encuentra en mayor proporcion
seguido por el acido propioénico y en menor proporcion el acido butirico [70, 85].
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo se pudo obtener la fibra dietaria de la cascarilla de
cacao por el método de hidrolisis enzimatica, encontrandose un contenido
de FDT (76%), con una relacién FI /FS de 8:1, lo que indica que podria ser
aprovechada por la industria para la elaboracion de alimentos ricos en fibra.

La composicion quimica de la cascarilla de cacao estudiada arrojo valores
de celulosa (17.39%), Hemicelulosa (6.38%), pectinas (19.62%) y lignina
(32.4%), el contenido de pectinas se encuentra dentro del intervalo (12.5 -
45%), lo que convierte en una posible fuente de pectinas de uso industrial y
comercial.

Los valores de la propiedades funcionales evaluadas a la fibra dietaria
obtenida en este estudio fueron para Capacidad de Retencion Agua
(7.6gH,0/gMS), Capacidad de Hinchamiento (5.7 mLH,O/gMS), Capacidad
de Intercambio Catiénico (7.5 meqH'/g), y la Capacidad de Retencién de
Aceite (2.1g/g), los cuales estan dentro de los valores reportados para
fibras dietarias comerciales

El proceso de fermentacion ruminal in-vitro mostré que la FS obtenida de la
cascarilla de cacao tiene una mayor susceptibilidad a ser degradada por los
microorganismos que la fibra insoluble. La identificacion y cuantificacion de
los acidos grasos volatiles producto de la fermentacién ruminal in-vitro
mediante cromatografia liquida de alta eficiencia fue eficiente para la
identificacibn de acido acético, acido propidnico y acido butirico y la
cuantificacion de acido acético y acido propionico.
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RECOMENDACIONES

Realizar un estudio de composicién proximal de la cascarilla de cacao y
comparar con los resultados obtenidos de la hidrolisis enzimatica para
verificar la efectividad del método.

Realizar la determinacion de fibra soluble y fibra insoluble, implementando
otras metodologias y hacer la comparaciéon de los resultados con la
metodologia implementada en este estudio.

Determinar la composicién de la celulosa y hemicelulosa por métodos
directos y hacer la comparacion con los resultados de este estudio.

Realizar un estudio de pectinas para este tipo de residuos de forma que se
pueda ampliar la informacion del contenido de estas en la fibra dietaria,
contribuyendo a su uso potencial.

Se debe hacer un estudio del contenido de taninos y polifenoles, para
determinar su efecto sobre la degradabilidad tanto in-vitro como in-vivo de
la fibra dietaria de la cascarilla de cacao.

Ampliar el estudio de las propiedades de la fibra dietaria de la cascarilla de
cacao tales como: viscosidad, capacidad de emulsificacion, absorcion
in-vitro de &cidos biliares y retencion de glucosa.

Realizar una fermentacion in-vitro de la fibra de la cascarilla de cacao
donde se mejoren las condiciones del proceso, con repetibilidad que
permita realizar el andlisis estadistico del método.

Hacer el seguimiento de microorganismos en el proceso de fermentacion
ruminal in-vitro.

Estandarizar una metodologia para el analisis de acidos grasos volatiles por

cromatografia de gases y compéaralo con el método de cromatografia liquida
de alta eficiencia usado en este estudio.
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ANEXOS

ANEXO 1. Estructura quimica de la lignina

72



ANEXO 2. Diagrama sobre la incidencia de la fibra dietaria en la salud
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ANEXO 3. Diagrama de digestién anaerobia en el rumen[90]
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ANEXO 4. Algunas Bacterias del Rumen[35]

Organismo Morfologia | Movilidad Productos de Sustrato
Fermentacion
Fibrobactersuccinogenes Bacilo - Succinato, acetato, Celulosa
formiato
Butyrivibriofibrisolvens Bacilo + Acetato, formiato, Celulosa
curvado lactato, butirato, H2
y CO2
Ruminococcusalbus Coco - Acetato, formiato, Celulosa
H2y CO2
Clostridiumlochheadii Bacilo + Acetato, formiato, Celulosa
(espora) butirato, H2 y CO2
Ruminococcusflavefaciens Coco Acetato, succinato y Celulosa
H2
Clostridiumpolysaccharolyticum Bacilo Acetato, formiato, Celulosa
(espora) butiratoy H2 Almidon
Bacteroidesruminicola Bacilo - Formiato, acetato y Almidon
succinate
Ruminobacteramylophilus Bacilo - Formiato, acetato y Almidon
succinate
Selenomanasruminantium Bacilo + Acetato, propionato Almidon
curvado y lactato
Succinomasamylolytica Ovalado + Acetato, propionato Almidon
y succinate
Streptococcusbovis Coco - Lactato Almidon
Selenomonaslactilytica Bacilo + Acetato y succinato Lactato
Curvado
Magasphaeraelsdenii Coco - Acetato, propionato, Lactato
butirato, velerato,
Copoato, H2 y CO2
Viellonella parvula Coco Acetato, propionato Lactato
y H2
Lachnospiramultiparus Bacilo + Acetato, formiato, Pectina
curvado lactato, H2 y CO2
Anaerovibriolipolytica Bacilo Acetato, propionato Lipolitico
y succinate
Eubacteriumruminantium Bacilo Formiato, butirato, Xilano
lactosay CO2
Lactobacillusruminis Bacilo Lactosa Azucares
Lactobacillusvitulinus Bacilo Lactosa Azucares
Methanobrevibacterruminantium Bacilo - CH4 Matan6genos
Methanomicrobiummobile Bacilo + CH4 Matan6genos
Eubacteriumoxidoreduncens Bacilo Lactosa y H2 Aromaticos
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ANEXO 5. Diagrama de Flujo Metodologia general
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ANEXO 6. Determinacién de proteinas y cenizas se obtuvieron

Ecuacioén 1: determinacion de cenizas

Meenizas = (mcrisol+cenizas - mcrisol)

Ecuacion 2: determinacion de proteinas

_V*N*14
1000

Mproteina = N = F

Donde:

N: masa de nitrégeno

V: volumen del valorante
N: normalidad del valorante
F: factor de 6.25

ANEXO 7. Diferentes fuentes y contenidos de Fibra Total [54, 69, 74, 91]

FUENTE % FT FI/FS
FORRAJES
Pergamino de Café 24,4 32,2:1
Trigo 98,4 245:1
FRUTAS
Manzana 55,1 5,6:1
Pina 55,3 8:1
LEGUMINOSAS

Guisante 58,6 13,0:1
Habas 40,1 3,3:1
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ANEXO 8. Ecuaciones para calcular propiedades funcionales de las fibras

Ecuacion 3. Determinacion de Capacidad de retencion de agua

pl —p2

CRA = 0028+ (p1=p2)) *

100

Donde:
P1: masa del tubo con la muestra
P2: masa del tubo después de retirar el exceso de agua.

Ecuacion 4. Determinacion de capacidad de absorcion de moléculas organicas

p2 —pl

CRAc =
c -~

Donde:
P1: peso de la muestra
P2: peso de la muestra con el aceite absorbido

Ecuacion 5. Determinacién capacidad de hinchamiento

Vf—-Vo
CH = —p
Donde:

Vf: volumen aumento por la fibra
Vo: volumen inicial ocupado por la fibra
P: peso de la muestra
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ANEXO 9. Curva de calibracion del acido propionico.
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