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RESUMEN

Perti hoy en dia es el segundo productor de cacao organico del mundo. Los granos de cacao
peruano y productos derivados son muy cotizados a nivel mundial, sobretodo la variedad criollo,
pues esta se encuentra catalogada como cacao fino y de aroma. Los biomarcadores mas
importantes asociados con sabor, aroma y textura del cacao son la teobromina, la cafeina y acidos

grasos diversos.

En este trabajo, financiado por el CONCYTEC (FONDECYT-012-2013) y la PUCP (DGI-2013-
0075) se ha implementado curvas de calibracion HPLC-DAD para cuantificar teobromina y
cafeina en 15 muestras de cacao pertenecientes a las variedades criollo y trinitario provenientes de
7 departamentos del Pert. Se determiné la razon teobromina/cafeina y se la relacioné con origen
siguiendo lo sugerido en la literatura. La metodologia HPLC-DAD y LC-MS implementada
permitid confirmar la presencia de compuestos cominmente presentes en el cacao (acido
cinamico, acido protocatéquico, aspartato de acido cafeico, catequina, aspartato de acido
cumarico, procianidina B, deoxiclovamida, epicatequina, procianidina C, pentamero de catequina

y clovamida).

Ademas, en este trabajo se presenta un estudio de andlisis de masas tdndem-inyeccion directa-
electrospray para la identificacion de acidos grasos en la manteca de cacao de las 15 muestras bajo
estudio. Cabe resaltar que este tipo de estudio es el primero que se reporta en la literatura del
cacao. Se confirma la presencia mediante masas tdndem de los 10 acidos grasos mayoritarios

dentro de las 15 muestras.

El perfil metabolémico basado en espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) del
extracto metandlico del cacao y de la manteca también se reporta. Se comprueba la presencia de
varios de los compuestos arriba listados, asi como también 4cidos organicos y aminoacidos
diversos. Se registra el porcentaje de grasas saturadas, insaturadas, mono-insaturadas, poli-
insaturadas, asi como también, el acido linoleico (C18:2) y el 4cido linolénico (C18:3), calculados

todos en base al perfil de 'H-RMN del extracto apolar.

Palabras Clave: Cacao, criollo, trinitario, HPLC-DAD, LC-MS, ESI-MS, 'H-RMN,

metilxantinas, acidos grasos.
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1. INTRODUCCION: EL CACAO

Theobroma cacao (familia Malvaceae subfamilia Sterculioideae) es una especie nativa de las
regiones tropicales de América. Las semillas fermentadas y secas de este arbol son la materia prima
para la elaboracion de pasta de cacao, cocoa y chocolates. El género Theobroma incluye un total de

22 especies (1).

La especie Theobroma cacao comprende una gran variedad de formas (2 — 4). Se origino
probablemente en el Alto Amazonas (5), pero fue domesticado primero en Mesoamérica (6). Para la
caracterizacion de las formas se utilizan hoy en dia, aparte de las caracteristicas morfoldgicas
(flores), caracteristicas agrondmicas (resistencia a enfermedades, forma del fruto y tamafio del

grano) y moleculares (isoenzimas), asi como también marcadores genéticos (3).

Las formas de cacao se clasifican tradicionalmente en tres grupos genéticos: criollo, forastero y
trinitario, Figura 1.1. Sin embargo, nuevos estudios han mostrado que esta clasificacion no describe
suficientemente la variabilidad de la especie (5). Particularmente, el grupo forastero abarca una alta
variabilidad genética, mientras que las formas criollo son genéticamente mas cercanas entre si. La
delimitacion clasica de grupos, sin base cientifica, puede resumirse de la siguiente manera: el
nombre forastero aparentemente deriva de la palabra inglesa “forest”. Este designa variedades
originarias de la cuenca superior del Amazonas y comprenden las formas de cacao que no son, ni
criollo ni de origen hibrido. Se caracteriza principalmente por su fruto verde, una cubierta del fruto
(pericarpio) gruesa, un mesocarpio fuertemente lignificado, semillas redondeadas, ligeramente
aplanadas y cotiledones de color violeta (7). Por su vigor y resistencia a las enfermedades da origen
al cacao ordinario, que constituye el grueso de la producciéon mundial. Al ser llevado de América a
Africa y al sureste de Asia en el siglo XIX da origen a las variedades West African y Far Eastern
(8). Asi, con cerca del 80 % de la produccion mundial de cacao, el grupo de cultivares forastero es
el grupo comercialmente mas importante. La mayoria del cacao cultivado en Brasil, Africa

Occidental pertenece a este grupo (9).

El cacao super forastero o nacional se caracteriza por su sabor particular y aroma floral (10);
corresponde a variedades provenientes de la zona selvatica tropical de los Andes colombianos y
ecuatorianos, en particular la zona del valle del rio Guayas en Ecuador, donde se le conoce como
“de arriba”. Este cacao es genéticamente diferente a los conocidos como forastero, criollo y

trinitario (11).



El cacao criollo fue probablemente domesticado por los Mayas hace mas de 1500 afios (12,13). El
cultivo comercial se desarrolla principalmente en: Venezuela, México, Nicaragua, Guatemala y
Colombia. Posteriormente fue llevado por los portugueses y holandeses a algunas islas del Pacifico
como Samoa y Ponape, alcanzando Timor, Java y Sri Lanka (7). Este cacao se encuentra
conformado por mazorcas de color rojo o amarillo, algunas veces, pueden ser verdes o blancas (8).
Los granos, varian de color purpura claro a blanco. Este tipo de cacao se caracteriza por su olor y
sabor, y se califica como cacao de fino y de aroma. Sus caracteristicas de pulpa dulce y el requerir
menor tiempo de fermentacion son producto de la seleccion humana por mas de 1500 anos de

cultivo (6). Las plantas son de escaso vigor y susceptible a diversas enfermedades (8,14).

El cacao trinitario es el resultado de introducir, en las islas del Caribe angloparlantes, cepas
provenientes de Africa Occidental del tipo forastero amelonado del Bajo Amazonas, y cruzarlas con
cacao criollo. Estudios recientes indican que es un hibrido de los grupos varietales criollo, Alto
Amazonas y Bajo Amazonas (15). El resultado es una planta mas vigorosa y resistente a las
enfermedades que la del criollo, aunque produce un grano menos aromatico (8). El trinitario se ha
extendido a Panama, Costa Rica, Colombia, el Oriente de Venezuela, Granada, Jamaica y Trinidad

y Tobago. Se califica como cacao de fino y de aroma.

Figura 1.1 Granos de cacao diversos (foto adaptada de referencia (16))

1.1 Cultivo y granos de cacao

El 75 % de la produccion se concentra en una franja que va desde el paralelo 8° Norte hasta el 18°
Sur (8). El cultivo de cacao exige temperaturas moderadas (18 - 32 °C), humedad en el rango de 70
-100 % y abundante lluvia (17). Se propaga por semillas y por plantones. Theobroma cacao es un

arbol que puede alcanzar una altura de hasta 20 m, pero que en condiciones de cultivo se mantiene



entre 4 a 8 m (2). Estos arboles son plantados bajo la sombra de arboles mas grandes como bananos,

cocoteros y arboles maderables, generandose lo que se denomina sistemas agroforestales.

Las flores crecen en los tallos de forma aislada. Su polinizacion suele ser cruzada y la realizan los
insectos (8). El cultivo de cacao es del tipo permanente y la primera fructificacion tiene lugar a los 2
afos de la instalacion del cultivo. Los frutos se cosechan dos veces al afio, antes y después de la
temporada de lluvia. Los frutos completamente maduros se cosechan generalmente 5 - 6 meses

después de la floracion. La maduracion se identifica a través del cambio de color en el fruto.

El fruto que deriva de las flores es una baya grande (mazorca) en forma de vaina donde radican
entre 20 y 50 semillas unidas a una placenta central. Al madurar las semillas se rodean de un
mucilago acido que contiene acido citrico y azlcares, lo que facilita la accion posterior de las
levaduras (principalmente Saccharomyces) durante el proceso de fermentacion. Las almendras son
café-rojizas, ovaladas, ligeramente comprimidas de 20 - 30 mm de largo, 12 - 16 mm de ancho y 7 -
12 mm de grosor. Los granos de cacao pesan alrededor de 1 g después de secarse. Para propodsitos
de comercio internacional y de la norma ISO 2451:2014 el término grano de cacao se refiere a una
semilla entera, fermentada y seca. Seglin la norma ISO los granos de cacao deben tener un
contenido de humedad que no exceda el 7.5 % (18), mientras que para Minifie (19) el valor ideal

de humedad es de 6 % a 6.5%.

La calidad del grano de cacao se determina por su sabor. En este influye en un 40 % la variedad de
la planta, en un 10 % el medio de cultivo, en un 30 % la postcosecha y en un 20 % el proceso
industrial. El sabor del cacao es desarrollado durante el curado por los agricultores y durante el
procesado por las chocolateras. Los procesos principales en el curado de los granos de cacao son la
fermentacion y el secado (20). Con el fin de evaluar el grado de fermentacion, los granos de cacao
pueden ser divididos en cuatro categorias por el color de sus cotiledones (8): granos completamente
fermentados con color marrén; granos parcialmente marrones parcialmente purpuras; granos
completamente purpuras y granos pizarrosos (secos sin surcos) (Figura 1.2). El color de los granos
fermentados esta relacionado con el contenido inicial de polifenoles (21,22). Granos blancos saben
a nuez, asi como también los marrones bien fermentados, granos violetas (parcialmente
fermentados) tienen sabor amargo y aspero mientras que los granos pizarrosos, granos secos sin

fermentar, son de sabor astringente.

La calidad también se mide a través del tamafio. Este se expresa por numero de granos que pesen un

total de 100 gramos. Son considerados granos grandes aquellos que tienen igual o menos de 100



granos por 100 gramos; granos medianos tienen de 101 - 120 unidades en 100 gramos y granos

pequefios comprenden 120 unidades o mas por cada 100 gramos (18).

Figura 1.2 Prueba de corte en granos de cacao criollo, trinitario y forastero (23).
1.2 Situacion del cacao a nivel global

Actualmente, en el mundo se consumen mas de 3.5 millones de toneladas de granos de cacao
(semillas fermentadas y secas del arbol Theobroma cacao) al afio, principalmente como ingrediente
clave en la produccion de chocolate (24). Se estima que la demanda mundial del cacao para el 2020
va a bordear los cinco millones de toneladas y la oferta no superara los 4.1 millones de toneladas

25).



El cacao es un commodity cuyo precio se establece por oferta y la demanda en los mercados de
capitales. En el mercado ordinario de cacao el rango se encuentra entre US $ 2000 - 2500 por
tonelada. En el caso de los productores con certificacion de comercio justo y cacao organico, estos
obtienen una prima adicional sobre el precio de US $ 500 por tonelada. En el nicho de fino y de

aroma los precios se encuentran entre US $ 2500 - 5000 por tonelada (26).

Tabla 1.1 Exportacion e importacion de granos de cacao (codigo arancelario 180100) por paises en
el 2014.

Exportaciones Importaciones
Pais Valor® Volumen® %P Pais Valor®  Volumen® %P
1 Costade Marfil  3045.1 1117000 30.5 Paises Bajos 1897.7 667503 19.6
2 Ghana 2411.5 790524 24.1 EEUU 1312.3 437366 13.6
3 Nigeria 658 218062 6.6 Alemania 943.1 307230 9.7
4  Paises Bajos 611.6 202248 6.1 Malasia 916.7 298524 9.5
5 Ecuador 587.8 198777 5.9 Bélgica 873.2 263605 9
6  Camerun 563.6 192637 5.6 Francia 436.1 137724 4.5
7  Bélgica 435.3 135441 4.4 Indonesia 341.4 109410 3.5
8 Malasia 293 93557 2.9 Espaia 341 109001 3.5
9 Republica 212.1 68196 2.1 [Italia 296.3 91746 3.1
Dominicana
10  Indonesia 196.5 63334 2 Singapur 269.6 91119 2.8
11 Perta 152.8 47217 1.5 Turquia 266.7 81072 2.8
12  EEUU 143.8 47378 1.4 Rusia 213.1 65008 2.2
13 Papua Nueva 128.6 41371 1.3 Canada 202.1 60873 2.1
Guinea
14  Estonia 122.7 42252 1.2 Reino Unido 178.2 60187 1.8
15 Uganda 59.4 25939 0.6  Suiza 142.4 43294 1.5
16  Alemania 57.8 17805 0.6  Estonia 114.2 39504 1.2
17  Francia 34.5 8655 0.3 Brasil 107.6 38301 1.1
18 Sierra Leona 31.9 10215 0.3 China 106.4 38042 1.1
19 Liberia 25.9 9454 0.3 India 102.7 31813 1.1
20  Colombia 24.3 8018 0.2 Japon 101.5 31760 1
21 Tanzania 22.1 11026 0.2  México 90.1 28659 0.9
22 Venezuela 19.1 6854 0.2 Ucrania 64.8 17880 0.7
23 Madagascar 16.7 8231 0.2 Tailandia 57 17539 0.6
24  Guinea 8.92 0.1  Austria 49 15048 0.5

* Millones de dolares, ® Toneladas, % P Participacion por montos de exportacion

Adaptado de: International Trade Centre (27)



Los principales exportadores de cacao se encuentran en Africa, Asia y América Latina. Dentro de
los mayores exportadores de cacao algunos son paises con gobiernos inestables como Costa de
Marfil, Ghana y Nigeria. Dentro de estos, Costa de Marfil resalta como el mayor exportador,
concentrando el 30.5 % de los envios globales (Tabla 1.1 (27)). Entre los principales importadores,
Paises Bajos y Estados Unidos representan el primer mercado de cacao. Se sabe que los excedentes

que no procesan los re-exportan a otros paises (Tabla 1.1 (27)).
1.3  Cacao peruano

El cultivo de cacao en Perti comenzo en el siglo XVIII, época durante la cual se introdujeron en el
pais cultivares desde el Caribe, América Central y Ecuador. Los genotipos de cacao actualmente
cultivados en el Per consisten de variedades tradicionales e hibridos derivados de los

germoplasmas introducidos (4,28,29)

En el 2011, el cultivo de las variedades de cacao se distribuy6 en: 44% criollo (criollo + nativo),
54% trinitario (CCN51) y un maximo de 2%, forastero (30). Por ello, dado el alto porcentaje de
cacao criollo y trinitario, en el 2008 el Pert fue calificado por la Organizacion Internacional del
Cacao (ICCO) como un pais productor y exportador de cacao fino y de aroma (31). Los cacaos de
fino y aroma son buscados por los fabricantes de chocolate debido a sus sabores frutales a

nueces/malta y aromas florales tinicos.

En la zona norte del pais existe una variedad denominada “porcelana” por el color blanco de las
semillas (cacao blanco). Esta variedad se caracteriza por: presentar una marcada uniformidad
fenotipica en el color de la mazorca, ser un arbol con arquitectura tipica, poseer un grano con sabor
a panela/malta, y mostrar susceptibilidad a la “putrefaccién parda” y “moniliasis” (32). Esta
variedad se cultiva en las provincias de Morropén y Huancabamba (Piura), y su origen
probablemente se remonta a una variedad criolla que se cultiva en la zona vecina de San Ignacio
(Cajamarca). Esta hipotesis se apoya en las similitudes morfologicas de frutos y semillas de ambos
cultivares, asi como por argumentos historicos y de comportamiento migratorio del poblador andino

- amazonico (30).

En Cuzco existe otra variedad conocida como “Chuncho”, nativo de las selvas de la Chunchada, en
la provincia de La Convencion, Cuzco. El nombre proviene del sitio, puesto que la zona esta
habitada por los indigenas chunchos de las etnias Machinguengas. Esta variedad produce un cacao

de mayor aromaticidad (33).



En el 2008 se encontraron en Jaén dos arboles dentro de la finca de Faustino Colala, el denominado
Fortunato n°4. Estos fueron identificados como los tnicos sobrevivientes del cacao Nacional,

estrella del cacaotal ecuatoriano declarado extinto a comienzos del siglo XX (34, 35).

El 90% del cacao peruano y sus preparaciones se destinan a la exportacion. Los productores buscan
posicionarse en el mercado interno impulsados por las ediciones del Salon de Cacao y Chocolate en
Peru, y sus intervenciones en el Salon Du Chocolat de Paris. En el 2013 el cacao fue declarado un
“producto bandera” (36). La contribucion al producto interno bruto del 2013 por concepto de

exportaciones de productos derivados del cacao fue de 0.075%.
1.3.1  Situacion de cacao a nivel nacional

Pert es el segundo productor mundial de cacao organico (31), participando en su cultivo mas de
45000 familias minifundistas con un promedio de 1.5 hectareas por parcela (37). La siembra de
cacao se increment6 en la década pasada debido a los mejores precios del mercado internacional y
los esfuerzos para el desarrollo agricola implementados para reducir el area de las plantaciones de

coca (38).

Los departamentos con mayor produccion de cacao: San Martin (32 mil T), Cuzco (10 mil T),
Ayacucho (9 mil T) y Junin (6 mil T) (Figura 1.2 (39)). Durante el periodo 2011 - 2013, San

Martin y Cuzco concentraron el 60% del volumen de la produccion nacional (Tabla 1.2 (39)).

La productividad se define como kilogramo de grano seco por hectarea de cacao cultivado, y el
rendimiento tipico de un cultivo comercial varian de 100 a mas de 3000 kg/ha, dependiendo del
método de cultivo, el espacio entre los arboles y la naturaleza del hibrido (19). La media mundial se
ubica entre 240 y 450 kg/ha (40). En los tltimos afios, la productividad del pais ha aumentado de
671 a 736 kg/ha (2011 al 2013) (Tabla 1.2 (39)) y en el 2014 el pais obtuvo una productividad de
760 kg/ha. La productividad de San Martin llegd en el 2014 a 1000 kg/ha, segun declaraciones de
Alianza Cacao (26). Con respecto a la calidad del grano de cacao, sobresale el cacao de Palo Blanco

y Pucacaca en Piura, ademas de los de Santa Rosa, Villa Prado y Schambira en San Martin (41).



Figura 1.3 Principales zonas productoras de cacao en el Peru (39)



Tabla 1.2 Produccion de cacao por departamento en el Pert
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Fuente: MINAGRI- Series Historicas de Produccion Agricola — Compendio Estadistico (39)

1.3.2

En cuanto al rubro de exportacion, se sabe que el Pert en el afo 2014 destacé por su notable

crecimiento, registrando volimenes negociados de US$ 153 millones, US$ 64 millones mas

Region Produccion (toneladas)
2011 2012 2013
San Martin 25,817 26,737 32,126
Cuzco 8,083 9,227 10,351
Junin 6,178 7,557 9,835
Ayacucho 6,180 6,186 6,188
Amazonas 4,275 4,484 4,269
Ucayali 1,598 2,568 2,888
Huanuco 2,092 2,463 2,744
Cajamarca 993 1,030 1,046
Piura 258 594 546
Loreto 254 583 377
Tumbes 327 408 574
Pasco 241 394 575
Puno 90 148 149
La Libertad 56 56 59
Madre de 38 46 95
Dios
Lambayeque 20 11 16
Total 56,500 62,492 71,838

Superficie Cosechada (ha)

2011
28,984
21,740
9,356
8,784
6,370
1,854
4,201
1,212
408
324
345
342
123
45

57

30
84,175

2012
29,039
25,362
10,288
8,790
6,655
2,968
4,775
1,215
970
471
356
260
199
45

78

27
91,498

2013
34,649
21,831
12,704
8,780
6,778
3,255
5,175
1,242
1,160
470
546
578
199
45
172

29
97,613

Exportaciones de granos y derivados del cacao en el Peru

Rendimiento (kg/ha)

2011 2012 2013
891 921 927
372 364 474
660 735 774
704 704 705
671 674 630
862 865 887
498 516 530
819 848 842
632 612 471
784 1,238 803
948 1,146 1,052
705 1,515 996
732 744 749

1,244 1,244 1,305
667 590 553
667 407 552
671 683 736

respecto a lo exportado en el mismo periodo del 2013, lo que represent6 un incremento del 72 %.

El volumen exportado creci6 en 47% al pasar de 32000 mil toneladas en el 2013 a 47100 mil

toneladas en el 2014 (27).

De un total de 38 paises que adquirieron cacao en grano del Pert, Holanda fue el principal mercado

de destino con US$ 40 millones (26% del total de las ventas). En el segundo lugar se encuentra

Bélgica con US$ 26.1 millones (17%), le sigue Alemania (12%), Italia (11%) y Estados Unidos
(7%), entre otros (Figura 1.4 (27)).
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Figura 1.4 Destino de la exportacion de cacao en grano del Peru 2013 - 2014

En el 2014 el 65% de la exportacion de cacao corresponde a granos de cacao (152.7 millones de

dolares) y el 21% la manteca de cacao con 48.6 millones de dolares (Tabla 1.3 (27)). La pasta de

cacao y la manteca de cacao son productos procesados del cacao, usados para la elaboracion de

chocolate o como materia prima en la industria cosmética y farmacéutica.

De un total de 66 empresas que exportaron cacao en grano, Amazonas Trading Pert S.A.C. destaco

como lider al representar el 17% de la negociaciones, seguido por Exportadora Romex SA (13%),

Sumaqao Sociedad Anénima Cerrada (12%), Armajaro Pert SAC (11%), Cooperativa Agraria
Cacaotera — ACOPAGRO (10%), Machu Picchu Foods SAC (7%), Cooperativa Agraria Industrial
Naranjillo (4%), todas juntas representan el 74% del total exportado (42.,43).

Tabla 1.3 Exportacion de cacao peruano en el afio 2014

Por Producto Millones $
Grano 152.7
Manteca de cacao 48.6
Pasta de cacao 6.9
Cocoa 12.2
Cascara 0.04
Chocolates 13.4
Total 233.9

100.0

Fuente: International Trade Centre (27)

% US $/TM ™ %
65.3 3236.32 47186 72.98
20.8 6906.95 7039 10.89

2.9 1856.42 3733 5.77
5.2 3084.01 3952 6.11
0.02 2666.67 15 0.02
5.7 4916.85 2730 4.22
64655 100.00
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1.4  Formulacion del problema y objetivos

Dado que la calidad, el sabor y el precio del cacao dependen de la variedad y del proceso pos-
cosecha, factores que afectan la composicion quimica del grano, es vital contar con metodologia
quimica cuantitativa que permita discriminar el cacao de acuerdo a biomarcadores especificos
asociados con variedad, origen y calidad. Este tipo de estudios no se han realizados en el Peru y por
ello el objetivo de esta tesis es el desarrollo de métodos analiticos basados en las espectroscopias

ultravioleta - visible, fluorescencia, masas y resonancia magnética nuclear

En las siguientes secciones se describira la composicion quimica del cacao, los cambios
fisicoquimicos que tienen lugar durante la pos-cosecha del grano de cacao, con especial énfasis en
la evolucion de compuestos de interés y las metodologias que se utilizan para el analisis de este tipo

de metabolitos.
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2. CACAO: PROCESAMIENTO, COMPOSICION Y BENEFICIOS A LA
SALUD

2.1 Procesos de pos-cosecha del grano de cacao

La calidad de los granos de cacao depende de muchos factores como son el genotipo, manejo
agronoémico, factores edafoldgicos, condiciones climaticas y buenas practicas pos-cosecha (44),
etapa que se inicia con la remocion de las mazorcas maduras de cacao de los arboles. Ese proceso
incluye la separacion de las mazorcas sanas de las enfermas, la separacion de las semillas del

interior de las mazorcas, de la fermentacion y el secado de éstas.
2.1.1 Apertura de mazorcas

Después de la cosecha las mazorcas se deben abrir inmediatamente. Ello se realiza mediante una
variedad de medios dependiendo de la ubicacion, incluyendo el uso de machetes o un mazo de
madera. La practica de cortar con machete requiere una considerable habilidad ya que las semillas
se pueden dafar facilmente durante esta operacion y puede penetrar moho y plagas durante el
almacenamiento. Al abrirse los granos permanecen unidos a la placenta, las semillas son removidas

y se excluyen los granos germinados, negros o con enfermedad (45).
2.1.2  Fermentacion del cacao

La pulpa mucilaginosa del cacao fresco representa el 40% del grano en peso himedo (46), es rica en
azucares fermentables como glucosa, fructosa, sacarosa, y sales inorgdnicas y mantiene un pH de
3.0 a 3.5, en parte debido a la presencia de acido citrico. Este medio es ideal para el crecimiento de
levaduras y bacterias acido lacticas (47). El grano esta constituido de células blancas de grasa y
proteina y células parpuras de polifenoles. La cascara provee una barrera para la penetracion dentro
del grano y la difusion de compuestos (48). La fermentacion de los granos ocurre en dos etapas, una
anaerdbica y otra aerobica. La primera dura 48 horas y en esta etapa las levaduras fermentan
anaerdbicamente los azucares de la pulpa convirtiéndolos en etanol y CO,. Algunas levaduras
producen acidos organicos débiles incluidos acido acético, oxalico, fosforico, succinico y malico
que tienen capacidad amortiguadora de cambios de pH, ademas producen compuestos volatiles
(isopropil acetato, etilacetato, metanol, 1-propanol, 2,3-butanodiol, 2-fenil etanol) (46). Las
levaduras consumen acido citrico y junto con el drenado de la pulpa por despolimerizacion de la

pectina (por la accion de enzimas) genera el aumento del pH de la pulpa, permitiendo el crecimiento
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de bacterias. Las bacterias acido lacticas convierten a los azucares en acido citrico, luego consumen

a este acido, al igual que al 4cido malico, produciendo productos no acidos.

En la segunda etapa, las bacterias acido acéticas aerobicas oxidan exotérmicamente el etanol en
acido acético, e incrementan la temperatura del grano a 50 °C (49). El etanol y el acido acético
migran a través de la cascara hacia los cotiledones generando la disminucion del pH de 6.5 a 4.8
(48). La temperatura y el pH promueven la muerte del grano y un dafio de la estructura interna,
eliminando la separacion espacial entre las enzimas y los sustratos, dando lugar a la formacion de
los precursores de sabor (48). En esta etapa ocurren varios tipos de hidrolisis catalizadas por
enzimas externas: las invertasas hidrolizan la sacarosa en glucosa y fructosa (50), las glicosidasas
hidrolizan las antocianinas en antocianidinas y azucares (51), proteasas hidrolizan proteinas en
péptidos hidrofébicos y las polifeniloxidasas convierten los flavonoides en quinonas. Durante este
proceso las quinonas se acomplejan con aminoacidos y proteinas y polimerizan con otros
flavonoides para formar los taninos (48). Si los granos de cacao después de la fermentacion
registran un pH alto (5.5 - 5.8), estos son considerados granos mal fermentados, mientras que un
pH bajo (4.8 - 5.2) significa fermentacion optima (45). Después de la fermentacion y secado los

granos forasteros se caracterizan por presentar un pH alto comparado con los granos criollos (52).

El tiempo de fermentacion varia de acuerdo a la variedad del grano: para criollo de 2 - 4 dias y para
la variedad forastero de 4 a 7 dias. La duracion se debe controlar por el promedio de pruebas de
corte. Mientras mas oscura (violeta) sean las almendras de cacao, caso de los granos forastero,

mayor tiempo se requerird para fermentar.

Existen diferentes métodos para realizar la fermentacion de los granos de cacao. Este varia de
acuerdo al pais, zona dentro del pais, y preferencia del agricultor (53). Los métodos son de cuatro
estilos: en plataforma, monton, canastas y en cajas. En el Pert se usa la técnica de fermentacion en
cajas. Las cajas de madera pueden contener entre 1 tonelada y 2 toneladas de granos. Su disefio
incluye agujeros usualmente en la base con el objeto de permitir el drenaje de las sustancias que
desprenden de granos y pulpa. En la fermentacion en cajas, los granos son cubiertos con hojas de
platano para conservar el calor generado durante el proceso de fermentacion. Los granos son
movidos de una caja a otra cada dia para incrementar la aireacion y dar un tratamiento mas
uniforme, permitiendo que los granos del exterior de la masa estén expuestos a las temperaturas del

interior. Buenas practicas en fermentacién son importantes para evitar la formacion de micotoxinas.
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2.1.3 Secado

Los granos son secados antes de ser transportados a la fabrica de chocolates. Una falla observada es
el crecimiento de hongos en los granos si no se llega a la humedad adecuada durante el secado. Esto

genera en los chocolates un sabor desagradable fuerte.

El proceso de secado de los granos reduce la humedad a menos de un 8 % (45,50). Un porcentaje
menor al 6 % no es recomendable, pues dificulta el procesamiento del grano. El secado se lleva a
cabo bajo el sol o por métodos artificiales. Durante el secado se reduce el nivel de acidez y de la
astringencia del cacao, disminuyendo también el contenido de compuestos volatiles (46). Durante el
secado y tostado, los péptidos y aminoacidos, juntos con los azlcares reductores presentes en
granos fermentados de cacao, experimentan reacciones de Maillard, proceso al que se le adjudica el
color y aroma tipico del cacao. Las reacciones de Maillard forman los primeros compuestos de
Amadori, los cuales son productos de condensacién de aminoacidos y azucares reductores como
fructosa (54). Los azucares reductores son el reactivo limitante de esta reaccion (55) . Otra forma de
oscurecimiento es el enzimatico, que involucra la transformacion de compuestos fendlicos primero
a quinonas y luego a polimeros marrones o negros bajo la influencia catalitica de la enzima
polifenoloxidasa (56). El aroma especifico de la cocoa también se genera durante el proceso de
secado y se ha demostrado que se encuentra asociado a la presencia de multiples compuestos
quimicos como lo son: pentanal, 2,3-butanodiona, acetoina, fenil acetaldehido, acetofenona, 2-
metil-1-propanol, 3-metil-2-butanol, 3-metil-1-butanol, 2,3-butanodiol, 1,3-butanodiol, alcohol
bencilico, alcohol feniletilico, acetato de metilo, acetato de etilo, acetato de isobutilo, 3-metil-2-
butanol acetate, etilfenil acetato, laurato de etilo, palmitato de etilo, 4cido acético, acido isobutirico,

acido isovalerico, acido hexanoico, acido octanoico, acido nonanoico, tetrametilpirazina (55).

La velocidad del secado es crucial para la calidad final del grano. Si la velocidad de secado es muy
rapida, los granos tenderan a retener una cantidad excesiva de acidos, incluyendo el acido acético,
que es perjudicial para el sabor. Pero si la velocidad es muy lenta, resulta una baja acidez, un color
pobre y la presencia de hongos (57,58). Un buen secado reduce la astringencia, amargor y acidez de
los granos (46). Durante este proceso se forma el caracteristico color marrén, asociado con la

oxidacion enzimatica de los polifenoles a taninos insolubles.
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2.2 Composicion de granos de cacao

La composicion quimica de los granos de cacao es compleja y cambia a lo largo del desarrollo de
los granos (59,60). En granos de cacao maduros y bien fermentados, las variaciones en la
composicion son pequeas, pero en granos inmaduros y mal fermentados, el contenido de manteca
de cacao disminuye mientras aumenta la proporcion de cascara (19). Es importante remover la
cascara, pues su sabor no es placentero y ademas causa erosion en equipos de molienda y mezclado

de las chocolateras fabricados en hierro.

La composicion quimica del cacao fermentado y seco se presenta en la Tabla 2.1. El grano esta
compuesto principalmente de grasa llegando a representar mas del 50 % en peso. Luego le sigue las

proteinas (12 %) y carbohidratos 20 a 25 % del peso del grano.

Tabla 2.1 Composicion quimica de cacao en grano
fermentado y secado al sol

Constituyentes %
Grasa 54.0
Agua 5.0
Cenizas 2.6
Proteina Cruda 11.5
Compuestos )
i Teob,romlna 1.2
Cafeina 0.2
Polifenoles 6.0
Mono y oligosacaridos 1.0
. Almidon 6.0
Carbohidratos Pentosas 15
Celulosas 9.0
Acidos Carboxilicos 1.5
Otros Compuestos 0.5

Fuente: Belitz (61)

2.2.1 Carbohidratos

El almidén es el carbohidrato predominante. Se encuentra presente en el “nib” (grano de cacao sin
cascara, tostado y en trozos), pero no en la cdscara. Como componentes de la fibra dietética se
encuentran pentosas, galactanos, mucinas que contienen acido galacturénico y celulosa. Los
carbohidratos solubles presentes incluyen estaquiosa, rafinosa y sacarosa (0.1 - 1.5%), glucosa y

fructosa (17).

En los granos de cacao sin fermentar, la sacarosa representa cerca del 95 % de los azucares totales

(18.78 g/kg). La fructosa y glucosa representan cerca de 2.7 % y con una concentracion de 0.33
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g/kg y 0.21 g/kg. Manitol e inositol se encontraron en bajas concentraciones (0.26 g/’kgy 0.18 g/kg,
respectivamente). Durante la fermentacion, la sacarosa y azlcares totales disminuyen
significativamente a 2.03 g/kg y 5.02 g/kg La sacarosa se hidroliza a glucosa y fructosa por
invertasas. La velocidad de disminucion de sacarosa se desacelera al final de la fermentacion. En
contraste, fructosa, glucosa, manitol, inositol y los azicares reductores se incrementan hacia el
cuarto dia de la fermentacion. Luego, la concentracion empieza a disminuir (55). Existen grandes
diferencias entre el contenido de fructosa y glucosa en muestras de cocoa de cacao bien fermentado

(desde 7:1 a 16:1), parcialmente fermentado (2:1) y no fermentado (1:1) (50).

2.2.2  Acidos organicos

Los acidos organicos constituyen el 1 — 2 % del peso del grano. Contribuyen al sabor a través de los
acidos citrico, acético, succinico, y malico, todos los cuales se forman durante la fermentacion. La
cantidad de acido acético liberado por la pulpa y parcialmente retenido por los cotiledones de los
granos depende de la duracion de la fermentacion y el método de secado usado (17). Este acido es

el principal acido volatil presente en granos fermentados y secos (62).

No hay cambios significativos en la concentracion de acido oxalico y malico durante la
fermentacion y secado. El acido lactico tiene un incremento significativo durante la fermentacion y
el proceso de secado (55). La mayor concentracién de acido lactico se observa al tercer dia de
fermentacion (55). El acido citrico es el principal acido organico no volatil en granos fermentados y
secos (62). La concentracion de este acido baja durante el proceso de fermentacion y secado,

debido a que es metabolizado en acido acético, didxido de carbono y acido lactico (55).

2.2.3  Proteinas y aminoacidos

Cerca del 60 % del contenido de nitrogeno total de los granos fermentados es proteina y constituye
entre 10 — 15 % del peso seco del grano (17). El nitrogeno no proteico es encontrado en
aminoacidos, cerca del 0.3 % en forma de amida y un 0.02 % como amoniaco, el cual se forma
durante la fermentacion de los granos. Ademas se encuentra en forma de metilxantinas como
teobromina y cafeina. En granos de cacao sin fermentar, son detectadas muchas enzimas, pero la
mayoria se desactiva durante el procesado (17). Las proteinas en los granos de cacao se hidrolizan
en dos momentos: al comienzo de la fermentacion cuando el pH disminuye a un valor menor a 4 y
durante la fermentacion aerdbica cuando el pH es mayor a 5. Se sabe que los aminoéacidos libres
hidrofébicos, como leucina, fenilalanina, alanina y tirosina, contribuyen a la formacion del sabor a

cacao (63).
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2.2.4 Polifenoles

Los granos de cacao son ricos en polifenoles, los cuales contribuyen al 12 — 18 % del peso seco del
grano de cacao (64). En los granos de cacao sin fermentar, la cantidad de polifenoles es de
alrededor del 12 % en peso, mientras que en los granos fermentados es de 6 %. Los polifenoles son
utilizados para la defensa y proteccion de la planta, la cual los utiliza para repeler animales y
microorganismos. Los polifenoles de los granos de cacao también se encuentran asociados con el

color del chocolate y con su sabor astringente y amargo (65).

Los compuestos fendlicos astringentes estan contenidos en las células pigmentarias de los
cotiledones de cacao. Dependiendo de la cantidad de antocianinas de estas células pigmentarias,
estas pueden ser blancas o morado oscuro (66), lo que proporciona el color al grano de cacao sin

fermentar (Figura 1.1).

El grupo polifenodlico mas abundante en el cacao es el de las procianidinas (flavan-3-ol), cuyo peso
molecular varia de monomeros ((-)-epicatequina, (+)-catequina) a cadenas largas de polimeros con
grados de polimerizacion tan altos como decameros. Ademads, se han cuantificado en pequenas
cantidades, (+)-galocatequina y (-)-epigalocatequina. Las procianidinas son descritas como los
compuestos responsables de la actividad antioxidante de los granos de cacao. Dicha actividad puede
estar relacionada a su grado de polimerizacion (67). Su concentracion depende de la temperatura
durante el proceso de tostado (68). Los acidos hidroxibenzoicos ¢ hidroxicinamicos son

componentes minoritarios que también se encuentran presentes en el cacao (67).

El proceso de fermentacion reduce el contenido de polifenoles (51,56) y en consecuencia también la
actividad antioxidante de los granos de cacao y su astringencia. Asimismo también, la (-)-
epicatequina y la (+)-catequina disminuyen dependiendo de la extension de la fermentacion del
grano (48,51,68). A su vez, la degradacion de antocianinas durante la fermentacion modifica el
color de los granos, de purpuras a marrones. El contenido de polifenoles en los granos puede variar
de acuerdo a la variedad u origen del grano de cacao (67). El cacao de la variedad criollo, por
ejemplo, contiene entre el 30 — 60% de la cantidad de polifenoles del grano forastero. Este menor
contenido de polifenoles en los granos criollos se debe en parte a que el tejido del cotiledon de sus
granos permite la invasion rapida de los productos de degradacion de la pulpa de cacao y facilita la
fuga de compuestos fendlicos durante la fermentacion (69). Ademas, una alta actividad residual de
polifenoloxidasa y peroxidasa (tiempo mas corto de fermentacion) facilita una taza de oxidacion

mayor de los compuestos fendlicos en los granos de cacao criollo.
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2.2.5 Metilxantinas

Las metilxantinas de mayor importancia, no solo por sus caracteristicas organolépticas (sabor
amargo) (44,69,70) sino ademas por el alto contenido en el que existen en el grano de cacao, son la
teobromina (1 — 2 %) y la cafeina (0.2 %) (71,72), cuyas estructuras se muestran en la Figura 2.1.
Otra metilxantina de interés, por su efecto al sabor amargo del cacao, es la teofilina pero esta se

encuentra a nivel de trazas en el grano de cacao.

O CHs
R N
N
A A
o) N N
St

Teobromina R = H
Cafeina R=CHj;

Figura 2.1 Estructura quimica de la teobromina y la cafeina.

Es sabido que la teobromina se acumula en el grano durante el desarrollo final del fruto (60,71). Las
metilxantinas de los granos de cacao son liberadas junto con el acido acético que se forma durante
la fermentacion de los granos, difundiéndose del cotiledon a la cascara, ya que se encuentran
débilmente enlazadas a los taninos (69,71). Los porcentajes de teobromina y cafeina disminuyen de
un 20 — 25 % entre granos fermentados y sin fermentar, y con ello disminuye la astringencia y
amargor durante la fermentacién. Se ha demostrado, sin embargo, que la razén teobromina/cafeina
para un mismo genotipo es estable a través de diferentes tiempos de fermentacion y también durante

el tostado (73,74).

Es importante anadir que la razén teobromina/cafeina varia segin el genotipo del cacao (44,75) y
ello permite la distincion entre criollo, trinitario y forastero. El estudio de Brunetto del 2007 (44),
que se enfocd en determinar esta relacion en un grupo de muchas muestras, permitié la
discriminacion entre estos tres tipos de cacao. Esta relacion resulta del hecho de que el cacao
forastero tiene mas teobromina y mucho menos cafeina que el criollo (71). La variedad trinitario,
como producto del cruce forastero y criollo, al ser un hibrido, presenta un comportamiento

intermedio entre los anteriores, como se puede observar en la Figura 2.2.
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Figura 2.2 Relacion entre el contenido de metilxantinas y el genotipo de cacao (44)

En la Tabla 2.2 publicada por la industria de confiteria alemana (76) se reporta el contenido de
estas dos metilxantinas en granos fermentados, secos, descascarados y desgrasados de diferentes

zonas geograficas (44). En ella se evidencia la magnitud y variabilidad entre estos dos contenidos.

Tabla 2.2 Contenido de teobromina y cafeina en granos de
cacao de diversos paises

Teobromina % Cafeina %

Costa de Marfil 2.64-3.14 0.20-0.35
Ghana 2.65-3.21 0.21-0.29
Nigeria 2.65-3.44 0.10-0.28
Indonesia 1.83-3.12 0.21-0.83
Malasia 2.32 0.29

Papiia y Nueva Guinea 1.93-2.47 0.38 - 0.56
Camerun 3.48 0.15
Ecuador 2.04 -3.40 0.22-0.78
Venezuela 2.43-2.87 0.63-0.8

Fuente: German Cocoa and Chocolate Foundation (76)

La importancia del cuantificar el contenido de estas dos metilxantinas también se justifica pues a
través de este dato, utilizando un factor de conversion, se obtiene el contenido de los componentes
no grasos de los sélidos de cacao en el chocolate (77). Con este valor y el contenido de la manteca
se determina el porcentaje de solidos de cacao (78,79). La cuantificacion de estas metilxantinas es
clave para la industria cacaotera pues los productos de cacao y chocolate deben indicar el contenido

minimo de solidos de cacao en su etiquetado por regulacion de la Unién Europea con la directiva

2000/36/CE (80).
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2.2.6  Lipidos

La manteca de cacao es la grasa obtenida de los productos del cacao mediante: prensado (torsion de
los granos de cacao) y extraccion con solventes. Su contenido en los granos se encuentra en un
rango de 50 - 58 % (w/w). La manteca de cacao es de color amarillo palido y posee el olor y sabor
caracteristico de mazorcas de Theobroma cacao. Su consistencia es quebradiza a temperaturas
inferiores a 26 °C, pero por encima de este valor reblandece y funde. Puesto que el sabor
caracteristico natural del cacao es deseable en la industria, la manteca de cacao solo se somete a un
proceso de neutralizacidon y desodorizacion cuando la calidad de la manteca es mala, y esto solo
ocurre con materia prima, mazorcas de cacao, viejas o deterioradas. La manteca de cacao es

resistente a la oxidacion y al enranciamiento (81).

La manteca de cacao es una grasa solida de 32 a 35 °C (82), es considerada el compuesto mas
importante extraido de los granos de cacao. Es responsable de las caracteristicas de fusion del
chocolate, genera la dispersion de los otros constituyentes, y es responsable de la textura suave,
viscosidad, plasticidad y brillo (83,84) del mismo. Las manteca de cacao esta constituida por un 75
% de triglicéridos, un 17.5 % fosfolipidos y un 7.5 % glicolipidos (17). Las propiedades fisicas de
la manteca de cacao estan determinadas por los tipos de acidos grasos y su posicion en el

triglicérido.

Figura 2.3 Estructura quimica del glicerol, acido graso libre y triglicérido.

Estudios demuestran que las mantecas de cacao originarias de regiones con climas frios tienen
mayor cantidad de triglicéridos insaturados, responsable de un incremento en la “suavidad” de la
manteca de cacao que compromete su comportamiento de cristalizacion, especialmente durante la

industrializacion y distribucion del chocolate en areas tropicales (84—86).
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En la manteca de cacao hay tres acidos grasos principales que suponen cerca de un 95 % de los
acidos grasos presentes: 35 % de acido oleico (C18:1), 34 % acido estearico (C18:0) y 26 % acido
palmitico (C16:0). Un contenido alto de 4cidos grasos insaturados esta relacionado con una textura

suave (87).

Dado que el contenido de manteca de cacao no es afectado por el grado de fermentacion (73), su
perfil puede asociarse a origen (88). En el 2015 se acaba de demostrar, por ejemplo, que las
variaciones en el contenido de acido laurico, miristico, palmitico, margarico, heptadecenoico y
estearico pueden relacionarse con el origen geografico de la muestra (89). De igual forma la
investigacion de Lipp y Anklam (84) muestra que la manteca de cacao producida en Suramérica

contiene niveles significativamente mas altos de acido oleico en comparacion a la de Africa y Asia.

En la Tabla 2.3 se observan acidos grasos identificados en la manteca de cacao de granos

provenientes de Venezuela, Ecuador, Ghana y Brasil.

Tabla 2.3 Acidos grasos de granos de Theobroma cacao

= 3

= 72 g ~ 5 = | Acidos grasos de granos de Theobroma

go § 2 § @,@E cacao

: § é‘e 0 é y Acidos grasos

2

C10:0 Acido caprico
C12:0 |  Acido laurico
C14:0 |  Acido miristico
C15:0 Acido pentadecanoico
C15:1 Acido pentadecenoico
C16:0 Acido palmitico
Cl16:1 Acido palmitoleico
C17:0 Acido margarico
Cl17:1 Acido heptadecenoico
C18:0 Acido estearico
C18:1 Acido oleico
C18:2 Acido linoleico
C18:3 |  Acido linolénico
C20:0 Acido araquidico
C20:1 Acido eicosenoico
C22:0 |  Acido behénico
C24:0 Acido lignocérico
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2.3 Beneficios del cacao

En los ultimos afios, se ha determinado que el cacao y los productos del cacao, como el polvo de
cacao, chocolate oscuro y pasta de cacao, eliminan el desarrollo de lesiones ateroescleréticas
(92,93), ayudan a la disminucion de plaquetas (94), a incrementar el flujo sanguineo (95) e inhibir
la proliferacion de células humanas de cancer de mama (96) y tiene propiedades hipoglicémicas
(97). Ademas tiene un efecto protector contra las modificaciones por estrés oxidativo de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) (67) previniendo el dafio solar, incluyendo formacion de

arrugas y alteraciones histologicas (tejido conectivo y acumulacion de colageno) (98,99).

En un estudio de intervencion dietética se proporcioné evidencia de que el consumo regular de
flavonoles de cacao puede reducir la disfuncion cognitiva relacionada con la edad, posiblemente a

través de una mejora en la sensibilidad a la insulina (100).

Se sabe que las xantinas estimulan el sistema nervioso central, pueden afectar el sistema circulatorio
y tienen efectos broncodilatadores (asma). Las xantinas son absorbidas por el cuerpo humano casi
en un 100 % y aparecen en la sangre tras minutos después de la ingestion (101). Por ello, la
teobromina puede disminuir la presion arterial tras una hora de consumo (102). También se ha
reportado que fortalece el esmalte de los dientes, remineralizandolos (103). La cafeina, por otro
lado es una metilxantina que tras su digestion llega con facilidad al sistema nervioso central e

induce el estado de alerta por su interaccion con los receptores de adenosina (104).

Entre los beneficios que podemos resaltar dentro de los 4cidos grasos que se encuentran presentes
en el cacao en altas concentraciones, tenemos un estudio clinico reciente que sugiere que el 4cido
estéarico (C18:0), es un tipo de grasa saturada no colesterémica ni aterogénica (105). Con respecto
a los 4cidos mono-insaturados, el 4cido oleico (C18:1), por ejemplo, se lo asocia con la disminucion
de los niveles de colesterol LDL. Evidencia cientifica demuestra que el acido oleico presente en los
alimentos tiene un efecto preventivo en enfermedades cronicas (como cardiovasculares, cancer,
decaimiento cognitivo relacionado con la edad) y puede incrementar la longevidad (106). Hay
evidencia cientifica que demuestra que el consumo diario de acidos grasos C18:2 y C18:3 tiene un

efecto protector contra el cancer, diabetes y funciones inmunes (107,108).
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2.4  Metodologia cuantitativa en el analisis quimico de cacao

La metodologia utilizada en el analisis de metabolitos en productos de cacao es diversa. Las
técnicas usuales de cuantificacién son cromatografia liquida de alta performance (HPLC) acoplado
a un detector. La fase estacionaria suele ser una columna de fase reversa (C8, C12, C18) y, la fase
movil, por lo general es una mezcla de solvente acuoso (buffer acido, neutro o basico) y solvente
organico (acetonitrilo o metanol). Esta técnica separativa se asocia con detectores, como el arreglo
de diodos (DAD), detector de fluorescencia (FD) y espectrometro de masas (MS). Una nueva
alternativa recientemente utilizada en el estudio del cacao es la espectroscopia de resonancia

magnética nuclear (RMN) (109).

Particularmente, los carbohidratos y acidos organicos presentes en el cacao han sido estudiados
mediante HPLC-DAD (110) y HPLC acoplado a un detector de indice de refraccion diferencial
(111,112). También, son comunes el analisis por cromatografia de intercambio i6nico con deteccion
electroquimica en productos de cacao (59,113). Ademas, pueden ser cuantificados por
cromatografia de gases con detector de masas (GC-MS) (21,114), previa sililacion. Recientemente,
acidos organicos en granos de cacao han podido ser evaluados por espectroscopia de infrarojo

cercano (NIR) (115) y RMN (109,116), ambas técnicas no separativas.

En el caso de los polifenoles, su presencia ha sido evaluada también por HPLC-DAD
(117,118,79,119-121), asi como HPLC-FD (48,122-124) y HPLC-MS (56,67,125—128). Se han
desarrollado métodos basados en NIR (75,115,129) y recientemente espectroscopia de resonancia

magnética nuclear (RMN) (109) para su identificacion.

De igual forma, en productos de cacao, la metodologia oficial para la cuantificacion de alcaloides
(teobromina y cafeina) es la cromatografia liquida (HPLC-DAD) (130). La deteccion suele ser por
espectroscopia de absorcion ultravioleta (44,69,131,132), por espectrometria de masas (60,67,112)
y por amperimetria (133). Se han desarrollado métodos cuantitativos alternativos para la
cuantificacion de metilxantinas en este tipo de muestras como: espectroscopia de absorcion

ultravioleta (134), NIR (75,115,135), espectrofotometria cinética (136) y de RMN (109).

Por otro lado, los acidos grasos en el cacao han sido estudiados mediante cromatografia de gases
con detector de ionizacion de llama (GC/FID), previa metilacion (59,137) o analizados por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC - MS) (138). El primero es el método

oficial de analisis (139), aunque es considerado largo y dificil de automatizar. Una alternativa valida
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para el caso de los lipidos es la espectrometria de masas por electroaspersion (ESI-MS). El proceso
de ionizacion en esta variante es mas suave y permite obtener informacion estructural mas completa
que GC-MS, sin la necesidad de la derivatizacion quimica. Esta técnica ya ha demostrado ser muy
util en la caracterizacion de aceites (140), biodiésel (141,142) y la determinacion de la composicion
de acidos grasos en aceites y grasas (143). Otra alternativa que ha demostrado ser util en la
determinacion del grado de insaturacion en grasas (144—147), en el monitoreo de oxidacion de
margarinas (148) y en la identificacion de adulteraciones (149) en aceites, es la resonancia
magnética nuclear. Este método cuenta con la ventaja de no requerir mayor tratamiento de la

muestra para su analisis (RMN).

Teniendo en cuenta la importancia de la cafeina y la teobromina, asi como la composicion relativa
de los acidos grasos en el grano de cacao, tanto como biomarcadores de 1) propiedades
organolépticas, 2) de origen y 3) de nutricioén, en este trabajo se propone cuantificar a estas dos
metilxantinas mayoritarias empleando metodologia HPLC-DAD basada en parte en el método
oficial para este tipo de muestra (130). La identificacion del perfil metabolomico de acidos grasos
de la manteca de cacao a través de espectrometria de masas (ESI-MS) en muestras de cacao criollo

y trinitario. También se abordara el estudio mediante resonancia magnética nuclear (RMN).
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1  Reactivos, materiales, equipos e instrumentos
3.1.1 Reactivos

Todos los solventes y reactivos fueron grado HPLC, a menos que se indique lo contrario. Metanol,
etanol, acetato de amonio (grado ACS), KOH (grado ACS), HCI fueron suministrados por JT Baker
(Phillipsburg, NJ, USA). El agua fue purificada (calidad 18 MQcm™) con un sistema Milli-Q
(Thermo Scientific, Barnstead Nanopure). La teobromina, cafeina, acido galico, acido
protocatéquico, acido p-hidroxibenzoico, acido clorogénico, acido cafeico, acido p-cumarico, acido
ferulico fueron suministrados por Sigma (St. Louis, MO), mientras que el acido formico fue

adquirido de Merck. El heptano fue suplido por TEDIA (Fairfield, OH).

3.1.2 Materiales

Los granos de cacao (Theobroma cacao) secos fermentados estudiados provienen de 12
cooperativas de agricultores productores de cacao, colectadas en siete departamentos distintos del
pais: Ayacucho, Hudnuco, Junin, Piura, San Martin, Tumbes y Ucayali. Estas muestras fueron
adquiridas en Lima en los eventos 5to Salon de Cacao y Chocolate (SCCH), en el Salon del Cacao

Peruano de la 6ta Expoalimentaria (EA), 4ta edicion Expo Café Peru (EC).
3.1.3 Instrumentacion

Los espectros de fluorescencia fueron realizados con el espectrofluorimetro-Perkin Elmer LS 55

utilizando las celdas de cuarzo Perkin Elmer modelo B0631118.

Los analisis de HPLC fueron realizados con un equipo Agilent Technologies 1200 Series:
degasificador (G1379B), bomba binaria (G1312A), portador de muestra (G1329B), horno de
columna (G1316A), detector UV-VIS (G1315D), detector de fluorescencia (G1321A), controlado
por el software OpenLAB. La columna usada fue la Zorbax Eclipse C18 de dimensiones 4.6 x 150
mm y 5 pum de tamafio de particula. Ademas se us6 un sistema de HPLC LaChrom D-7000 Merck-
Hitachi, con software HSM 7000 (version 4.0, Merck-Hitachi) y columna Zorbax Eclipse. Los
componentes con los que cuenta el equipo son: desgasificador de solvente en linea Merck L-7612,
interfase D-7000 Merck-Hitachi, bomba cuaternaria LaChrom L-7100 Merck-Hitachi, horno para
columna L-7350, inyector Rheodyne 9125 y detector de arreglo de diodos UV-VIS L-7450A.
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Los experimentos ESI-MS se llevaron a cabo en un equipo Bruker Daltonics Esquire 6000 Ion Trap,
controlado con el software Compass 1.3 para Esquirre/HCT software (Bruker Daltonic GmbH) para
la ionizacion electrospray (ESI). El sistema HPLC es el mismo que el descrito para el HPLC-DAD
Agilent.

Los experimentos de RMN se llevaron a cabo en un equipo Bruker Ascend'™ 500, consola Avance

III HD, y controlador de temperatura BCU 140 - 50.
3.2  Metodologia

3.2.1 Determinacion de humedad y pH de granos de cacao

El contenido de humedad fue determinado empleando el método oficial de la AOAC 931.04, en una
sola muestra de cacao. Dos gramos (2 g) de la muestra molida sin cascara fueron secados a 100 °C
en un horno (Binder) hasta peso constante (24 h). El contenido de pH fue determinado empleando el
método oficial de la AOAC 970.21, en todas las muestras de cacao. Diez gramos (10 g) de la
muestra molida sin cascara se extrajeron con 90 mL de agua hirviendo, se filtré e inmediatamente
después de alcanzar 20 °C, se determinoé el pH (pHmetro Orion modelo 420 A, electrodo triode

Orion modelo 91 - 07 BN).

3.2.2 Extraccion de manteca de cacao

Los granos de cacao se congelaron en N, liquido por 30 min y se liofilizaron (liofilizador
LABCONCO, Freeze Dry System/FreeZone 4.5) por 72 horas a 50 x 10~ mbar. Se reportd la
humedad. Seguidamente, se procedi6 a descascarar manualmente los granos y se reportd el
porcentaje de céascara. Por ultimo, se procedi6é a pulverizar en molino eléctrico (Sigma Aldrich,
modelo Z278181) previo congelado en N, liquido. Cinco gramos (5 g) de la muestra seca y molida
fueron macerados y sonicados (Symphony VWR) con hexano o heptano (50 mL, 15 min x 3 veces).
Los tres extractos, una vez separados por filtracién del marco, fueron combinados y rotaevaporados
bajo presion reducida a 40 °C y 100 mbar quedando la manteca de cacao (aprox 1.8 a 2.5 gramos)
libre de solvente. Tanto el marco (polvo de cacao) como la manteca de cacao se almacenaron a -30
°C hasta su uso. Para la prueba de reproducibilidad del método (n = 5) se utilizé 10 g de muestra y
hexano como solvente. Para la extraccion de las 15 muestras el procedimiento se realizo tres veces,

y con heptano como solvente.
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3.23

3.2.4  Preparacion de extracto metandlico de cacao

Se implementaron 4 protocolos para la extraccion de metilxantinas, del marco obtenido después del
desengrasado, empleando metanol:agua (70:30) de solvente y guardando una relacion soélido

solvente de 1 a 10.
Meétodo 1 (Clasico)

Un gramo (1 g) del marco o polvo de cacao fue macerado y extraido por agitacion (Agitador
Unimax 1010 Heidolph Instruments) con metanol:agua (70:30) (10 mL, 5 min x 3 veces 24 horas a
200 RPM). Los tres extractos una vez separados por centrifugado a 1000 g x 10 min, fueron
combinados y se enrasaron en una fiola de 50 mL con mezcla metanol:agua (70:30). Se filtré6 con
Millex HV (PVDF) de 0.45 um. Se almaceno a - 30 °C hasta el dia de su analisis por HPLC-DAD
(acapite 3.2.4.1 método 2).

Método 2 (Microonda)

Un gramo (1 g) del marco o polvo de cacao fue macerado y extraido por microonda (Microondas
Monowave 300 Anton Paar GmbH) con metanol:agua (70:30) (10 mL, 5 min x 3 veces a 98 °C y
1000 RPM). Los tres extractos una vez separados por centrifugado a 1000 g x 10 min, fueron
combinados y se enrasaron en una fiola de 50 mL con mezcla metanol:agua (70:30). Se filtro con
Millex HV (PVDF) de 0.45 um. Se almacen6 a - 30 °C hasta el dia de su analisis por HPLC-DAD
(acapite 3.2.4.1 método 2).

Método 3 (Sonicado)

Un gramo (1 g) del marco o polvo de cacao fue macerado y sonicado con metanol:agua (70:30) (10
mL, 30 min x 3 veces). Los tres extractos una vez separados por centrifugado a 1000 g x 10 min,
fueron combinados y se enrasaron en una fiola de 50 mL con mezcla metanol:agua (70:30). Se filtro
con Millex HV (PVDF) de 0.45 pm. Se almacen6 a - 30 °C hasta el dia de su analisis por HPLC-
DAD (acapite 3.2.4.1 método 2).

Método 4 (Sonicado proceso acortado)

El marco o polvo de cacao (0.7 g) se resuspendio y sonico en metanol:agua (70:30) (7 mL, 30 min).
Se centrifugo la suspension (centrifuga Sorvall Biofuge Stratos) a 10000 x g por 10 min. El extracto

fue enrasado en una fiola 10 mL con mezcla de metanol:agua (70:30). Se filtr6 con Millex Hv
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(PVDF) de 0.45 um y se prepar6 una dilucion 1/10 con mezcla de metanol:agua (70:30). Se
almacend -30 °C hasta el dia de su analisis por HPLC-DAD (acapite 3.2.4.2).

3.2.5 Analisis HPLC del extracto metandlico de cacao

3.2.4.1 Analisis Cualitativo

Se desarrollaron 3 métodos para la separacion de metilxantinas, todos empleando como columna a
la Zorbax Eclipse C18 (4.6 x 150 mm, 5 pm). La fase movil empleada para la separacion fue una
mezcla de dos solventes: A (acido foérmico al 0.1%, pH 2.7) y B (metanol con 0.1% de acido
formico), a un flujo de 1.0 mL/min. El volumen de inyeccion fue de 10 4L y la temperatura de
separacion 30 °C. Se identificaron los picos cromatograficos adquiridos a 254 nm (ac.
protocatéquico, ac. p-hidrozibenzoico y ac. vanilico), a 270 nm (ac. galico, teobromina, cafeina) y
320 nm (ac. clorogénico, ac. cafeico, ac. p-cumarico, ac. ferulico) por inyeccion previa de los
estandares. Ademas, se recolectd el espectro UV de 220 a 400 nm. En las muestras todos los
compuestos, se identificaron por comparacion de tiempos de retencién y data espectral de los

estandares.
Método 1 (70 minutos):

Las muestras se analizaron con un sistema HPLC Hitachi que comprende una bomba cuaternaria,
inyector y detector de arreglo de diodos. El programa de gradiente de elucion fue: 5% Ba 5 % B
en20min, 5% Bal0% Benl5min, 10% Bal0% Ben5min, 10% Bal5% Ben 10 min,
15%Bal5% Ben5min, 15% B a25% B en5 min, 25 % Ba25 % B en 10 min.

Método 2 (50 minutos):

Las muestras se analizaron con un sistema HPLC Agilent que comprende una bomba binaria,
autosampler, detector UV-VIS y un detector de fluorescencia. El programa de gradiente de elucion
fue:0% Ba5%Benl1l0min, 5% Ba 10 % Ben 10 min, 10 % Ba 10 % B en 10 min, 10 % B a
25 % B en 10 min, 25 % B a 25 % B en 10 min. Se configur6 una tabla de tiempo para identificar

algunos compuestos por fluorescencia (150).
Método 3 (13 minutos):

Las muestras se analizaron con un sistema HPLC Agilent que comprende una bomba binaria,

portador de muestra, DAD y un detector de fluorescencia. Se escogidé un método isocratico de 13
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min con 20 % de fase B (metanol con 0.1 % de acido formico), a un flujo de 1.0 mL/min y

temperatura 30 °C.

3.2.4.2 Analisis Cuantitativo

Las curvas estandar de teobromina y cafeina se prepararon con seis puntos empleando el método 3
del acapite anterior. Para ello, se disolvio teobromina (0.05 g) en 50 mL de agua hirviendo, se le
agrego cafeina (0.02 g) disuelta en 40 mL de agua y se sonico la mezcla hasta disolucion. La mezcla
se enraso en una fiola de 100 mL. La soluciéon madre se preparo de la siguiente manera: 15 mL de la
solucion acuosa se lleva a un volumen de 50 mL en fiola con metanol. A partir de esta solucion se
preparan las 5 soluciones restantes: 3 mL en 10 mL, 2 mL en 10 mL, 1 mL en 10 mL, 0.5 mL en 10
mL y 0.5 mL en 100 mL. Se enrasa, en cada caso, con metanol agua 70:30. Las soluciones se
analizaron por HPLC a 270 nm. El volumen inyectado fue de 10 uL. La preparacion de la curva se
repitid cinco veces (n=5). La linealidad fue verificada con un analisis de regresion lineal. La
precision, intradia e interdia (n=5) fue confirmada con una concentracion de 44.325 pug/mL para la

teobromina y de 18 ug/mL para la cafeina.

Los 15 extractos metanolicos de cacao (preparados en acapite 3.2.2 método 4) fueron analizados por
triplicado. La concentracion de teobromina y cafeina en cada una de las muestras fue calculada del

area promedio empleando las curvas estandar correspondientes.
3.2.6  Espectros de emision y excitacion

Se usé un espectrofluorimetro-Perkin Elmer LS 55 para obtener los espectros de emision y
excitacion de los compuestos de interés disueltos en 20% metanol con acido férmico al 0.1% pH
2.7. La velocidad de escaneo fue de 500 nm/min, el ancho de rendija de excitacion y emision fue de
15 nm. Los compuestos se evaluaron a concentraciones entre 1.1 x 10” Molar y 8.9 x 10 Molar. El
blanco utilizado contiene metanol, agua y acido férmico en la siguiente proporcion en volumen

20:79.9:0.1
3.2.7  Anailisis cualitativo de extracto metandlico por LC-MS

Se hizo un andlisis LC-MS de un extracto metanolico de cacao utilizando las condiciones del
método 2 - Agilent en el apartado 3.2.4. Para separar los componentes, se usé una velocidad de
flujo de 1.0 mL/min y se llevo a cabo el andlisis con una columna Zorbax Eclipse C18 (4.6 x 150
mm, 5 pm). La temperatura de separacion fue de 40 °C. Se us6 un separador para regular el flujo

de entrada al masas a 0.3 mL/min. El espectro de masas fue obtenido en el modo negativo con un
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masa objetivo de 300 m/z y rango de escaneo de 100 a 1000 m/z. Las condiciones de ionizacion
fueron: gas de secado (N,) flujo 540 L/h; presion del nebulizador 400 psi, y temperatura de
nebulizacion 365 °C. Se us6 el método de ionizacion negativa para la deteccion de los acidos

fenodlicos y el modo positivo para la deteccion de metilxantinas.
3.2.8 Preparacion de muestra de manteca de cacao para analisis ESI-MS

La manteca de cacao, se tratd de acuerdo a lo reportado por Kurata, Yamaguchi y Nagai (143), con
algunas modificaciones. Se fundié la manteca de cacao. Se pes6 0.1 g de la manteca fundida en un
tubo microonda G10 al cual se le afiadio 2 mL. de KOH etandlico 0.5 M (al 95 % etandlico) y se
agitd (Vortex) a 1800 rpm por 1 min. La muestra fue saponificada en microondas (equipo
Monowave 300 Anton Paar GmbH) a 130 °C, temperatura que se mantuvo por 10 min. La muestra
se dejo que enfriard hasta 40 °C bajo agitacion de 1000 rpm. Se afiadié 2 mL de HCI 0.5 M. La
muestra fue agitada por 1 min a 1800 rpm y luego fue enrasada con etanol en una fiola de 5 mL. Se
filtré con filtro de PTFE de 0.2 um. Se tomaron 100 pL de esta solucion para enrasar en fiola de 1
mL con etanol. Esta muestra fue utilizada para el analisis ESI-MS, discutido en el apartado

siguiente.
3.2.9  Anailisis de manteca de cacao por ESI-MS

Para los experimentos de infusion directa se colocaron 200 pL, de cada una de las muestras
preparadas en el acapite anterior, en un vial con inserto. Se inyectaron 2 uL directamente al
espectrometro de masas a un flujo de 0.2 mL/min isocratico: 90 % metanol con acetato de amonio
8 mM (B) y 10% acetato de amonio 8 mM (A). La duracion del método fue de 2 min. Las
condiciones de ionizacion fueron: gas de secado (N;) flujo 540 L / h; presion del nebulizador 400
psi y temperatura de nebulizacién 365 °C. Se usé el método de ionizaciébn negativa para la
deteccion de los acidos grasos. Los espectros de masas fueron obtenidos bajo las siguientes
condiciones: modo negativo con una masa objetivo de 300 m/z en un rango de escaneo de 100 a 600

m/z.
3.2.10 Preparacion del extracto metandlico para RMN

El marco o polvo de cacao generado en el apartado 3.2.1 (0.7 g) fue extraido bajo sonicacion con
metanol:agua 70:30 (7 mL, 30 min x 3 veces consecutivas). El sobrenadante se recuperd
centrifugando a 7000 g x 10 min, los extractos fueron combinados y el metanol rotovaporado bajo
presion reducida a 40 °C y 100 mbar. Este extracto acuoso se congeld en N, liquido y liofilizo. Se

obtuvo un polvo color crema (aprox. 200 mg). Cuarenta miligramos (40 mg) de muestra fue
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disuelta en 600 pL de una solucién de D,0:CD;OD (4:1). El espectro de 'H-RMN fue adquirido
con una ganancia del receptor (RG) constante de 64 con un tiempo de relajamiento (d1) de 1
segundo. Se adquirieron 16 escaneos ademas de los 8 escaneos de sefiuelo y el pulso usado fue de
30 grados. El procesamiento se realizd con una transformada de Fourier empleando un
ensanchamiento de banda (LB) de 0.3 Hz por cada FID obtenida. La correccion de fase se llevo a
cabo manualmente y la correccion de linea base fue automatica. Los espectros bidimensionales

fueron adquiridos con los parametros predeterminados.
3.2.11 Preparacion del extracto lipidico para RMN

La muestra de grasa generada en el apartado 3.2.1 (120 mg) fue disuelta en cloroformo deuterado
(600 pL). El espectro de 'H-RMN fue adquirido con una ganancia del receptor (RG) constante de 1
con un tiempo de relajamiento (d1) de 1 segundo. Se adquirieron 176 escancos ademas de los 8
escaneos de sefiuelo y un pulso de 30 grados. El procesamiento se realizé con una transformada de
Fourier empleando un ensanchamiento de banda (LB) de 0.3 Hz por cada FID obtenida. La
correccion de fase se llevd a cabo manualmente y la correccion de linea base fue automatica. Los
espectros bidimensionales fueron adquiridos con los parametros predeterminados. El calculo del
grado de instauracion se realizo a través de las siguientes formulas (151) empleando las areas de los

hidrégenos segun asignacién en Figura 4.9.
. - Hy
Porcentaje de acidos saturados (% AS) = (1 — ﬁ)xloo%
g

2H,
Porcentaje de acido linoleico(% C18:2) = #xlOO%
9

Her
Porcentaje de acido linolénico (% C18:3) = ﬁwa%
g

Porcentaje de acidos polinsaturados (% API) = % C18:2+ % C18:3

H
Porcentaje de dcidos monoinsaturados (% AMI) = #xlOO%
g

Porcentaje de acidos insaturados (% AI) = % AMI + % API

donde:
H,= area de atomos de hidrégeno del metileno asociado al grupo etileno.

H

4= area de atomos de hidrogeno de los metilenos asociados al grupo glicerol.

H= area de atomos de hidrogeno del metileno puente entre unidades etilénicas de acido linoleico.

H 1= drea de atomos de hidrogeno del metileno puente entre unidades etilénicas de acido linolénico.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Este estudio comprende el analisis quimico, basado en HPLC-DAD-FD y espectroscopia de masas
— electrospray, de 15 muestras de cacao provenientes de diversas regiones y sometidas a diferentes
procesos de pos-cosecha, Tabla 4.1. También se evaluaron las muestras mediante resonancia
magnética de proton. El trabajo consta de dos etapas, preparacion del extracto (grasas y
metilxantinas), que involucra etapas previas como el secado y el pelado, y el analisis quimico de los

extractos de interés.
4.1 Preparacion de los extractos bajo estudio: grasas y metilxantinas.
4.1.1 Secado y pelado

El proceso de secado se realizdé mediante liofilizacion a 72 h 'y 96 h, demostrandose que con 72 h se
lograba constancia en el peso. La humedad de todas las muestras fue determinada a esas
condiciones, ver Tabla 4.1. Existe un método para la determinacion de la humedad, AOAC 931.04,
el cual establece moler 10 g de granos de Theobroma cacao hasta un tamaino de particula menor de
5 mm y colocar el material en una estufa a 103 °C por 16 horas. Dado que este método emplea
temperatura y tiempo de exposicion altos es probable que algunos compuestos (como el acido
acético, por ejemplo) se evaporen y otros se oxiden. Por ello, se optoé por un método de secado mas
suave. Sin embargo, como ejercicio, se aplico el método AOAC 931.04 a una sola muestra de
cacao (M10) y se registr6 el valor de humedad de esta, 6.2 % (n=5). Este valor difiere del reportado
en la Tabla 4.1, pero permite catalogar al grano dentro del rango ideal de 6.5 — 6 % (19).

En cuanto al porcentaje de céscara, este parametro es importante, pues se ha demostrado que se
encuentra asociado a la operaciones pos-cosecha: sin fermentar 14.3%, fermentado 13.5%, sobre-
fermentado 12.3% y germinado 5% (152). Nuestros resultados, también presentados en la Tabla 4.1

sugieren diferencias.

Se observo que de las cuatro muestras de grano criollo evaluadas, solo los granos de Piura (M7 y
MS) y Tumbes (M12), tienen un porcentaje de cascara del 16%. El criollo de Junin (M6) no cumple
con esta observacion. Se sabe que el proceso de fermentacion y secado del grano criollo es mas
suave que el del trinitario y forastero (69,153), lo cual explica en cierta medida los resultados aqui
presentados. Sin embargo, dado que no se conoce mayor detalle de las etapas por las que cada una

de estas muestras ha pasado es dificil concluir.
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Tabla 4.1 Humedad, porcentaje de cascara y grasa en granos de Theobroma cacao

M Lugar de COO0 F* (Dias) S* (Dias) Variedad % Humedad % Cascara® % Grasa"
Procedencia
1 Ayacucho COO1 6 5 Chuncho 3.41 10.39 51.93
2 Huanuco C0O02 7 4as Injerto 3.25 9.31 48.11
3 Huénuco CO03 5 4a5 CCNS51 3.06 9.11 40.86
4 Huénuco CO03 6 4a5 CCNS51 3.02 10.34 48.06
5 Huénuco CO03 7 4a5 CCNS51 3.5 11.83 47.88
6 Junin CO04 7 4a5 Criollo 2.44 10.37 44.88
7 Piura COO05 D D Criollo 2.63 16.09 37.5
8 Piura CO06 D D Criollo 2.76 16.37 43.23
9 San Martin CO0O7 7a8 4 CYP99 3.17 10.95 41.9
10 San Martin CO07 7a8 4 CYP99 4.33 10.17 44.6
11 San Martin COO08 6a7 5 Mezcla 4.53 11.08 44.38
12 Tumbes CO09 7 7 Criollo 4.39 16.25 40.52
13 Ucayali COO010 D D - 3.98 10.08 38.46
14 Ucayali COO011 6 4as CCN51 4.52 12.2 44.7
15 Ucayali COO012 D D - 3.63 10.06 42.58

*F = fermentado, S = secado; ® en base a peso seco, COO= Cooperativa

CCN51 y CYP99 son cultivares de cacao trinitario segun lo indicado por el proveedor.
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4.1.2 Extraccion de grasas

La separacion de la manteca de cacao se realizé empleando un solvente apolar como el hexano,
segun lo descrito en el acapite 3.2.2. Dado que varios laboratorios emplean extraccion por
sonicacion (124,126,154) se adaptdo este procedimiento en nuestro estudio empleando las
proporciones clasicas de 1 g con 10 mL, por tres veces consecutivas, a temperatura ambiente por 15
min. Los resultados, Tabla 4.2 indican un porcentaje de grasa ligeramente mayor al 40 %. Los
valores esperados de grasa en cacao oscilan entre el rango de 40 a 50 % (84). Dada el alto valor de
E3, con respecto a E2, es claro que el proceso de extraccion no ha sido exhaustivo. Este resultado
no interfiere con el propdsito del estudio y por ello no se ha invertido mas tiempo en optimizar estas

condiciones.

Tabla 4.2 Grasa extraida de 10 g de granos de cacao seco mediante
tres procesos consecutivos (E1, E2, E3) de extraccion por sonicado

empleando hexano

El E2 E3 Total (g/100 g)
n
1 3.45 0.37 0.28 41.1
2 3.38 0.46 0.36 42.1
3 3.46 0.35 0.39 42.2

Solvente= hexano

Habiendo decidido por el protocolo de extraccion se demostrd reproducibilidad repitiendo el
proceso cinco veces, con esta misma muestra, obteniéndose un porcentaje de grasa promedio de

41.2 % con una desviacion estandar de 0.86 y un porcentaje de varianza de 2 %.

Dado que no se contaba con suficiente hexano para el procesamiento de todas las muestras se optd
por usar heptano, un solvente empleado por otros en la extraccion de grasas del cacao (128,155) y
reportado como menos toxico (156). El uso de heptano también es una alternativa atractiva pues no
es un reactivo fiscalizado por el estado, por lo tanto se encuentra mas accesible. Sin embargo, se
debe tener en cuenta que su punto de ebullicion es mas alto que el del hexano (cerca de 20 grados
centigrados de diferencia) y es un liquido mas denso (156). Debido a estas diferencias
fisicoquimicas se decidi6 comparar la capacidad extractiva de ambos solventes, extrayendo una
misma muestra de cacao (E1+E2+E3). Con el hexano se extrajo el 41.2 % de grasa mientras que,

con el heptano tan solo 37.5 % de grasa. Esta menor capacidad extractiva ya ha sido reportada por
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otros (157). Teniendo esto en cuenta, todas las 15 muestras fueron extraidas con heptano tres veces

para asi poder ser comparadas entre si.

Resultados en la literatura confirman que la grasa es el principal componente de los granos de
cacao. El contenido de manteca de cacao de granos secos sin fermentar y fermentados de China,
Indonesia y Papua Nueva Guinea varia de 39.24 % a 53.67 %, extraidos con soxhlet y éter de
petrdleo como solvente (63). En este estudio (Tabla 4.1), las muestras de granos de cacao reportan
un porcentaje de grasa que varia de 38.46 % a 51.93 %. Resalta el bajo contenido de grasa (37.5 %)
de la muestra de grano criollo de Piura-Alto Piura, valor que coincide con la informacion disponible

para cacao criollo: contenido de grasa entre 33.2 % a 54.9 % (75).

4.1.3 Extraccion de metilxantinas

El proceso de extraccion de metilxantinas se realizdé extrayendo el marco obtenido después del
desengrasado, también guardando la relacion de 1 a 10 seglin acapite 3.2.3. Se evaluaron tres
métodos: clasico (3 veces consecutivas x 24 h), sonicado (3 veces consecutivas x 30 min) y micro
ondas (3 veces consecutivas X 5 min a 98 °C). La eficiencia de estos métodos en extraer teobromina
y cafeina fue evaluada mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) acoplada a arreglo
de diodos (DAD), descrita en el acapite 3.2.4, haciendo uso del area bajo cada una de las sefiales.

Este estudio previo se realizé con una muestra de cacao de prueba.

Tabla 4.3 Evaluacion de la eficiencia de tres métodos de extraccion de cacao mediante HPLC-
DAD (A =270 nm)*

Areas de teobromina Areas de cafeina
n Clasico Sonicado Microondas Clasico Sonicado Microondas
1 5476315 5521863 5341895 1543365 1561110 1512790
2 5312885 5429217 5470900 1516147 1538227 1549800
3 5366470 5588635 5297590 1545490 1590825 1494040
Promedio 5385223 5513238 5370128 1535001 1563387 1518877
% CV 1.5 1.5 1.7 1.1 1.7 1.9

*Equipo HPLC Lacrom Hitachi: Gradiente: 0 % B a5 % B en 10 min, 5% B a 10 % B en 10 min, 10 % B a 10 % B
en 10 min, 10 % B a 25 % B en 10 min, 25 % B a 25 % B en 10 min. 50 min; % CV = Coeficiente de variacion

De estos resultados se concluye que nuestros procesos son reproducibles (% CV < 2) y que con
cualquiera de ellos la extraccion es comparable. Se optd por el método de sonicado (158) para la

preparacion de todos las muestras de cacao, ya que este es el método mas rapido y sencillo.
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Ademas, en un afan de acortar tiempos, se evaluo la eficiencia de la extraccion de teobromina y
cafeina por sonicado, y se demostrd que con una sola extraccion (159) se logra obtener el 61% de lo
extraido con las tres extracciones consecutivas. Se optd por esta modalidad (sonicado 30 min una

sola extraccion) para el tratamiento de las 15 muestras de cacao.

4.2 Analisis quimico de las muestras de cacao: metilxantinas y grasas.

4.2.1 Estudio cualitativo y cuantitativo del extracto metandlico mediante HPLC-DAD-
FD y LC-MS

El gradiente optimizado de HPLC-DAD (Tabla 4.3, Figura 4.1) permitio la separacion en 50 min
no tan solo de teobromina y cafeina sino también del acido galico, acido protocatéquico, acido p-
hidrozibenzoico, acido vanilico, acido cafeico, acido clorogénico, acido p-cumarico y acido
ferulico, todo ellos compuestos reportados en el cacao, y por ello considerados en nuestro analisis.

Para la deteccion de estos compuestos se escogieron longitudes de onda de 270, 254 y 320 nm.

En la Figura 4.1 se muestra el cromatograma obtenido usando como fase movil: A: Agua al 0.1 %
de acido formico y B: Metanol al 0.1 % de acido formico. Ambas soluciones fueron ajustadas a un

pH de 2.70 (131).

Figura 4.1 Cromatograma de separacion de 10 estandares a 270 nm en 50 min a 30 °C (Hitachi)

Para definir las condiciones Optimas se vario tanto la gradiente como la temperatura. Solo se logro

separar a los 10 compuestos con dos gradientes distintas, una de 50 min y otra de 70 min. Se
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probaron cerca de seis otras combinaciones de gradiente y con todas ellas se observo solapamiento.
Se optd por tanto por la gradiente de S0 min: 0 % Ba 5 % B en 10 min, 5 % B a 10 % B en 10 min,
10% Ba10% B en 10 min, 10 % B a 25 % B en 10 min, 25 % B a 25 % B en 10 min.

Ya habiendo definido la gradiente se evalué el efecto de la temperatura a 20, 30 y 40 °C en la
definicion de los picos. Los resultados se muestran en la Figura 4.2. Se observa que a 20 °C se
superpone el pico de acido cafeico y el del acido clorogénico (t, = 40.372 min, A = 270) mientras
que con el método a 40 °C se obtuvo una separacion entre los picos mayor a 2.6 min (acido cafeico,

t=30.978 min, y el acido clorogénico, t, = 33.664 min, ambos medidos a A =270).

Figura 4.2 Efecto de la temperatura en la separacion de los 10 compuestos de interés (20 °C, 30 °Cy 40 °C)

Dado que el método a 30 °C produce resoluciones similares a las obtenidas a 40 °C, para los
compuestos de interés, se optd por esta temperatura, en parte para garantizar la vida 1til de la
columna Zorbax Eclipse XDB-C18 (160) y también por el bajo punto de ebulliciéon del metanol
(p-eb. 65°C). Sin embargo, es importante resaltar que a 40 °C se observa mejor separacion entre

impurezas inherentes a los estandares (t, = 40.32, 41.81 y 47.29 min).
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Habiendo establecido el proceso de extraccion y el método de separacion cromatografica 6ptimo se
procedio a analizar las 15 muestras. Las longitudes de onda maximas de absorcion empleadas
fueron 270, 254, 320 nm. Dado que se observo que tan solo la teobromina y cafeina se encontraban
en cantidades detectables por UV, se decidid6 monitorear a los otros ocho compuestos por

fluorescencia, técnica de mejor limite de deteccion y selectividad.

Para definir las condiciones optimas de fluorescencia de cada uno de los compuestos de interés se
procedio a registrar el espectro de emision y excitacion de cada uno de los estandares. Los valores
de longitudes de onda maximas de emision (A.,) y de maxima excitacion (A.) obtenidos en el
espectrofluorimetro Perkin Elmer LS55 se compararon con los obtenidos de las graficas de

isoabsorbancia registradas a través detector de fluorescencia G1321A del instrumento de HPLC.

En la Tabla 4.4, se observa que los resultados obtenidos en los distintos espectrofluorimetros son
similares. Asimismo, se observo que no todos los compuestos fendlicos de interés fluorescen con la
misma intensidad. El 4cido vanilico es mas fluorescente (107 M) que los otros y se demostrd
ademas que los menos fluorescentes son el acido clorogénico (10 M) y las metilxantinas (10~ M).
Asimismo se comprueba que ninguno de estos compuestos es altamente fluorescente. Sin embargo,
los valores tienen utilidad desde el punto de vista de identificacion. Los espectros estan en los

Anexos A.10-A.25.

Tabla 4.4 Comparacion de longitudes de onda de excitacion y emision de estandares,
obtenidos en el espectrofluorimetro Perkin Elmer y por deteccion HPLC-FD

Perkin-Elmer LS 55 HPLC-FD
Compuesto Aex (NM) Aem (NM) Aex (NM) Aem (NM)
Acido galico 270 375 274 380
Acido protocatéquico 228 344 262 368
Teobromina - - 275 314
4-Acido hidrozibenzoico 260 324 262 328
Acido vanilico 260 358 262 360
Acido cafeico 322.5 446 342 444
Acido clorogénico 324 448 338 444
Cafeina - - 275 342
Acido p-cumarico 312 411 314 410
Acido fertilico 321 447 334 440

Con esta informacion disponible se configuré una tabla de tiempos para monitorear a todos los
compuestos, ya sea detectables por espectroscopia ultravioleta-visible o por fluorescencia en una

sola corrida, utilizando la gradiente optimizada de 50 min. En la Figura 4.3, se muestra el
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cromatograma de los 10 estandares a los valores de longitudes de onda A y A fijadas, ver Tabla

4.5.

Figura 4.3 Cromatogramas de estandares por deteccion FD y DAD 270 nm.

Tabla 4.5 Tabla de rango de tiempo y deteccion (con PMT=10) de los 10
compuestos posiblemente presentes en las muestras de cacao bajo estudio.

Tiempo (min) Excitacion Emision (nm)
(nm)
Acido galico 0-10 270 375
Acido protocatéquico 10-17 228 344
Teobromina® 17 -20 275 314
Acido hidrozibenzoico 20 -28 260 324
Acido vanilico 28 - 34 260 358
Acido cafeico 34-36.5 324 448
Acido clorogénico® 36.5-37.5 260 427
Cafeina” 37.5-41 275 342
Acido p-cumarico 41 -47 312 411
Acido ferulico 47 - 50 321 447

*Los valores utilizados fueron optimizados después del experimento a (Aexcitacion = 324 nm y el

Aemision = 448 nm.), ®Valores obtenidos por HPLC-FD
A evaluar las muestras de cacao se observo que todos los compuestos estdndar de interés menos la
teobromina y cafeina se encontraban en concentraciones muy bajas inclusive para deteccion por
fluorescencia Figura 4.4 y por ello se decidid corroborar su presencia realizando cromatografia
acoplada a masas. Sin embargo, mediante DAD, por co-inyeccion, se demostro la presencia de
acido protocatéquico y acido p-hidrozibenzoico. El detector por fluorescencia (FD) permitio
confirmar por co-inyeccion y aumentando la capacidad del detector fotomultiplicador de 10 a 18, la

presencia de acido galico, acido ferulico y acido cumarico. Con LC-MS se confirmo la presencia de
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aspartato de acido cafeico, procianidina B, catequina y epicatequina, visibles también por DAD a
320 nm, Figura 4.4.

Figura 4.4 Cromatograma representativo del extracto metandlico de cacao mediante HPLC-DAD. a) 270 nm;
b) 260 nm; ¢) 320 nm y d) mediante HPLC-FD, PMT 10 bajo condiciones definidas en la Tabla 4.5.

La metodologia LC MS/MS implementada con una muestra representativa de cacao, Piura (MS),
permitié corroborar la presencia de los 10 estandares considerados por HPLC-DAD, ademas de

otros 10 compuestos, todos los cuales se resumen en la Tabla 4.6. Los resultados coinciden con la

literatura (60,67,161).
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Tabla 4.6 Compuestos confirmados por LC MS/MS en extracto metandlico de cacao

t, (min) Compuesto [M-H] m/z MS/MS m/z (ref)

1 6.3  Acido gilico 169 125 (67)

2 10.4 Acido cinamico 147 103 (67); 118.9

3 12.6 Acido protocatéquico 153 109.1 (67)

4 16.9 Teobromina 181%* 163.1(67)

5 19.0  Acido p-hidroxibenzoico 137 93.1(67)

6 26.7 Catequina 289 245 (60) , 205 (60)

7 26.7 Aspartato de acido cafeico 294 132; 179 (60);2006; 250; 276 (60)

8 27.7 Acido vanilico 167 151.9; 123.1 (67) ;108

9 30.6 Acido cafeico 179 135 (67)

10 33.6 Acido clorogénico 353.1 190.9 (67)

11 35.7 Aspartato de acido cumarico 278.1 132(60); 163(60); 190; 216; 234; 259.9

12 36.4 Cafeina 195* 138.1(67) ; 110.2

13 37.0 Procianidina B 577.2 559.1; 533; 451; 425.1; 407.1;381.2;
331;289.1 (67); 245.1

14 39.3 Deoxiclovamida 326.2 282.2(60); 227; 183.1; 130.1

15 40.4 Epicatequina 289 245 (67); 205; 125.1

16 412  Acido cumarico 162.8 119 (67)

17 41.4 Procianidina C 865.2 847.2; 739.2; 713.2; 695.2; 577.1(60);
451.1(60); 407.1(60); 340.2; 287.1

18 42.8 Pentamero de catequina 720.1 711.2; 635.2; 577.2 (161); 451.2;
406.9; 289

19 45.1 Clovamida 358.1 221.9 (60); 178; 161; 135

20 47.5 Acido fertlico 193 177.9; 149; 134 (67)

* Deteccion en modo positivo, m/z [M + H]"

Tres compuestos observables por DAD en concentracion adecuada, compuestos no disponibles
como estandares, fueron el aspartato de acido cafeico (t,= 32.54 min), la procianidina B (t, = 39.19
min), y la epicatequina (t, = 42.86 min). Los resultados indicaron que estos decrecen durante el
proceso de fermentacion y por lo tanto pueden ser utilizados como biomarcadores del proceso de
fermentacion (69,162,163). Estos compuestos fueron monitoreados en las muestras M3, M4 y M5,
todas las cuales provienen de la misma muestra de cacao (COQ3, tabla 4.8) con diferente tiempo de
fermenctacion: 5, 6 y 7 dias, respectivamente. Los resultados, obtenidos empleando la gradiente
HPLC optimizada de 50 min, indican, para el caso del aspartato de acido cafeico que su area a 320
nm decrece con el tiempo de fermentacion (1040.4, 5 dias), (1036.8, 6 dias) y (985.2, 7 dias),
mientras que para la procianidina B, la disminucion observada en el area es mucho mas pronunciada
(503, 5 dias), (362, 6 dias) y (325, 7 dias) (ver A4 — A6). Dado que la epicatequina no resuelve

adecuadamente de otras sefiales a su alrededor no se la analiza su decrecimiento.

41



Dentro del grupo de muestras de cacao, resaltan dos muestras de cacao criollo de Piura (M7 y MS),
de tiempo de fermentacion desconocido, por su alto contenido de aspartato de acido cafeico (area a
320 nm 2314 y 2046 respectivamente, A7 y A8). Este asociacion: cacao criollo-aspartato de acido
cafeico, ya ha sido reportado por otros (56). Este valor también sugiere que el grado de
fermentacion de estas muestras ha sido suave, lo cual coincide con el tratamiento acostumbrado

para un cacao criollo (153).

Habiendo ya identificado el perfil metabolomico del cacao mediante HPLC-DAD-FD y LC-MS, y
dado que ninguno de los compuestos estandar, salvo teobromina y cafeina, se encuentran en
cantidades comparables a estas dos metilxantinas, se decidio buscar un método cromatografico mas
corto que facilitara la resolucion de ambas moléculas en menos de 15 minutos y permitiera su
rapida cuantificacion. El método de separacion optimo resultd ser una corrida isocratica con 20 %

de fase B (MeOH 0.1 % acido formico) en 13 min., Figura 4.5.

Figura 4.5 Separacion cromatografica de teobromina y cafeina en 13 min mediante HPLC-DAD a A =270
nm.

Con esta metodologia HPLC - DAD se obtuvieron las curvas estdndar de teobromina (0.73 - 147.75
pg/mL) y cafeina (0.03 — 60.00 pg /mL). Las curvas fueron validadas seglin linealidad (n = 4) y

precision (intradia e interdia, con n = 5). En la Tabla 4.7 se resumen los resultados obtenidos.
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Tabla 4.7 Curva estandar de la teobromina y cafeina validadas segun linealidad y precision

Recta y = mx+b*

Teobromina

Cafeina

5463.41 +4.59
4,59 £0.22
0.9998
0.03-60.0

m 6043.24 +201.43
b 14.33 £1.79
R? 0.9999
Rango (pug/ml) 0.73-147.7
Precisién ° Intradia (% CV)"
Tiempo de retencion (min) 0.20
Area 0.25
Interdia (% CV)"
Tiempo de retencion (min) 0.39
Area 1.12

% La recta es el resultado de 4 curvas preparadas de forma independiente (n = 4). ® % CV = coeficiente de varianza

0.38
0.28

0.75
4.08

obtenido con un analisis de 5 soluciones a una concentracion de teobromina de 44.33 pg/mL y cafeina de18.00 pg/mL.

Empleando la gradiente HPLC - DAD implementada, tiempo total de analisis de 13 minutos, se
evaluaron las 15 muestras de cacao. Cada una de las muestras fue analizada por triplicado. De los
resultados presentados en la Tabla 4.8, se observa que los granos de cacao peruano evaluados

contienen teobromina (T) dentro del rango de 0.4 - 0.8 g /100 g peso grano fresco y cafeina (C) de

0.12a0.2 g/100 g peso grano fresco.

Los resultados obtenidos para el caso de los granos de cacao trinitario y criollo, en cuanto al

contenido de teobromina y cafeina, coinciden con lo reportado en la literatura (44).

Tabla 4.8 Contenido (g /100 g)* de teobromina (T) y cafeina (C) en granos de cacao de diferentes

departamentos y cooperativas del Pert.

15

2 Promedio de tres mediciones; ° F= dias de fermentado, S=dias de secado, D= tiempo desconocido; © % en

Codigo
NEMI 275 2
NEMI 275 9

NEMI 275 10
NEMI 275 13
NEMI 275 11
NEMI 275 16
NFEMI 275 8
NEMI 275 14
NEMI 275 12
NEMI 275 7
NEMI 275 6
NEMI 275 15
NFEMI 275 4
NFMI 275 5
NFMI 275 3

Muestra

Ayacucho, COO1
Huanuco,CO0O2
Huanuco, COO3
Huanuco, COO3
Huanuco, COO3
Junin, COO4
Piura, COO5
Piura, COO6
San Martin, COO7
San Martin, COO7
San Martin, COOS8
Tumbes, COO9
Ucayali, COO10
Ucayali, COO11
Ucayali, COO12

Metadata® (F, S)
Chuncho (6,5)

Injerto Comtn (7,5)

CCNS51 (5,5)
CCNS51 (6,5)
CCNS51 (7,5)
Criollo (7,5)
Criollo (D,D)
Criollo (D,D)
CYP99 (7,4)
CYP99 (7,4)
Mezcla (6,5)
Criollo (7,7)

CCN51 (6,5)

base a grano himedo; R =%T/%C; promedio de tres mediciones
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%T ¢

0.40
0.57
0.76
0.75
0.59
0.61
0.49
0.49
0.68
0.66
0.61
0.39
0.67
0.63
0.76

%C *

0.09
0.13
0.14
0.14
0.09
0.14
0.16
0.19
0.14
0.11
0.11
0.11
0.11
0.10
0.11

Rd

4.60
4.52
5.53
5.27
6.51
4.31
2.99
2.63
4.69
6.26
5.61
3.54
6.07
6.57
7.13

pH®

491
4.86
6.05
5.36
5.35
4.89
4.83
4.79
5.16
5.16
5.67
5.32
5.54
5.05
6.06



En el estudio de Brunetto (44) se demostrd que los granos de cacao trinitario registran valores de R
entre 3 - 9, mientras que el cacao criollo registran valores de R menor a 3. De la Tabla 4.8 queda
claro que las muestras aqui identificadas como criollo y trinitario encajan adecuadamente en la
escala de Brunetto. Especificamente, en nuestro estudio, las muestras de cacao clasificadas como
criollo, Piura (M8), Piura (M7) y Tumbes (M12) reportan un R entre 2.63 - 3.54. El unico caso de
cacao criollo con un valor de R claramente mayor a 3 (R =4.31) es la muestra de Junin (M6), cacao
que mostrd un porcentaje de cascara muy inferior (10%, Tabla 4.1) al esperado para un grano
expuesto a tiempos de fermentacion cortos, tipico de un cacao criollo (14%). En el caso de los
trinitarios, los cultivares CCN51 y CYP99, se registran valores de R entre 4.5 — 7.1. En este estudio
no se incluye forastero pues este cultivo hasta hace poco representaba tan solo el 2% de total del

cacao producido en el pais (30) y por tanto es dificil de conseguir.

Ubicando los valores de R presentados en la Tabla 4.8 versus el porcentaje de cafeina dentro de la
escala de Brunetto (44), Figura 4.6, se puede discernir una marcada diferencia entre las muestras
criollo peruanas y las criollo utilizadas por Brunetto (Porcelana, Guasare, Zea, SIN de Venezuela).
En el cacao trinitario no se observa tanta diferencia. Las diferencias en el caso del cacao criollo
peruano probablemente estén relacionadas por el hecho de que estos no son cacao criollo puro

como los utilizados del estudio de Brunetto (cacao criollo venezolano).

En cuanto al pH del grano fermentado y seco, este parametro es importante, pues se ha demostrado
que se encuentra asociado a las operaciones pos-cosecha: sin fermentar (5.50 - 5.80), bien
fermentado (4.75 - 5.19), sobre fermentado (5.20 - 5.49) (62). Nuestros resultados, presentados en
la Tabla 4.8, sugieren diferencias en esta operacion. Son similares a los reportados en granos
fermentados y secos de nueve paises (4.64 a 5.97) (164) y a lo descrito en granos fermentados y
secos de Cumboto Venezuela (5.98 a 6.23) (52). En este estudio se encontraron cuatro muestras
(M3, M11, M13, M15) en el rango de pH sin fermentar, de las cuales dos resaltaban con pH 6.05 y
6.06 (M3 y MI15). De igual forma se encontraron siete muestras que clasifican como “bien
fermentadas™ usando el criterio de pH (M1, M2, M6, M7, M8, M9, M10), entre ellas tres muestras
de grano criollo, con un pH menor a 4.9 Junin (M6), Piura (M7, M8). Cuatro muestras (M4, M5,
M12 y M14) se clasificaron como “sobrefermentadas” dado el pH alcanzado, entre ellas, el cacao
criollo de Tumbes (M12), por el tiempo de fermentacion de 7 dias, tiempo muy superior a lo
convencional (recomendado) para el cacao de esta variedad. Al evaluar el pH de la muestra de
Huanuco (trinitario) M3, M4 y M5 con 5, 6 y 7 dias de fermentacion, se observa que el pH decrece

siendo estas muestras clasificadas como sin fermentar (M3) y “sobrefermentadas” (M4 y M5). Esta
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observacion corrobora lo discutido anteriormente en cuanto a las areas de aspartato de acido cafeico

y procianidina B.
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CCN51 y CYP99 son cultivares de
cacao trinitario segiin lo indicado por el
proveedor.

Figura 4.6 Relacion entre el contenido de metilxantinas y el genotipo del cacao.
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4.2.2 Estudio cualitativo del extracto de grasa mediante ESI-MS

El analisis quimico de grasas mediante espectrometria de masas basado en ionizacién por
electrospray, inyeccion directa (ESI-MS) requiere que los acidos organicos sean hidrolizados. Se
saponifico la manteca de cacao siguiendo el protocolo en acapite 3.2.7, empleando calentamiento
por microondas. Se empleé metanol con acetato de amonio 8 mM como medio para la solucién a
inyectar al espectrometro de masas. Este medio es recomendado para el analisis de acidos grasos
mediante ionizacion electrospray pues facilita una nebulizacion mas eficiente (165,140). En nuestro
estudio quedd claro que neutralizando la solucion del saponificado con HCI, seguido de un
tratamiento con metanol y acetato de amonio se logra observar un mayor nimero de acidos grasos
en cada muestra. Esta metodologia (acapite 3.2.8.) se empleo para el analisis de inyeccion directa
ESI-MS de las 15 muestras de cacao. Cabe resaltar que este tipo de estudio aun no ha sido reportado

en la literatura.

En la Tabla 4.9 se muestran todos los acidos grasos presentes e identificados mediante el ion
molecular en las 15 muestras de cacao. Diez de ellos fueron confirmados a través de masas tdndem.
Dada la baja intensidad de todos los otros acidos grasos estos no fueron sometidos al estudio
MS/MS, sin embargo se confirma su presencia con las referencias respectivas. Gran parte de las

fragmentaciones observadas corresponde a la pérdida caracteristica de agua (166).
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Tabla 4.9 Acidos de grasos presentes en las 15 muestras de cacao identificados mediante MS y confirmados

con MS/MS

Modo Negativo Fragmento Reportado en

cacao
Acidos grasos [M-HJ (m/z) Referencia

Acido laurico C12:0 199 -ND- (89-91)
Acido miristico C14:0 227 -ND- (89,90)
Acido pentadecanoico C15:0 241.2 -ND- (59,89)
Acido pentadecenoico Cl15:1 239 -ND- (89,90)
Acido palmitico C16:0 255.2 237.2,209,170.9 (89-91,138)
Acido palmitoleico Clé:1 253.3 235 (89-91,166)
Acido margarico C17:0 269 225 (89,91, 138, 166)
Acido heptadecenoico Cl17:1 267 -ND- (89,90)
Acido estearico C18:0 283.2 265.1 (89-91, 138)
Acido oleico C18:1 281.2 263 (89-91, 166)
Acido linoleico C18:2 279 261, 235 (89-91, 166)
Acido linolénico C18:3 277 259, 233,205 (89-91,166, 167)
Acido nonadecanoico C19:0 297 -ND-
Acido nonadecenoico C19:1 295 -ND-
Acido araquidico C20:0 311 182.9 (89, 138)
Acido eicosenoico C20:1 309.0 182.8 (89)
Acido eicosatrienoico C20:3 305.2 -ND
Acido eicosohexaenoico C20:6 299.2 -ND
Acido heneicosanoico C21:0 325.3 -ND-
Acido behénico C22:0 339 183 (89-91, 138)
Acido ertcico C22:1 337.3 -ND-
Acido docosadienoico C22:2 335.2 -ND-
Acido docosatetraenoico C22:4 331.2 -ND-
Acido docosapentaenoico C22:5 329.2 -ND-
Acido docosahexanoico C22:6 327.2 -ND-
Acido tricosanoico C23:0 353.3 -ND-
Acido lignocérico C24:0 357.3 -ND- (90, 91)
Acido nervonico C24:1 365.3 -ND- (143)
Acido cerotico C26:0 395.3 -ND-

ND = No Determinado

En la Tabla 4.10 se muestran los resultados obtenidos en este estudio ESI-MS con cada una de las
15 muestras. Los acidos grasos confirmados mediante MS/MS han sido resaltados en negro. Se
observa que los acidos estearico (C18:0) y palmitico (C16:0) son los acidos grasos saturados que se
encuentran en mayor proporcion en todas las muestras. Los dacidos grasos insaturados

predominantes son el 4cido oleico (C18:1) y el acido linolénico (C18:2).

La composicion reportada en la literatura para los acidos grasos, palmitico (C16:0), estearico
(C18:0) y oleico (C18:1) es de 24.8 - 26.9 %, 32.9 - 37.7 % y 33.2 - 38.6 %, respectivamente,
valores que coinciden con lo registrado en nuestros estudios salvo en el caso de la muestra 9 (San

Martin, trinitario) que posee un porcentaje muy bajo de acido estearico C18:0 (10.9 %) y muy alto
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de acido oleico C18:1 (62.9 %) en comparacion al resto de muestras. La muestra 1, de Ayacucho,
también se sale del rango con ambos acidos, 19.5 % y 55.3 %. Es importante hacer notar que esta
muestra resalta ademas por poseer el mayor porcentaje de acido pentadecanoico (C15:0) y
tricosanoico (C23:0). La muestra 7 (Piura, criollo) posee el porcentaje mas bajo de acido palmitico
(C16:0) (16.7 %), presentando valores normales de acidos estearico y oleico (C18:0 y C18:1) (31.36
y 44.17 %).

Estas tres muestras M1, M7 y M9 tienen en comin un contenido de acido tricosanoico (C23:0)
mayor a 0.8 %. Entre M1 y M7 resalta el contenido de acido pentadecanoico (C15:0) compuesto
que se asocia con granos cacao inmaduros, se sabe que el acido pentadecanoico desaparece al

madurar (59).

El acido linoleico (C18:2) se encuentra presente en la mayoria de muestras de cacao estudiadas via
(GC) (59, 83-84, 89-90,137,168-173). Se sabe que este es un indicador de origen geografico.
Muestras de Suramérica tienen contenidos mayores a 3 %, mientras que Asia registra contenidos
menores a 2.5 % y Africa occidental un valor intermedio entre 3 — 2.5 % (169). En este estudio el
contenido de C18:2 cumple con lo reportado en la literatura un porcentaje mayor al 3 %. Sin
embargo se observa que de las 15 muestras solo dos muestras lo contienen, Junin M6 (4.36 %) y
San Martin M10 (4.81 %). Estos valores concuerdan con lo reportado para granos de origen

peruano, Iquitos y Rio Nanay, cultivados en Brasil (4.02 % y 4.7 %)(173).

Otro acido de importancia es el C18:3. En el estudio solo lo contienen cuatro muestras: M12
(Tumbes), M9 (San Martin), M6 (Junin) y M4 (Huanuco), con valores que oscilan entre (0.13 % -
0.45 %). En la literatura los valores registrados para este 4cido se encuentran en el rango de (0.1 -
0.2 %) en la mayoria de los casos (84,89,90), a excepcion de cacao criollo de Ocumare, Venezuela,

con un valor de 1.3 % (83).
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Tabla 4.10 Acidos grasos identificados en muestras de cacao mediante ESI MS/MS

Muestra

1

10

11

12

13

14

15

Acidos grasos (% molar en mezcla)®

C15:0 (0.80), C16:0 (20.93), C16:1 (0.16) C17:0 (0.08), C18:0 (19.48), C18:1 (55.31), C19:0
(0.32), €20:0 (0.22), C21:0(0.08), C22:6 (0.19), C23:0 (1.49), C24:0 (0.15), C24:1 (0.44),
C26:0 (0.36)

C16:0 (20.40), C18:0 (33.57), C18:1 (43.94), C19:0:(0.13), C19:1(0.24), C20:0 (1.45), C21:0
(0.09), €22:0 (0.40), C22:1 (0.30), C24:0 (0.17)

C16:0 (21.28), C18:0 (31.56), C18:1 (41.53), C19:0(0.07), C19:1 (0.11), C20:0 (2.40), C20:6
(0.07), €22:0(1.71), C22:1 (0.12), C22:6 (0.26), C23:0 (0.20), C24:1 (0.30), C26:0 (0.38)
C14:0 (0.12), C15:0 (0.07), C15:1 (0.10), C16:0 (21.52), C17:1 (0.17), C18:0 (29.23), C18:1
(45.28), C18:3 (0.23), C19:1 (0.20), C20:0 (1.14), C22:0 (0.29), C22:1 (0.16), C22:2 (0.38),
C22:4 (0.07), C23:0 (0.10), C24:0 (0.29), C24:1 (0.40), C26 (0.27)

C15:0 (0.43), C15:1 (0.18), C16:0 (20.95), C17:1 (0.08), C18:0 (31.12), C18:1 (42.70), C19:0
(0.53), €20:0 (1.92), C22:0 (0.98), C22:5 (0.25), C22:6 (0.09), C24:0 (0.39), C24:1 (0.36)
C16:0 (18.49), C16:1 (0.44), C18:0 (35.01), C18:1 (38.06), C18:2 (4.36), C18:3 (0.23),
C19:1 (0.09), C20:0 (1.72), C20:1(0.15), C22:0 (0.31), C22:5 (0.41), C23:0(0.12), C26:0
(0.33)

C14:0 (0.39), C15:0 (0.67), C16:0 (16.76), C16:1 (0.49), C18:0 (31.36), C18:1 (44.17), C19:0
(0.29), €20:0 (0.68), C20:1 (0.11), C22:0 (0.33), C22:1 (1.26), C23:0 (1.09), C24:1 (1.99),
C26:0 (0.11).

C16:0 (19.38), C16:1 (3.00), C18:0 (37.18), C18:1 (39.27), C19:0 (0.14), C20:0 (1.84),
C20:1 (0.36), C22:0 (0.37), C22:1 (0.13), C22:5 (0.17), C23:0 (0.11), C24:0 (0.33), C24:1
(0.60), C26:0 (0.11)

C15:1 (0.18), C16:0 (17.78), C16:1 (0.56), C18:0 (10.93), C18:1 (67.93), C18:3 (0.45),
C19:0 (0.34), C20:0 (0.27), C22:0 (0.15), C22:1 (0.17), C22:2 (0.22), C22:4 (0.12), C23:0
0.91)

C15:1 (0.10), C16:0 (18.94), C17:1 (0.33), C18:0 (26.87), C18:1 (44.92), C18:2 (4.81), C19:0
(0.38), C19:1 (0.19), C20:0 (1.89), C21:0 (0.11), C22:0 (0.33), C22:1 (0.12), C23:0 (0.22),
C24:0 (0.24),C24:1 (0.55)

C16:0 (23.51), C16:1 (0.40), C18:0 (29.40), C18:1 (43.18), C19:0 (0.14), C19:1 (0.40),
C20:0 (1.44), C20:1 (0.27), C22:0 (0.25), C22:1 (0.14), C23:0 (0.63), C24:0 (0.25)

C16:0 (17.67), C18:0 (39.20), C18:1 (39:24), C18:3 (0.13), C19:0 (0.27), C19.1 (0.45),
C20:0 (0.98), C20:6 (0.10), C22:0 (0.56), C22:1 (0.10), C22:2 (0.06), C22:5 (0.06), C22:6
(0.13), C23:0 (0.14), C24:0 (0.73), C26:0 (0.18)

C12:0 (0.10), C14:0 (0.19), C16:0 (25.76), C16:1 (0.64), C17:0 (0.23), C17:1 (0.14), C18:0
(29.67), C18:1 (39.11), C19:0 (0.16), C20:0 (0.54), C21:0 (0.10), C22:0 (0.71), C22:1 (0.59),
C22:2 (0.25), C22:5 (0.29), C23:0 (0.40), C24:0 (0.31), C24:1 (0.82)

C16:0 (17.75), C16:1 (0.47), C17:1 (0.10), C18:0 (38.21), C18:1 (40.02), C20:0 (1.20),
C20:3 (0.27), C21:0 (0.23), C22:0 (0.56), C22:2 (0.22), C22:5 (0.16), C23:0 (0.19), C24:0
(0.61)

C16:0 (22.36), C16:1 (0.30), C18:0 (33.95), C18:1 (39.90), C19:0 (0.64), C19:1 (0.14),
C20:0 (0.17), C22:0 (0.56), C22:1 (0.08), C22:4 (0.45), C22:5 (0.31), C23:0 (0.37), C24:1
(0.77)

* El porcentaje se calcula de la intensidad relativa del ion molecular sobre el total de los acidos grasos
detectados por muestra. Se denota la confirmacion del acido graso mediante MS/MS resaltado el nombre

€n negro.

A partir del porcentaje de cada uno de estos acidos, se calcula el grado de saturacion, insaturacion,

poli-insaturacién y mono-insaturacion, Tabla 4.11. En la literatura se registra un rango 62-64 %
(saturado), 33 - 38% (insaturado), 2 — 4 % (poli-insaturado), 30 — 33 % (mono-insaturado) y 1.65 -
1.92 % (relacion saturado/insaturado). Queda claro de los resultados desplegados en la Tabla 4.11,

que nuestros valores no encajan con los reportados en la literatura. Se observa una mayor cantidad
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de insaturados y mucho menos porcentaje de acidos grasos saturados (relacion saturado/insaturados
0.44 - 1.48 %). Estas desviaciones probablemente se deban a que estamos comparando valores
obtenidos mediante GC con resultados de inyeccion directa basada en electrospray, ambos procesos
muy distintos. Indica ademas, probablemente, que el método empleado atin puede optimizarse.

Tabla 4.11 Grado de insaturacion de 15 muestras de granos peruanos de Theobroma cacao mediante ESI-
MS/MS.

Porcentaje de acidos grasos (%)

Insaturados Saturados Poli-Insaturades Mono-insaturados Saturado/Insaturados

1 56.11 43.89 0.20 55.91 0.78
2 43.79 56.21 0 43.79 1.28
3 42.39 57.61 0.33 42.05 1.36
4 46.97 53.03 0.68 46.30 1.13
5 43.67 56.33 0.34 43.32 1.29
6 43.74 56.26 5.00 38.74 1.29
7 48.03 51.97 0 48.03 1.08
8 43.53 59.47 0.17 43.36 1.37
9 69.63 30.37 0.79 68.84 0.44
10 51.02 48.98 4.81 46.21 0.96
11 44.38 55.62 0 44.38 1.25
12 40.26 59.74 0.47 39.79 1.48
13 41.84 58.16 0.54 41.30 1.39
14 41.25 58.75 0.66 40.59 0.66
15 41.96 58.04 0.77 41.20 1.38

Se observa, que el porcentaje de acidos grasos saturados, salvo excepciones M1 Ayacucho, M9 San
Martin y M10 San Martin, es mayor que ¢l porcentaje de insaturados lo cual coincide con lo

reportado en la bibliografia (Tabla 4.11).
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4.2.3 Perfil metabolomico de cacao mediante resonancia magnética nuclear

4.2.3.1 Estudio del perfil metabolomico del extracto metandlico de cacao

El perfil metabolomico basado en RMN también fue estudiado con una muestra representativa de
cacao desengrasado con la finalidad de observar la complejidad de la muestra e identificar la
factibilidad de que esta técnica sea utilizada en el futuro para el analisis quimico de cacao (calidad,

variedad).

En la Figura 4.7 se muestra el espectro de '"H-RMN obtenido con una muestra de cacao y en la
Tabla 4.12 la asignacion de una buena parte de los metabolitos presentes en el extracto. Dicha
asignacion ha sido realizada empleando RMN bidimensional (COSY), Figura 4.8 y, ademas

utilizando como referencia los valores reportados en la literatura (116,174).

Se corrobora que las sefiales dominantes del espectro de '"H RMN (entre 7.5 ppm a 8 ppm y de 3
ppm a 4 ppm) son las de teobromina, todas ellas singuletes (Figura 4.7). El proton CgH de la
teobromina (Teo) muestra su distintivo singulete a 7.76 ppm. Esta sefial se correlaciona a larga
distancia, en el espectro COSY (Figura 4.8 circulo verde) con la sefal singulete del grupo metilo
enlazado covalentemente al heteroatomo N,CH; a 3.80 ppm. Queda claro que el acoplamiento

existente es menor que la resolucion del espectro (menor a 1 Hz) por ser este a larga distancia.

La tirosina (T) fue identificada por sus caracteristicos y bien definidos dobletes en 7.07 ppm y 6.87
ppm (Figura 4.7), correspondiente a los protones equivalentes C,H/C¢H y Ci3H,/CsH. La
asignacion de estos protones fue confirmada por correlacion con los protones aromaticos usando el
espectro COSY (Figura 4.8 circulo naranja). Se espera, dado el efecto que ejerce del heteroatomo

sobre el desplazamiento de los hidrégenos orto, que esta asignacion (C, H/Cg-H) sea la correcta.

Los grupos metileno del 4cido y-aminobutirico (GABA) fueron identificados en la region de 1.7
ppm — 3.0 ppm: triplete a 2.90 ppm (C4H), triplete a 2.21 ppm (C,H) y multiplete a 1.81 ppm

(C;H). Estas sefiales se correlacionan en el espectro COSY (Figura 4.8 circulos: azul y rojo).

Asimismo, varios compuestos considerados como biomarcadores de sabor (aminoacidos
aromaticos, polifenoles como epicatequina, acidos organicos y aminoacidos apolares) presentan
seflales bien definidas que correlacionan a través del COSY. Los resultados obtenidos confirman los
resultados obtenidos mediante HPLC-DAD y LC-MS asociados con la deteccion de epicatequina,

acido cafeico, teobromina y cafeina.
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La complejidad de estos espectros exige la confirmacion de estas asignaciones mediante un mayor
nimero de estudios bidimensionales como HSQC, HMBC, TOCSY. Por razones de tiempo no se
realizaron dichos experimentos en este trabajo. Este estudio preliminar sin embargo confirma que el
perfil metaboldomico basado en RMN puede ser de gran utilidad para la mejora de la calidad de
procesos pos-cosecha del grano de cacao pues las sefiales de los biomarcadores de interés son

identificables dentro de la mezcla.
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Teo = Teobromina, Fe = Fenilalanina, T = Tirosina, Epi = Epicatequina, ac. Caf = Acido Cafeico, Sac = Sacarosa, a-D-Gluc=a-D-Glucopiranosa, 3-D-Gluc= 8-
D-Glucopiranosa, ac. Cit = Acido citrico, ac. Suc = Acido succinico, GABA = Acido y-aminobutirico, ac. AcOH= Acido acético, Alan = Alanina, ac. Lac =
Acido lactico, 2,3 Butan = 2,3 Butanodiol, Leu = Leucina, Isoleu= Isoleucina

Figura 4.7 Espectro de "H-RMN del extracto metanélico de cacao.
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Teo = Teobromina, Fe = Fenilalanina, T = Tirosina, Cat = Epicatequina, Sac = Sacarosa, a.-D-Gluc=a-D-Glucopiranosa
B-D-Gluc= -D-Glucopiranosa, GABA = Acido y-aminobutirico, Alan = Alanina, ac. Lac = Acido lactico, 2,3 Butan = 2,3 Butanodiol, Leu = Leucina

Figura 4.8 Espectro COSY del extracto metanolico de cacao.
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Tabla 4.12 Metabolitos presentes en extracto metandlico de cacao confirmado mediante

desplazamientos quimicos (8) y constantes de acoplamiento (Hz) en estudio de RMN.

d (multiplicidad, J)

& (multiplicidad, /) reportados

Estructura y numeracion Asignamiento experimentales en la )
a experimentalmente en la
mezcla . b
literatura
2 CHj
D!
N > . N;CH; 3.33 (s) 3.46 (s)
. )2\3 L/ N,CH; 3.80 (s) 3.91 (s)
| ? CsH 7.76 (s) 7.88 (s)
Teobromina
N;CH; 3.37(s) 3.33 (s)
CsH 7.74 (s) 7.86(s)
C,H, CH 7.22 (dd, 8.0, 1.5) 7.32 (dd, 7.20, 1.46)
CH 7.28 (t, 7.39) 7.35 (t,7.53)
Fenilalanina
s o N2 M
o ' Y C;H, CsH 6.76 (d, 8.64) 6.87 (d, 8.40)
’ C,H, C¢ H 7.07 (d, 8.64) 7.18 (d, 8.43)
3 2"
Tirosina
g(’E 5.91 (d, 2.29) 6.05 (d, 1.96)
c Hg CoH 5.94 (d, 2.29) 6.07 (d, 1.98)
: C’H2 6.80 (m) 6.92 (m)
¥ 6.91 (d, 3.0) 7.03 (s)
C.H 6.40 (d, 15.76) 6.33 (d, 15.92)
C:H 7.28 (d, 15.76) 7.29 (d, 15.97)

Acido cafeico
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OH

o N Y o CH 5.31(d, 3.75 Hz) 5.41(d, 3.84)

Sacarosa
P A 5 CH 5.13 (d, 3.9) 5.21(d, 3.75)
CH 4.54 (d, 7.9 Hz) 4.62 (d, 7.90)

OH

2b OH 4b

Acido citrico

C,Hyp, C4Hyy
C,H,,, C4Ho,

2.64(d, 15.74)
2.49 (d, 15.60)

2.71 (d, 16.81)
2.55 (d, 16.74)

o
2
Ho_ !
4 oH
3
0

C,H,, C;H, 2.34 (s) 2.45 (s)
Acido succinico
)7\/3\/ C,H, 2.90 (t, 7.4) 3.02 (t, 7.30)
ho” N M C,H, 2.21 (t,7.4) 2.30 (t, 7.29)
Hacz)J\OH C2H3 1.84 (S) 1.93 (S)
Acido acético
)H/ CsH, 1.40 (d, 7.25) 1.48 (d, 7.24)
Alanina
)J\/ 8 C;H; 1.23 (d, 6.9) 1.33(d, 6.9)
Acido lactico
1 )2\( C,H;, C4H; 1.00 (d, 5.95) 1.14 (d, 5.16)

2,3 Butanodiol
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2 C4H;

0.95 (d, 7.17)

1.05 (d, 7.05)

L CyH; 0.89 (d, 7.17) 0.99 (d, 7.01)
Valina
e C,Hs, CsHs 0.87 (d, 6.2) 0.97 (bt)
Leucina
o NE S CyH; 0.92 (d, 7.05) 1.02 (d, 7.05)
L ) CsHs 0.85 (t, 7.48) 0.95 (t, 7.42)
Isoleucina

"Valores de la constante de acoplamiento J calculada en el experimento J-resolved. ° Valores reportados en

Caligiani, 2010 (174) en D,0 /CD;0D 8:2 v/v a 600 MHz.
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4.2.3.2 Determinacién de porcentaje de instauracién de la manteca mediante 'H-
RMN.

Dado que la técnica electrospray MS no proporciono resultados comparables con los de la literatura,
el porcentaje de instauracion fue evaluado mediante espectroscopia de RMN, tal como fue realizado
en un estudio previo asociado con acidos grasos diversos (151). La gran ventaja de la RMN sobre
las otras técnicas es el hecho que el area de los picos es directamente proporcional a la fraccion
molar de los componentes. La relacion saturados/insaturados se obtuvo a partir de las integrales de

los protones H,, H,, Hy, He, Hr (Figura 4.9), segun ecuaciones presentadas en el acapite 3.2.10. El

estudio preliminar se realizo con las quince muestras.

donde a=0.80 - 0.96 ppm (t, 7.17 Hz); a’= 0.96 - 0.98 ppm (t, 7.40 Hz); b= 1.06 - 1.503 ppm (m); c= 1.52 - 1.70 ppm
(m); d=1.96 - 2.05 ppm (m); e=2.25 - 2.37 ppm (dt); f=2.74 - 2.78 ppm (m); '=2.82 - 2.84 ppm ; g=4.10 - 4.36
ppm (dd dd, 6.06 Hz;4.33 Hz); h'=5.24 - 5.30 ppm (m); i= 5.30 - 5.43 ppm (m); para las areas de integracion ver la
figura en el A28.

Figura 4.9 Espectro de "H-RMN de la fase lipidica de cacao en CDCI; obtenido a 25°C
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De la Tabla 4.13 queda claro que los porcentajes obtenidos para los distintos grupos de grasas son
comparables, con los resultados reportados en la literatura 60-71 % (saturado), 29-40 %
(insaturado), 2-4 % (poli-insaturado), 27 - 37 % (mono-insaturado) y relacion saturado/insaturado
(1.49-2.45 %), basados en cuantificacion mediante metodologia tradicional como GC (83-84, 89,
170). En nuestro caso, el porcentaje de acidos saturados vario entre 64-68 %, acidos insaturados
32-34 %, acidos poli-insaturados 2.6-3.7 %, acidos mono-insaturados 29-32% vy relacion
saturado/insaturado 1.73-1.85 %.

Tabla 4.13 Porcentaje de grasas: saturadas, insaturadas, mono-insaturadas, poli-insaturadas y C18:2 y C18:3
mediante analisis RMN de proton.

Porcentaje molar Porcentaje molar
de grasa (%) especifico (%)
%AS %Al %API %AMI %AS/%A1 | %C18:2  %C18:3

M1, Ayacucho 66.34 33.66 3.33 30.33 1.79 3.09 0.24
M2, Huanuco 66.73 33.27 3.18 30.10 1.83 2.95 0.23
M3, Huanuco 66.80 33.20 3.47 29.73 1.82 3.26 0.21
M4, Huanuco 66.26 33.74 3.28 30.46 1.79 3.04 0.24
MS, Huanuco 66.47 33.53 3.71 29.82 1.78 3.44 0.27
M6, Junin 66.44 33.56 3.23 30.33 1.81 3.00 0.23
M7, Piura 64.31 35.69 3.77 31.92 1.63 3.42 0.34
M8, Piura 65.31 34.69 3.09 31.61 1.73 2.81 0.28
M9, San Martin 67.12 32.88 3.27 29.61 1.86 3.04 0.23
M10, San Martin 66.63 33.37 3.46 29.92 1.81 3.27 0.19
M11, San Martin 66.95 33.05 3.68 29.37 1.82 3.47 0.21
M12, Tumbes 66.67 33.33 2.66 30.67 1.85 2.42 0.23
M13, Ucayali 67.41 32.59 3.49 29.09 1.87 3.29 0.20
M14, Ucayali 66.74 33.26 3.41 29.85 1.82 3.19 0.22
M15, Ucayali 67.63 33.37 3.46 29.91 1.81 3.24 0.22
Valores medidos en GC
Venezuela (83) 63.99 36.01 2.68 33.33 1.78 2.51 0.17
Ecuador (89) 62.28 37.69 2.57 35.12 1.65 2.43 0.14
Ghana (89) 63.24 36.74 2.15 34.59 1.72 2.02 0.13
Brasil (84) 59.80 40.20 3.70 36.50 1.49 3.50 0.20
Malasia (170) 70.98 29.02 2.26 26.76 2.45 2.23 0

%AS= Porcentaje de acidos saturados, %Al= Porcentaje de 4cidos insaturados, %C18:2= Porcentaje de acido
linoleico, %C18:3= Porcentaje de 4cido linolénico, %API= Porcentaje de 4cido insaturado,
%AMI=Porcentaje de 4cido mono-insaturados, %AS/%AI= Relacion de 4cidos grasos saturados/insaturados.

En la literatura (59, 83-84, 89-90, 137, 168-173) los tnicos acidos grasos reportados en manteca de

cacao como poli-insaturados de tres y dos enlaces son el acido linolénico (C18:3) y linoleico
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(C18:2). En todas las muestras evaluadas mediante la metodologia de RMN se detectaron estos dos
acidos grasos, en un porcentaje que coincide con el reportado en la literatura basada en GC, a saber
de 0.19 % a 0.34 % para el acido linolénico (C18:3) y de 2.42 % a 3.47 % para el acido linoleico
(C18:2). Comparando estos resultados con los obtenidos por ESI-MS (s6lo algunas muestras de
manteca de cacao presentaron una cantidad medible de C18:3 y C18:2), es claro que el método
ESI-MS debe aun optimizarse para poder ser utilizado en el analisis de manteca de cacao de manera

precisa.

En este estudio el contenido de C18:2 cumple con lo reportado en la literatura, es decir presenta un
porcentaje mayor al 3 %. Se observa que de las quince muestras, trece contienen mas del 3 % de

C18:2, a excepcidn de las muestras de grano criollo de Piura M8 (2.81 %) y Tumbes M12 (2.42 %).

Resalta entre las muestras de granos criollos (Piura M7 y M8) que el porcentaje de acidos saturados
y el porcentaje de acidos mono-insaturados difiere del resto de las muestras: acidos saturados

menor a 65 % y acido mono-insaturado mayor a 30 %.

Es importante recordar que el proceso de extraccion de acidos grasos en este trabajo no fue

exhaustivo y, para poder realizar comparaciones concluyentes, esta etapa debera ser optimizada.
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S.  CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En este estudio el objetivo fue desarrollar métodos analiticos basados en espectroscopias
ultravioleta-visible, fluorescencia, masas y resonancia magnética nuclear que permitan discriminar
el cacao de acuerdo a variedad (teobromina/cafeina) y origen (porcentaje de grasa) y calidad

(procianidina B y aspartato de acido cafeico).

e De acuerdo al pH de las 15 muestras de cacao bajo estudio, 7 muestras estuvieron bien
fermentadas, 4 se encuentran sobre-fermentadas y 4 clasifican como no-fermentadas.

e Los granos de cacao clasificados como criollos, todos menos uno, cumplieron con el
porcentaje de cascara superior a 14 %. El resto de las muestras de granos trinitarios
presentaron valores menores 12 %, valor que confirma su mayor tiempo de fermentacion.

e El método de extraccion de manteca implementado se basdé en extraccion por sonicado
mediante heptano, proceso que demostré no ser exhaustivo. Se recomienda optimizar la
extraccion de la grasa sonicando un mayor tiempo y empleando hexano como solvente.

e El método de extraccion de la cocoa mediante sonicado con metanol:agua (70:30), permitio
extraer un gran namero de compuestos polifenolicos, ademas de las metilxantinas,
teobromina y cafeina.

e Sec implementd metodologia de cromatografia liquida que permitié cuantificar teobromina y
cafeina, asi como separar al acido galico, acido protocatéquico, acido p-hidrozibenzoico,
acido vanilico, 4cido clorogénico, &acido cafeico, 4acido p-cumarico, acido ferulico,
epicatequina, catequina, procianidina B, aspartato de acido cafeico, acido cinamico,
aspartato de acido cumadrico, clovamida, deoxiclovamida, procianidina C y pentamero de
catequina.

e FEl método analitico HPLC-DAD de 13 minutos que permitié cuantificar a la teobromina y
cafeina fue validado en cuanto a linealidad (m, b y R* n = 4) y a precision (tiempo de
retencion y area; n=15).

e El contenido de teobromina en las 15 muestras vari6 entre 0.39 - 0.76 % y el de cafeina
entre 0.09 - 0.19 %. Los granos criollos (Piura M7, M8 y Tumbes M12) demostraron una
razon teobromina/cafeina menor o cercano a 3, tal como ha sido reportado en la literatura y,
las otras muestras clasificaron como trinitarias con una razén mayor a 4.

e Se desarrolld un método analitico HPLC-DAD, método de 50 minutos que permiti6 la
discriminacion de calidad a través de la evaluacion de biomarcadores de fermentacion

(procianidina B y aspartato de 4cido cafeico). La disminucion de sus areas a 320 nm indica
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degradacion de estos polifenoles a causa del avance del proceso de fermentacion. Dado los
resultados obetnidos, se recomienda implementar metodologia HPLC-DAD para evaluar al
aspartato de acido cafeico, procianidina B, catequina y epicatequina como biomarcadores

de fermentacion.

Se implement6 una nueva metodologia inyeccion directa-electrospray-masas tandem-modo
negativo para la identificacion de 29 acidos grasos en la manteca de cacao, 10 de los cuales
fueron confirmados mediante masas tandem. Se recomienda, hacer lo mismo pero en
positivo, en busqueda de otros compuestos polares que faciliten la discriminacion
geografica.

Los porcentajes de saturacion, insaturacion, mono-insaturacion y poli-insaturacion hallados
mediante ESI-MS, no se comparan con los reportados en la literatura, calculos basados en
GC.

El perfil metabolomico basado en RMN de proton permiti6 identificar a la teobromina,
cafeina, ademas de la fenilalanina, tirosina, epicatequina, acido cafeico, sacarosa, catequina,
a-D-glucopiranosa, f-D-glucopiranosa, acido citrico, acido succinico, GABA, acido
acético, alanina, acido lactico, 2,3 butanodiol, valina, leucina e isoleucina.

Se implementé metodologia de RMN basada en proton para determinar el porcentaje de
grasas en la manteca de cacao de las 15 muestras bajo estudio. Los resultados obtenidos son
comparables a lo reportado en la literatura en cuanto a la relacion de acidos saturados e
insaturados.

El perfil de grasa del cacao peruano, obtenido mediante RMN, permite, de forma
preliminar, discriminarlos frente a cacao de Venezuela, Ecuador, Ghana, Brazil y Malasia
(cuantificacion basada en GC). Dado que este estudio representa el primero en analizar
manteca de cacao mediante RMN no se cuenta aun con datos basados en RMN que
faciliten la comparacion. La discriminacion entre variedad, criollo versus trinitario, también

ha podido realizarse a través de estos porcentajes.
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A.1 Cromatograma HPLC-DAD 70 min, equipo Hitachi, de estandares.
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A. 2 Cromatograma HPLC-DAD-FD 50 min, equipo Agilent, de estandares.
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A. 3 Cromatograma mediante HPLC-DAD 70 min, equipo Hitachi, de un extracto metanolico de cacao
representativo.
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A. 4 Cromatograma mediante HPLC-DAD-FD 50 min, equipo Agilent, de un extracto metanoélico de cacao
representativo (M3).
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A. 5 Cromatograma mediante HPLC-DAD-FD 50 min, equipo Agilent, de un extracto metanoélico de cacao
representativo (M4).
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A. 6 Cromatograma mediante HPLC-DAD-FD 50 min, equipo Agilent, de un extracto metanoélico de cacao
representativo (M5).
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A.7 Cromatograma mediante HPLC-DAD-FD 50 min, equipo Agilent, de un extracto metanoélico de cacao
representativo (M7).
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A. 8 Cromatograma mediante HPLC-DAD-FD 50 min, equipo Agilent, de un extracto metanoélico de cacao
representativo (M8).
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A. 9 Cromatograma HPLC-DAD 13 min, equipo Agilent, de teobromina y cafeina.
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A. 24 Espectro de excitacion de acido ferulico 20% MeOH y 0.1% acido féormico,

pH 2.70

A. 25 Espectros de emision de acido feralico 20% MeOH y 0.1% acido
formico, pH 2.70
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A. 26 Espectro ESI-MS de muestra representativa de manteca de cacao M6 en modo negativo.
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A. 27 Espectro de 'H-RMN de extracto metanélico del cacao
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A. 28 Espectro de 'H-RMN de manteca de cacao
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A. 29 Poster DGI-PUCP Perfil: quimico de café y cacao peruano mediante analisis multivariable por
resonancia magnética y espectroscopia de masas
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