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RESUMEN

Los procesos de poscosecha afectan en gran medida la calidad de los granos de
cacao. Una adecuada fermentacion, secado en campo e industrializacién, son
esenciales para la obtencion de productos finales de alta calidad. Por lo tanto, es
importante evaluar el comportamiento de los principales componentes en los
granos durante la poscosecha, ya que variaciones en su contenido estan
directamente relacionadas con cambios en la posible actividad biolégica, ademas
del desarrollo de sabores y aromas en los chocolates. Por ende, para evaluar los
cambios en la composicién de catequinas y xantinas presentes en el cacao, su
relacion con la actividad antioxidante y la actividad polifenol oxidasa (PPO), se
plante6 un trabajo que consisti6 en el rastreo de un mismo lote de cacao
seleccionado, durante todas las etapas de poscosecha y transformacion, con el fin
de detectar el efecto del proceso sobre la composicion de las muestras, posterior
al desarrollo de un método analitico validado, que permitio la cuantificacién de los
metabolitos en todos los estadios de la cadena de produccion de chocolates. Una
vez validado el método analitico, se encontr6 en general que el contenido de
metabolitos y la actividad antioxidante de los productos intermedios, disminuyé
durante todas las etapas del procesamiento. Ademas de esto, finalmente se
estableci6 que el secado en horno infrarrojo, permite la conservacion de los
polifenoles, siendo ademas mas eficiente en términos de tiempo y por lo tanto,
podria ser utilizado para la produccion de alimentos con valor agregado desde las

etapas tempranas del procesamiento.
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1 INTRODUCCION

1.1 Theobroma cacao

El fruto del cacao, de tamafio promedio de 20 cm de largo por 10 cm de ancho, y

peso aproximado de 400 a 500g, es la base de la elaboracion del chocolate.

El cacao se clasifica en tres variedades: el Criollo, el Forastero y el Trinitario [1]. El
primero es conocido como cacao fino, produce un fruto aromatico, afrutado y
dulce, pero tiene bajos rendimientos. Se cultiva principalmente en Centro y Sur
América, aunque cada vez en menor proporcion. El Forastero (amelonado) se
obtiene de &rboles que crecen mas rapidamente y producen mejores rendimientos
que el criollo, se cultiva en Africa y en algunos paises de Centro y Sur América.
Esta variedad incluye otros subtipos como: el Comun en Brasil, el amelonado de
Africa del este, el Matina o Ceylan en Costa Rica y el Cacao Nacional de Ecuador,
el cual produce granos con un aroma agridulce y se le reconoce como uno de los
cacaos mas finos del mundo, a pesar de provenir de una variedad que produce
cacaos “ordinarios”. Por ultimo, el Trinitario es una variedad obtenida por el cruce
entre criollo y forastero, tiene un sabor condimentado (especias) y un aroma floral.
Esta variedad se comenzé a sembrar en Trinidad y Tobago y después se extendio
a Venezuela, Ecuador, Cameruan, Sri Lanka, la Isla de Java y Papua Nueva

Guinea y también se cultiva en Centroamérica y Asia [2].
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1.2 El cultivo de cacao, agroindustria en Colombia y nuevas perspectivas
en el mercado

El cacao ocupa el tercer lugar después del azucar y el café en el mercado mundial
de materias primas. De acuerdo a reportes realizados por la FAO, la produccion
mundial de cacao debi6 tener una tasa de crecimiento anual de 2.2% desde 1998-
2000 hasta el afio 2010, comparado con una tasa de 1.7% en los diez afios
anteriores, y se estimé que en el 2010 llegaria a 3.7 millones de toneladas. No
obstante, en el periodo 2005-2008 el crecimiento fue aproximadamente de 6%,
con una produccién final de 4.3 millones de toneladas. Siendo constante aun, el
hecho de que el cacao se produce comunmente en regiones poco desarrolladas
econémicamente (Tabla 1), pero es consumido principalmente en los paises

desarrollados [3, 4].

Colombia no juega un papel preponderante entre los paises productores de cacao,
aunqgue la cuenca amazonica es el centro de origen de esta especie. En el afio
2010 el pais ocupé la décima posicién con un aporte de 1.13% de la produccién
de cacao mundial (Tabla 1), ademas, segun las proyecciones de la FAO en el
periodo de afios 2000-2010 la produccion colombiana tendria que haber
disminuido en un 3.1% [3]. Sin embargo, durante los afios 2004 a 2010 la
produccion de cacao crecidé aproximadamente un 10% de acuerdo a Fedecacao
[5]. En términos de valor, la produccion en el 2004 fue de $111.073 millones de
pesos, mientras que en 2008 llegd a $134.178 millones de pesos, presentando un

crecimiento del 21%, solo en ese periodo [4].
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Tabla 1. Principales productores de granos de cacao a nivel mundial en el periodo 2005 — 2010.

MILES DE TONELADAS

No. AFRICA 2005/06 2006/07 2007/08 2008/09 2009/10

1 CAMERUM 171,1 269,1 184,8 226,6 205

2 COSTA DE MARFIL 1.407,8 1.229,3 1.382,4 1.223,2 1.190

3 GHANA 740,5 614,5 729 662,4 645

4 NIGERIA 210 220 230 250 260

5 OTROS PAISES 125,9 33,5 166,5 158 169
Total Africa: 2.655,3 2.366,4 2.692,7 2.520,2 2.469

No. AMERICA 2005/06 2006/07 2007/08 2008/09 2009/10

1 BRASIL 161,6 126,2 170,5 157 150

2 COLOMBIA 36,8 29,6 27,4 35,5 40,5

3 REP. DOMINICANA 45,9 42,2 45,3 55 55

4 ECUADOR 117,5 123,5 27,5 130 140

5 MEXICO 34,1 32,5 27,5 31,5 33

5 PERU 31,4 31,4 34 35,9 35

5 VENEZUELA 19,5 22,6 16,6 20,5 20

5 OTROS PAISES 14,4 14,6 16,4 17,5 16,8
Total América: 461,2 422.6 488,7 482,9 498,3

No. ASIA'Y OCEANIA 2005/06 2006/07 2007/08 2008/09 2009/10

1 INDONESIA 585 545 485 490 525

2 MALASIA 33,9 32,8 30,6 22,4 18

3 NUEVA GUINEA 51,1 49,3 51,5 51 57

4 INDIA 10,2 10,2 10,6 11,8 13

5 OTROS PAISES 14 13 13,1 14,3 16
Total Asia-Oceania: 694,2 650,3 590,8 589,5 629
TOTAL MUNDIAL: 3.810,7 3.439,3 3.732,2 35926 3.596,3

Fuente: Fedecacao, 2011 [5].

En el contexto del mercado internacional, el cacao en grano es el producto que
mas se comercializa, y se clasifica en 2 categorias: el cacao corriente y el cacao
fino. Este ultimo representa el 5% de la produccibn mundial y segun la
Organizacion Internacional de Cacao (ICCO 2005), el 100% del cacao exportable
de Colombia se clasifica como cacao fino y de aroma, el cual es empleado para
darle caracteristicas especiales de sabor a los chocolates finos [6]. De acuerdo
con Fedecacao, en Colombia el consumo per capita anual de cacao es de 0.8 kilos

y en general en los ultimos afios se ha constatado que dicho consumo es cercano
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al 80% de la produccion nacional, dado que el promedio de exportaciones no
representa mas del 21% del total de la produccion [4]. Por tal razon, nuestro pais
tiene volumenes de exportacibn muy pequefios en comparacion con los
reportados por los principales paises exportadores, que como es logico resultan
ser los principales productores. En 2002, las exportaciones colombianas de cacao
y sus diferentes subproductos alcanzaron las 15.937 toneladas, y en 2009, 21.934
toneladas, implicando un incremento en el valor de las exportaciones del 110%,
representado en 66.3 millones de délares al termino del afio 2009 (Figura 1) [4].
Es posible concluir entonces, que la industria chocolatera es una de las
agroindustrias con mayor importancia en nuestro pais, pues presenta una

importante participacion en la industria de alimentos nacional [6].
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Figura 1. Exportaciones colombianas de cacao y sus subproductos entre los afios 2002 y 2009 [4].
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En afos recientes a nivel mundial se ha venido promoviendo el incremento en el
consumo regular de alimentos y bebidas a base de especies vegetales (frutas y
verduras), ya que investigaciones emergentes contindan soportando que dietas en
las que se incluyen estas fuentes dietarias, presentan grandes beneficios para la
salud humana. En este sentido, existe ademas una presion sobre las industrias de
alimentos, que promueve la produccion de este tipo de productos, con el fin de
reducir los altos costos generados como consecuencia de malos habitos
alimenticios, y por su parte, los consumidores en todo el mundo han tomado
conciencia acerca del impacto sobre la salud que representa el consumo de

alimentos cuyos ingredientes sean inocuos y de alta calidad.

El consumo de productos a base de cacao, principalmente el chocolate, no ha sido
considerado como una practica de estilo de vida saludable por su alto valor
caldrico [7]; sin embargo, siendo consistentes con las nuevas tendencias en el
mercado de alimentos, estudios recientes sugieren que el cacao y sus derivados
ademas de tener gran aceptacion por parte de los consumidores, presentan
multiples beneficios para la salud debido a que son una fuente rica en polifenoles,
capaces de modular eventos oxidativos vinculados con la aparicion de

enfermedades cardio y cerebrovasculares [7].
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1.3 Polifenoles en plantas

Los polifenoles son uno de los grupos de metabolitos secundarios mas numerosos
y ubicuamente distribuidos entre las especies vegetales, con mas de 8.000
estructuras quimicas reportadas hasta el momento, que se caracterizan por tener
en su estructura quimica al menos un anillo aromatico unido a uno 0 mas grupos
hidroxilo y frecuentemente se encuentran como derivados de ésteres, éteres y

glucésidos [8, 9].

El contenido (cualitativo y cuantitativo) de polifenoles en vegetales varia con las
condiciones de crecimiento y los estimulos ambientales; difiere también de una
especie a otra, y de un tejido a otro, encontrdndose principalmente en frutas,
donde el grado de madurez e incluso el manejo poscosecha de los mismos
afectan el contenido de polifenoles. Sus funciones fisiologicas estan relacionadas
con la proteccion frente a la radiacion UV y a las condiciones de estrés biotico

como herbivoria, infeccion, parasitismo y patogénesis de las plantas [10, 11].

Entre los polifenoles de las plantas se pueden encontrar moléculas simples como
acidos fendlicos, fenilpropanoides y flavonoides o compuestos polimerizados como
ligninas, melaninas y taninos [12]. Sin embargo, los flavonoides caracterizados por
presentar un sistema Ce¢—C3—Csg, constituyen uno de los grupos fenolicos mas
namerosos e importantes. Biosintéticamente, estos compuestos pueden
considerarse como tetracétidos de sintesis mixta (Figura 2), ya que utilizan el p-

cumaroil-CoA como molécula iniciadora, a la cual se unen tres moléculas de
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malonil-CoA. El

p-cumaroil-CoA proviene de

la ruta del shiquimato-

fenilpropanoides, y el malonil-CoA implica a la ruta del acetato-malonato [8, 13].
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Figura 2. Ruta biosintética de flavonoides. Modificado de Sakihama y Col. (2002) [14].

1.3.1 El cacao como fuente de polifenoles

Los flavonoides ocupan un lugar muy importante entre los antioxidantes naturales

provenientes de la dieta. De hecho, una gran diversidad de alimentos de origen

vegetal, tanto en su estado natural como procesado, constituyen una fuente

variable, pero importante de antioxidantes.

Las manzanas, el té, el vino, entre otros, son alimentos que han sido identificados

como ricos en este tipo de polifenoles. Pero sin lugar a dudas, el cacao y sus

productos derivados, principalmente el polvo de cacao (cocoa), el chocolate y el

licor de cacao, se caracterizan también por tener una alta proporcion de estos
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compuestos [15]. Los polifenoles encontrados en el grano de cacao se almacenan
en las células pigmentadoras de los cotiledones y dependiendo del contenido de
antocianinas estas células pueden llegar a tener una tonalidad puarpura oscura.
Los grupos de polifenoles mas abundantes en cacao son metabolitos tipo
flavonoide, especialmente 3 grupos basicos con un nucleo comun tipo flavan-3-ol:
catequinas (37%), antocianinas (4%) y proantocianidinas (58%). La principal
catequina es (-)-epicatequina que representa cerca del 30% del contenido de
polifenoles del grano [16], otras catequinas minoritarias son (+)-catequina, (+)-
gallocatequina y (-)-epigallocatequina. La fraccibn de antocianinas consiste
principalmente de cianidina-3-arabinosa y cianidina-3-D-galactosa y entre las
procianidinas, las mas abundantes son aquellas unidades diméricas, triméricas y

oligoméricas de epicatequina y flavan-3,4-diol [17].

En estudios previos se ha mostrado que el contenido total de polifenoles solubles
en los granos de cacao secos y desengrasados de la variedad forastero, varia
entre 10-15%, donde el contenido de (-)-epicatequina oscila entre 34.65 y 43 mg/g
[16], mientras que los cacaos criollos contienen solo 2/3 partes de este contenido

[18].

En general, los polifenoles presentes en el cacao desempefian un papel
importante en la calidad de alimentos derivados, ya que intervienen en su
apariencia, color, olor, acidez, e incluso en sus propiedades potencialmente

beneficiosas para la salud humana [10]. Estos parametros son de particular
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importancia en la cadena de produccién de chocolate, ya que muchos de ellos
pueden ser evaluados y tenidos en cuenta por los transformadores de cacao en el

mercado, dando lugar a su eleccién o rechazo.

Adicionalmente, estos compuestos exhiben un amplio rango de efectos bioldgicos,
entre los que se incluyen acciones antibacteriales, antiinflamatorias, antialérgicas,
hepatoprotectoras, antitrombdticas, antivirales, anticarcinogénicas y
vasodilatadoras, ademas de ser utiles en la prevencidon de enfermedades
coronarias y desérdenes neurodegenerativos; estas funciones biolégicas se han
atribuido a su actividad antioxidante y la capacidad para estabilizar radicales libres

[19-21].

1.4 De los granos de cacao al chocolate: Alteraciones en la composiciony
contenido de catequinas

1.4.1 Proceso de preindustrializacion del cacao

La mayor parte de los granos de cacao destinados a la producciéon de chocolate,
son sometidos en el lugar de cultivo a los primeros pasos para el procesamiento.
Especificamente los procesos de fermentacion y secado al sol toman lugar en esta
etapa del proceso de produccién (preindustrializacién), y son importantes para el

desarrollo de aromas y/o precursores de aromas en el chocolate [22-24].
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Luego de que las mazorcas son cosechadas, las semillas de cacao son removidas
y transferidas a cajas de madera donde es llevada a cabo la fermentacion,
durando de 2 a 3 dias cuando se trata de granos de cacao Criollo, y de 5 a 7 dias

para cacao forastero [25].

Durante el primer dia de fermentacion, el mucilago adherido a la semilla comienza
a drenar liquidos con un aumento constante en la temperatura. Bajo condiciones
anaerobias, los microorganismos producen acido acético y etanol. Estos procesos
inhiben la germinacion de las semillas y contribuyen a cambios estructurales
durante la fermentacién de los granos tales como la remocion de enzimas y
sustratos compartimentalizados [26]. Los liquidos celulares se mueven a través de
la pared celular y se esparcen sobre el grano de cacao, esto ocurre generalmente
entre las 24 y 48 horas de la fermentacion. Al tercer dia, la temperatura del grano
aumenta generalmente hasta 45°C, y alcanza los 50°C cuando la fermentacion ha

terminado [27].

Durante la fermentacion de los granos de cacao, los polifenoles difunden desde
los compartimientos celulares y se oxidan para producir taninos insolubles de alto
peso molecular. Las reacciones de oxidacion son catalizadas por la enzima
polifenol oxidasa, no obstante, esta enzima es fuertemente inactivada durante el
primer dia de fermentacion, pasando de una actividad enziméatica del 50% al 6%

durante los dias 1 y 2. La ocurrencia de reacciones de condensacion es
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confirmada por la disminucion drastica en el contenido de epicatequina durante el

segundo y tercer dia de la fermentacion [23, 28].

Una vez terminado el proceso de fermentacién, los granos son puestos en
bandejas y secados al sol en las zonas de cultivo donde la cosecha coincide con
una estacion seca, mientras que en zonas lluviosas se utiliza secado artificial [29].
El objetivo principal del secado es disminuir la humedad de los granos hasta un 5-
7%, para permitir su almacenamiento y transporte, ya que un contenido de
humedad superior al 8%, incrementa la probabilidad de contaminacién fungica

[30].

Ademas de la oxidacion enzimatica durante la fermentacion, se ha propuesto que
el incremento de temperatura durante el secado en campo es un factor importante
vinculado a la pérdida de polifenoles. En general, se ha encontrado que el
contenido de polifenoles disminuye drasticamente hasta cerca de un 80% durante
estas etapas del procesamiento [31]. Es necesario enfatizar que estos procesos
de preindustrializacién no estan estandarizados a nivel mundial, generando alta
variacion en la concentracion de catequinas de cacaos provenientes de diferentes

procedencias [23].
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1.4.2 Proceso de industrializacion de cacao: Efecto sobre el contenido de
polifenoles

Una vez los granos secados en campo llegan a la fabrica de produccion de
chocolates, el primer paso en el proceso de industrializacion del cacao es la
limpieza del grano mediante una serie de operaciones que incluyen la remocién de

fibra procedente de los empaques, trozos de madera, metales e impurezas [32].

El paso subsiguiente es la tostion del grano entero, lo cual es clave para el
desarrollo de sabores, que ya deberan existir en el grano, al menos en forma de
precursores derivados de una correcta fermentacion y secado [33, 34]. Una tostién
correcta es un proceso dependiente del tiempo y la temperatura, donde el tiempo
puede variar entre 5 y 120 minutos y la temperatura entre 120 y 150 °C [35].
Generalmente temperaturas mas bajas se usan para modificadores de leche y
algunos chocolates oscuros. Existe un pequefo paso de pretostado en el que los
granos pueden alcanzar temperaturas hasta de 100°C, seguido por la tostion
misma en donde la temperatura es aumentada alrededor de 130°C. Al tostar el
grano, este pierde su cobertura externa la cual es removida facilmente y da lugar a

la almendra que continuara en el proceso [31].

El siguiente paso en un procesamiento convencional de cacao involucra la

molienda de las almendras, la cual se adelanta generalmente en dos etapas, una

inicial para convertir la almendra en una pasta fluida y una final en donde se
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alcanza el tamafo de particula deseado. Durante la molienda se genera un fluido
café oscuro conocido como "licor” [35-37], que debe su fluidez al rompimiento de

la pared celular y posterior liberacion de la grasa [31].

Adicionalmente, se separa la manteca de cacao del licor mediante prensas
hidraulicas o mecanicas, siendo una fase importante puesto que este producto es
adicionado en otras etapas del proceso o comercializado como materia prima para

la industria cosmética o alimentaria [35, 38].

Otras etapas pueden involucrar la alcalinizacion del grano, el licor o el polvo, con
suspensiones de alcali, principalmente con el fin de cambiar el color y el sabor [35,
37]; sin embargo, existen dudas acerca de si este ultimo parametro realmente se
afecta. En general la alcalinizacién no es una etapa indispensable en el proceso
de manufactura del chocolate, pero es comun para algunos productos como el

polvo de cacao oscuro y productos para reposteria [31].

Los ingredientes basicos para la manufactura del chocolate son el licor de cacao,
azucar, leche y emulsificantes, estos ingredientes se mezclan generando una
pasta de textura aspera y consistencia plastica, la cual es refinada para producir la
textura suave deseada en los productos finales. Actualmente el proceso de
refinado se lleva a cabo en sistemas de rodillos multiples donde se controla la

presion entre ellos y la temperatura de cada rodillo se mantiene entre 25-50°C.
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La pasta refinada es almacenada durante 24 horas a 45-50°C en un proceso
conocido como maduracion, el cual le da al producto una textura de masa, la cual
puede usarse como chocolate de tasa; adicionalmente, un paso final conocido
como conchado es esencial para generar chocolates finos; esta etapa es la Ultima
en el proceso de manufactura y es esencial para el desarrollo de la textura y sabor
final. Generalmente es un proceso de dos pasos en donde inicialmente se reduce
la humedad, se eliminan las sustancias volatiles y se distribuye la grasa, de tal
manera que las particulas queden distribuidas en una fase continua; en el
segundo paso se adiciona la manteca de cacao y un emulsificante como lecitina
para dar una pasta liguida homogenizada. Las condiciones de temperatura y
tiempo del conchado pueden variar dependiendo del tipo de chocolate, por
ejemplo para los chocolates en polvo se utiliza entre 10 y 16 horas a temperaturas
entre 49 y 52°C, mientras que para chocolates oscuros el conchado se lleva a
cabo a temperaturas mas altas, entre 70-82°C [31]. Las condiciones del conchado
podrian ser modificadas (acortadas) por pretratamiento del licor, por ejemplo con

tratamientos térmicos >100°C.

Antes del servido en moldes, la pasta de chocolate se enfria hasta alcanzar 10°C y
se recalienta varias veces a temperaturas entre 29-31°C para lograr una buena
cristalizacion, lo cual garantiza las propiedades reoldgicas adecuadas en el

producto final [31].
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Hasta el momento se conoce que las alteraciones en el contenido y composicion
de polifenoles, en el proceso de manufactura del chocolate y en general los
productos derivados del cacao, pueden darse principalmente durante estos
procedimientos [37, 39], pues los granos o productos intermedios son expuestos a
gran variedad de procesos térmicos que generalmente involucran la presencia de
oxigeno; gracias a esto y debido a la alta actividad redox de los polifenoles, es
posible anticipar que estos procedimientos son puntos cruciales de los cuales
depende la calidad de los productos finales en términos de contenido de
compuestos con actividad biologica [31]. No obstante, el conocimiento de estos
cambios es limitado y en la actualidad solo un proceso patentado los ha estudiado
en relacion a los parametros del proceso [40], encontrando que generalmente
temperaturas y tiempos de procesamiento prolongados reducen la cantidad de
polifenoles disponibles. Hoy, a pesar que la industria nacional cuenta con
tecnologia moderna para el procesamiento del cacao, no posee en sus procesos
un control estricto en cuanto a conservacién de polifenoles y certificacion de su

contenido en el producto final.

Son numerosos los estudios que han tratado el tema de la composicién quimica
del cacao o de sus subproductos, desafortunadamente estos estudios han
trabajado con variedades de cacao que en su mayoria no son cultivadas en
Colombia, y esto nos situa en un lugar de completo desconocimiento acerca de las
caracteristicas de nuestro cacao. Ademas, la pérdida de catequinas y en general

de polifenoles, que se presenta durante los procesos de poscosecha en
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preindustrializacion e industrializacién, conduce a la generacion de productos de
menor calidad en comparacion con los actualmente ofertados en mercados
internacionales, en donde se acepta ampliamente que los alimentos derivados del
cacao presentan efectos benéficos en la prevencion de enfermedades
cardiovasculares y ciertos tipos de cancer, debido a sus componentes bioactivos
con capacidad de actuar como antioxidantes. Todo lo anterior, justifica la
realizacion de este trabajo enfocado al estudio de variables asociadas a los
procesos de pre e industrializacion que afectan la estabilidad de las catequinas,
soportado también en la hipétesis de que es posible disminuir las pérdidas de
estos compuestos modificando dichas variables, principalmente en puntos criticos

de los procesos de secado en campo e industrializacion.
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2 OBJETIVOS

Con el proposito de incrementar el conocimiento acerca de un producto agricola
nacional de gran importancia como lo es el cacao, se propone realizar estudios
encaminados a observar la variabilidad de los metabolitos que son considerados
importantes actualmente a nivel mundial, debido a que generan valor agregado
para los productos derivados de este material vegetal (Chocolates, Cocoas y
demas), siendo importante también, el planteamiento de posibles estrategias que
permitan la conservacion de este tipo de compuestos durante todos los eslabones

de la cadena de produccion.

2.1.1 Objetivo General

Evaluar la estabilidad de las catequinas presentes en cacaos colombianos durante
los procesos intermedios de pre e industrializacion y determinar la variacion en la

actividad antioxidante durante dichos procesos.
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2.1.2 Objetivos especificos

2.1.2.1 Desarrollar un método analitico para la identificacion y cuantificacion de

catequinas presentes en cacaos colombianos.

2.1.2.2 Identificar los puntos clave de pérdida de catequinas durante los procesos

de pre e industrializacién del cacao.

2.1.2.3 Optimizar las variables identificadas como criticas en el proceso de pre e
industrializacion de cacao, determinantes para obtener productos con alto

contenido de compuestos fendlicos.

2.1.2.4 Evaluar la actividad antioxidante de los productos obtenidos en cada punto

critico de los procesos de pre e industrializacion del cacao.
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CAPITULO 1

3 DESARROLLO DE UN METODO ANALITICO PARA LA IDENTIFICACION Y
CUANTIFICACION DE CATEQUINAS PRESENTES EN CACAOS
COLOMBIANOS

Las metodologias aplicadas en el andlisis de polifenoles dependen principalmente
del propdsito de la investigacion. Estas pueden estar encaminadas a la realizacion
de tamizaje en diversas plantas para determinar el contenido total de polifenoles,
al aislamiento de moléculas especificas ya conocidas, a determinar la
concentracion de las mismas o a aislar, identificar y purificar nuevas moléculas. En
todos los casos se requiere de una metodologia de extraccion y un proceso
preparacion de muestra, previos a los métodos analiticos, haciendo el resultado
final dependiente de las variables tenidas en cuenta dentro de estos

procedimientos.

3.1 MATERIALES Y METODOS

3.1.1 Material vegetal

Para este estudio se realizO un muestreo aleatorizado de cacao en parcelas con
practicas agricolas estandarizadas, ubicadas en el municipio de San Vicente de
Chucuri en el departamento de Santander (06° 53' 00"N, 73° 24' 50" O). Durante el

muestreo, se recolectaron granos provenientes de mazorcas maduras con un

31



promedio de 6 a 7 meses de edad. Posteriormente, tanto los granos como las
mazorcas fueron lavados y almacenados a -20°C hasta la preparacion de los

extractos.

3.1.2 Preparacion de muestras: Efecto del almacenamiento

Para descartar la posibilidad de error analitico inducido por variaciones en la
humedad de los granos sometidos a almacenamiento bajo congelacion; se realizé
un secado controlado a 45°C en un horno de conveccién, sobre 3 muestras
independientes de 50.0g de granos de cacao recién fermentados, y granos
almacenados a una temperatura de -20°C durante 8 dias posterior a la
fermentacion. El pesaje de las muestras se realiz6 cada hora durante un periodo
de 19 horas, hasta obtener una humedad final de los granos inferior al 7%;
especificacion definida por las empresas procesadoras de cacao para el grano que

entra en la etapa de industrializacién [30].

3.1.3 Preparacion de muestras: Desengrase y extraccion

Se tomaron 300.0g de granos de cacao fermentado y se secaron a 45°C durante
24 horas. A partir de estos granos, se tomaron 3 muestras independientes de
20.0g cada una, las cuales se molieron y posteriormente se desengrasaron en
soxhlet durante 2 horas utilizando n-hexano como solvente. Luego, los sélidos

desengrasados se extrajeron a temperatura ambiente siguiendo el método
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propuesto por Niemenak y Col. (2006)[41], con algunas modificaciones. Asi, se
extrajeron 2.0g de muestra desengrasada con 30.0mL de una mezcla de
acetona/agua en proporcién 60:40 V/y, durante 1 hora con agitacién continua a 200
RPM. El extracto se concentro a presion reducida (50°C) y se centrifugé a 980
RCF durante 15 minutos a 4°C. El sobrenadante se filtr0 a través de una
membrana de nylon (0.45um), se llevdé a 25.0mL en un matraz aforado y se
almacen6 a 4°C y protegido de la luz directa, hasta el momento del andlisis de

polifenoles totales y perfil cromatografico.

Adicionalmente, se tomaron 3 muestras de 2.0g de granos sin desengrasar y se
sometieron al mismo proceso de extraccion, almacenamiento y andlisis

mencionado anteriormente.

3.1.4 Optimizacion de la extraccion: Extraccién convencional y extraccién
asistida por ultrasonido (EAU)
Se disefid un experimento multinivel factorial generalizado para la optimizacion de

los parametros de extraccion. Los factores y los niveles estudiados dentro del

disefo se describen en la Tabla 2.

Granos de cacao fermentado se sometieron a secado durante 24 horas a 45°C.
Posteriormente cada analisis se realiz6 con 1.0g de muestra molida, teniendo en

cuenta las demas condiciones especificas para cada ensayo definidas en la matriz
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de extraccion (Tabla 2). El orden de los corridos experimentales se establecid
mediante el programa estadistico Statgraphics Plus 5.1, para asegurar la
aleatoriedad de los ensayos. La extraccion convencional se realizé en balones de
vidrio de fondo plano, mediante agitacion continua a 200 RPM de la mezcla
solvente y el material vegetal. La extraccion asistida por ultrasonido se llevo a
cabo en tubos conicos de 50.0mL sumergidos en un bafio ultrasonico Elma-

LC60H, (Singen, Germany) operado a una frecuencia de 60 kHz.

Luego de preparados los extractos, estos se concentraron a presion reducida
(50°C) y se centrifugaron a 980 RCF, durante 15 minutos a 4°C. El sobrenadante
se filtr6 a través de una membrana de nylon (0.45um), se llevdé a 25.0mL en un
matraz aforado y se almaceno, protegido de la luz directa, a 4°C hasta el momento
de los andlisis de contenido de polifenoles totales y cuantificacion de epicatequina,

cafeina y teobromina.

Tabla 2. Definicion de variables para el disefio factorial generalizado.

Variable de
Factor Niveles respuesta
20
(A) Tiempo (min) 40
60
(1) Acetona:Agua 60:40 Polifenoles totales
(B) Solvente (2) Isopropanol:Agua 60:40 Epicatequina
(3) Metanol:Agua 60:40 Cafeina
(©) pH 30 Teobromina
9.0
(D) Método de (1) Convencional-agitacion
extraccion (2) Ultrasonido
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3.1.5 Contenido de polifenoles totales

El contenido de polifenoles totales de los extractos se determiné por el método
Folin-Ciocalteau, descrito por Singleton (1965) [42], adaptado recientemente por
Londoiio y Col. (2006) [43]. Se mezclaron 750.0uL de agua ultra pura con 100.0uL
de muestra, 100.0uL de una solucion de carbonato de sodio 20% y 50.0uL del
reactivo de Folin-Ciocalteau 2M, agitando luego de cada adicion. La mezcla se
incubé 60 minutos a temperatura ambiente y protegida de la luz, transcurrido el
tiempo se registrd la absorbancia a 760nm en un espectrofotdmetro Cary 50
(Varian, Palo Alto, CA, USA). El andlisis cuantitativo se realizd por el método del
estandar externo y para ello se construyé una curva de calibracion con &acido
gélico (10.0-100.0pg/mL) con el fin de expresar los resultados en términos de

Equivalentes de Acido Galico (GAE).

3.1.6 Identificacion y cuantificacion de catequinas y xantinas por

Cromatografia Liquida de alta Eficiencia (HPLC)

La identificacién y cuantificacibn de catequinas y xantinas presentes en las
muestras de cacao se realizdé por cromatografia liquida de alta eficiencia. Se usé
un cromatégrafo liquido marca Agilent serie 1200 modelo VL, utilizando un
Detector de Arreglo de Diodos (DAD) a una longitud de onda de 280nm. La
separacion cromatografica se optimizé modificando las fases estacionaria y movil,

ademas de la temperatura de la columna, tres de las variables principales de las
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gue depende la separacion de analitos cuando se pretende trabajar en cualquier

tipo de analisis cromatogréafico (Tabla 3).

Tabla 3. Fases estacionaria y mévil utilizadas en la estandarizacion del método para la

cuantificacion de los analitos catequina, epicatequina, cafeina y teobromina.

- Columna Supelco C18 (250x4.6mm). Tamafio
de particula:5um

- Columna VARIAN C18 (150x4.6mm). Tamario
de particula:5um

Fase
estacionaria

- Columna Phenomenex C18 (100x4.6mm).
Tamafio de particula:5um
(1) Acetonitrilo:Agua*
Fase movil (2)Metanol:Agua*

* Incluye una mezcla agua-acido acético como
solvente modificador (0,1-0,2%)

Se empled acido acético y férmico entre 0.1y 0.2% como modificadores de pH en
la fase movil, se trabajo con flujos de la fase movil entre 0.5 y 1.0mL y la

temperatura de la columna se varié entre 25y 35°C.

La idoneidad del sistema se determind con respecto al factor de capacidad y
selectividad, ademas de la resolucién, simetria y la desviacion en los tiempos de
retencion de los picos en el cromatograma. La validacion del método propuesto
incluyo los pardmetros linealidad (coeficiente de correlacion), rango (pg/mL), limite
de deteccion (LD pg/mL), limite de cuantificacion (LC pg/mL), repetibilidad,
precision intermedia y exactitud para los analitos catequina, epicatequina, cafeina

y teobromina.
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La linealidad se evaluo preparando mezclas de soluciones estandares de trabajo a
cinco niveles de concentracion, dependiendo de la concentracion de analito
esperada. El criterio de rango se definid basado en la linealidad del método. El
limite de deteccién (LD) fue la concentracion mas baja de analito en una muestra,
gue resultoé en una altura de pico 3 veces superior al ruido (linea base). El limite de
cuantificacion (LC) fue calculado como la concentraciéon experimental de analito
que dio una respuesta de la sefial 10 veces superior al ruido, aceptandose un
coeficiente de variacibn hasta de 10%. La repetibilidad instrumental fue
establecida a través de seis inyecciones consecutivas de una misma solucion de
muestra a una concentracion de 12.5ug/mL con un limite de coeficiente variacion
(%CV) de 4% segun la AOAC [44]. La exactitud fue determinada como el
porcentaje de recuperacioén de una cantidad conocida de analito con la que fueron
adicionadas tres (por triplicado) muestras a tres niveles de concentracion. Para la
precision intermedia se estudié la variacion generada por los factores; dia de
andlisis y analista, inyectando en el equipo una muestra preparada 3 veces de
forma independiente por 2 analistas diferentes en dos dias distintos, siendo
aceptados coeficientes de variacion 2 veces mayores que para la repetibilidad del

método (4%) [45].
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3.2 RESULTADOS Y DISCUSION

3.2.1 Desarrollo del método analitico para la identificacion y cuantificacion

de catequinas presentes en cacaos colombianos

Hasta el momento se han desarrollado una gran cantidad de procedimientos
aplicados al andlisis de flavonoides presentes en fuentes vegetales, esto refleja la
alta complejidad de estas matrices de analisis y la diversidad de escenarios que se
pueden presentar en este reto analitico. En ciertos casos, basta conocer el perfil
de flavonoides presentes en la muestra con el fin de concluir sobre las variaciones
en la composicién, en otros casos serd necesario aplicar procedimientos que
permitan la cuantificacion; y cuando se trata de sustancias desconocidas, se

requerird el aislamiento y caracterizacion estructural [46].

Por lo tanto, el disefio del procedimiento analitico dependera del interés del
analisis. Por ejemplo, en estudios de perfil y cuantificacion de flavonoides, la
aproximacion mas util ha sido la cromatografia, preferiblemente cromatografia
liquida de alta eficiencia (HPLC) debido a la complejidad de la matriz de analisis,
ademas de la amplia diversidad estructural de los compuestos presentes. Sumado
a lo anterior, esta técnica presenta ventajas comparativas con otras metodologias
de andlisis, como su alta resolucion, alta eficiencia, alta reproducibilidad y tiempos

de analisis relativamente cortos, asi como la posibilidad de evitar someter las

38



muestras a procesos de derivatizacion quimica, dado que no hay restricciones de

volatilidad molecular [46].

En la mayoria de los casos, los sistemas reportados para la separacion de
polifenoles en alimentos involucran la cromatografia en fase reversa, cuya fase
estacionaria generalmente son columnas empacadas con silica modificada C18,
con tamafo de particula medio que oscila entre 3 y 10um. En el presente trabajo,
para la estandarizacion de la metodologia analitica y establecimiento del perfil de
compuestos presentes en muestras de cacao, se realizaron diversos ensayos en

procura de obtener las mejores condiciones cromatograficas.

Inicialmente, se inyectaron muestras preparadas a partir de la extraccion de
granos de cacao durante 1 hora con una mezcla de acetona-agua (60:40),
procedimiento de extraccion que fue modificado del propuesto por Niemenak y
Col. (2006) [41]. La inyeccion de estos extractos fue realizada con el objetivo de
optimizar la separacion de la mayoria de picos presentes en muestras reales,
evitando fendmenos de solapamiento de picos o cambios en los tiempos de
retencion, debidos a la presencia de metabolitos primarios y demas componentes

de los granos de cacao que puedieran alterar el comportamiento de los analitos.

En la Figura 3 se observa la evolucion del sistema cromatografico preliminar para
el andlisis de catequinas del cacao. Esta metodologia se usé para establecer los

perfiles de compuestos presentes en cacao, de forma que permitiera a futuro
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evaluar variaciones en la composicion cualitativa de las muestras en analisis. Una
vez establecido, el siguiente paso fue la estandarizacion y optimizacion de los
procedimientos de almacenamiento y tratamiento de las muestras previos al

analisis cuantitativo.
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Figura 3. Evolucion del desarrollo del sistema cromatografico para la separacion de catequinas del
cacao por variaciones en la fase movil (acetonitrilo (a) y agua con acido férmico al 7% (b)). 1)
20%(a) — 80%(b); 2) 70%(a) — 30%(b); 3) 75%(a) — 25%(b); 4) gradiente lineal de 6 a 25%(a) del

minuto 0 al 7 y reestabilizacion de la columna de 25 a 6%(b) del minuto 7 al 18.
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Los flavonoides presentan gran inestabilidad, por esta razén, cuando se pretende
realizar analisis cuantitativos en muestras que tengan este tipo de compuestos
dentro de su composicion, es necesario garantizar la estabilidad de los metabolitos
durante el almacenamiento y la preparacion de las muestras para analisis, ya que

técnicamente el analisis simultaneo de las muestras es inviable.

Debido a que para cumplir los objetivos del presente trabajo fue necesario contar
con una metodologia analitica confiable para la cuantificacion de flavonoides en el
cacao, especificamente catequinas o flavan-3-oles, y debido a su inestabilidad
inherente; se opté por el almacenamiento bajo congelacién para mantener la
composicién cuali/cuantitativa de las muestras, pues si bien al almacenar
muestras congeladas de material vegetal no se detienen, si se puede retrasar las

reacciones fisicas, quimicas y bioquimicas que producen su deterioro [47].

No obstante, cuando las muestras para analisis (granos de cacao) son
congeladas, existe la posibilidad de observar variaciones en la humedad y por
ende en su peso. Lo anterior hizo importante eliminar las variaciones en los
resultados, que pudieran darse por diferencias en el peso tomado de cada

muestra para analisis.

En la Figura 4, se comparan los perfiles de humedad de muestras de cacao que
se almacenaron o no a -20°C. Se verificO que no existieron variaciones

significativas en el contenido de humedad de las muestras. Hecho que posibilito el
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almacenamiento de las mismas durante un periodo de tiempo superior a 8 dias,
sin cambios en la composicidon de los metabolitos de interés presentes (catequinas

y polifenoles en general).

354 -~ Granos congelados
—-= (Granos no congelados

%Humedad
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0123456 7 8 910111213 14 1516 17 18 19 20 21 22
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Figura 4. Comparacion de los perfiles de humedad de granos de cacao almacenados o no a -20°C.
El desarrollo de métodos analiticos exige que el material sometido al proceso de
analisis sea representativo de la poblacién que se pretende someter al analisis,
por lo tanto, el primer paso del analisis en la preparacion de muestras es la
homogenizacion por medio de la molienda, de manera que permita posteriormente

un mejor contacto con el solvente de extraccion.

Los métodos tradicionales de extraccion sobre matrices vegetales, entre los que

se cuentan el Soxhlet, la hidrodestilacion y la maceracion con mezclas

hidroalcohdlicas o grasa caliente, basan su principio en la escogencia de un
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solvente adecuado y generalmente el uso de calor y/o agitacion para incrementar
la solubilidad de los compuestos a extraer y la velocidad de transferencia de masa
por difusion a través de las paredes celulares [48, 49]. El soxhlet es una técnica de
extraccion sélido-liquido que ha sido utilizada durante mucho tiempo. De hecho es
una de las metodologias mas utilizadas para la extraccion de grasas provenientes
de especies vegetales, siendo el hexano el solvente de eleccion para este proceso
debido a su estrecho rango de punto de ebullicién (63-69°C) y su alta capacidad

para solubilizar grasas debido a su baja polaridad [49].

El cacao es un material vegetal rico en grasas. Las grasas presentes en el cacao
son conocidas también como manteca de cacao y pueden llegar a representar
entre un 50 y 55% del peso total del grano. La manteca de cacao de alta calidad
utilizada en las industrias alimentaria, cosmética y farmacéutica es obtenida
principalmente por métodos mecéanicos de presion y extraccion con hexano [50].
Las principales desventajas de la extraccion con hexano en soxhlet incluyen
grandes cantidades de solvente para extraccion, toxicidad del solvente,
imposibilidad para agitar la mezcla de extraccion mientras se da dicho proceso, y
mas importante aun, tiempos de extraccion extendidos y la posibilidad de
descomposicion térmica de los compuestos presentes en la muestra, dado que el
proceso de extraccion usualmente se da en el punto de ebullicion del solvente
[49]. Debido a lo anterior se evalu6 la importancia del desengrase durante el
meétodo de preparacion de las muestras para analisis, con el fin de disminuir la

cantidad de pasos, que puedan generar variaciones en las variables respuesta:
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contenido de polifenoles totales y/o el perfil cromatografico de compuestos

presentes en la muestras de cacao.

601

Figura 5. Efecto del proceso de desengrase sobre el contenido de polifenoles totales en muestras

de cacao seco.

En la Figura 5, se observa la variacion en el contenido de polifenoles totales,
cuando las muestras son sometidas o no al proceso de desengrase. Se encontrd
que el contenido de polifenoles para las muestras desengrasadas y no
desengrasadas es de 49.9+0.252 y 48.8+0.473 mg GAE/g respectivamente. El
analisis de varianza, reveld que existe una diferencia estadisticamente significativa
(p<0.05) debida a este procedimiento, no obstante, dicha diferencia esta
representada solamente en 1 mg/g de muestra. Estos resultados sumados al perfil
cromatografico obtenido de ambas muestras (Figura 6), en donde se observa que
dicho perfil de compuestos no se ve alterado ni en composicién ni cantidad de los

mismos, hace posible concluir que el proceso de desengrase no es necesario
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dentro del método analitico desarrollado, lo que disminuye los gastos en en

términos de tiempo, energia y solventes.
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Figura 6. Efecto del desengrase sobre el perfil cromatogréafico de las muestras de cacao.

Con los experimentos realizados previamente, se estandarizaron las condiciones
requeridas para el almacenamiento y tratamiento de las muestras; sin embargo, se
requirio de la optimizacién del procedimiento de extraccidn, ya que este es critico
dentro del desarrollo de métodos analiticos para la cuantificacién de metabolitos,
puesto que de él depende en gran medida la recuperacién del material activo

deseado, asi como la pureza del mismo [51-53].

Para la extraccion de polifenoles de cacao se han utilizado soluciones acuosas de
metanol y acetona, generalmente entre un 70 y 80%"/y. También se ha utilizado

agua y etanol por separado, pero se ha descrito que con estos ultimos dos
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solventes la extraccion es poco eficiente [31]. Dado que con el sistema
cromatografico preliminar se logro observar la presencia de epicatequina, cafeina
y teobromina; se buscaron las condiciones 6ptimas para la extraccion simultanea
de estos compuestos, teniendo presente que los metabolitos objetivo eran los
polifenoles, mas especificamente las catequinas. En la Figura 7, se muestran los
graficos de superficie respuesta obtenidos para la extraccibn de polifenoles

totales, epicatequina, cafeina y teobromina presentes en los granos de cacao.

Se encontré que en general la extraccion asistida por ultrasonido (EAU) es mas
eficiente que la extraccion convencional por agitacion. Se observé ademas, que el
pH basico presenta mayor utilidad para la extraccion de los principales
compuestos presentes en matrices de cacao, que el tiempo éptimo de extraccion
es de aproximadamente 60 minutos para todos los metabolitos analizados en este
experimento (polifenoles totales y xantinas) y finalmente que la mezcla
isopropanol-agua (60:40) es el solvente que permite una mayor extraccion de los

polifenoles presentes en el cacao.
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Figura 7. Graficos de superficie respuesta para la determinacién de las condiciones éptimas de extraccion de a) polifenoles totales, b)
epicatequina, c) cafeina y d) teobromina. Los datos de a) estan expresados como miligramos equivalentes de acido galico por gramo de
muestra seca (mg GAE/g), y los de b), ¢) y d) como mg de compuesto por gramo de muestra seca (mg/g). Los solventes 1, 2 y 3
corresponden a las mezclas Acetona-Agua 60:40, Isopropanol-Agua 60:40 y Metanol-Agua 60:40, respectivamente.
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En los ultimos afios se han incrementado esfuerzos en la busqueda de nuevas
técnicas de extraccion, tendientes a disminuir o reemplazar totalmente los
meétodos tradicionales, evitando los inconvenientes que estos presentan, y
principalmente intentando mejorar su eficiencia [52, 54, 55]. La extraccion asistida
por ultrasonido (EAU), es una de las herramientas desarrolladas recientemente
para evitar los problemas de los métodos tradicionales. Esta técnica utiliza
vibraciones mecanicas en frecuencias superiores al rango audible para el oido
humano (1-16kHz), estas frecuencias tan altas crean ciclos de expansion, que a
Su vez generan presiones negativas y burbujas. Cuando el material por el que
viaja la onda sonora es liquido, las burbujas se forman, crecen y finalmente
colapsan, dando lugar a un fendmeno de mecanica de fluidos conocido como

cavitacion [56].

La importancia de este proceso en un procedimiento de extraccion, radica en los
eventos que ocurren cuando la burbuja colapsa; en algun punto, la burbuja no
puede absorber eficientemente la energia del ultrasonido, por lo que implosiona y
se genera una rapida compresion adiabéatica de gases, produciendo temperaturas
y presiones extremas, pero debido al tamafio tan pequefio de las burbujas en
comparacién con el volumen total del liquido, no hay cambios drasticos en las
condiciones ambientales del mismo. Ademas, cuando ocurre el proceso de
implosion en presencia de una estructura sélida como el material vegetal, el
liguido se expande a altas velocidades ocasionando fuertes impactos sobre la

superficie solida [56], esto incrementa la penetracion del solvente en la superficie
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del material vegetal y la liberacién de los productos intracelulares por rotura de la
pared celular [57, 58], lo que posibilita el uso de la extraccion asistida por
ultrasonido como una herramienta eficaz, para incrementar el rendimiento en la
extraccidon de compuestos biolégicamente activos a partir de material vegetal,

ofreciendo mayores ventajas que los métodos de extraccion convencionales.

La Figura 8a, muestra que los factores principales que afectan significativamente
la extraccidon de polifenoles, son el tiempo y el solvente de extraccidn, es decir, el
rendimiento en su extraccion depende principalmente de estas dos variables. Al
analizar el diagrama de pareto para la epicatequina (Figura 8b), es claro que
ninguno de los factores principales dentro del disefio experimental, presenta
efectos significativos en el proceso de extraccion de este metabolito. Debido a lo
anterior, para la epicatequina es posible aplicar las condiciones 6ptimas
encontradas para la extraccion de polifenoles totales (Tabla 4). Ademas, dado que
el método de extraccién utilizado es un factor que tampoco presenté efectos
significativos sobre la optimizacion de la extraccion, es posible utilizar cualquiera
de las 2 metodologias (extracciébn convencional por agitacion con solventes 6
EAU). Dicho lo anterior y gracias a que la EAU permite la preparacion de una
mayor cantidad de muestras simultaneamente, se decidi6 implementar esta
metodologia como la base para la preparacion de muestras en los demas

ensayos.
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Figura 8. Diagramas de Pareto para la identificaciéon del efecto de las variables de extraccién sobre
el contenido de a) polifenoles totales y b) Epicatequina en las muestras sometidas a la optimizacién

de la extraccion.

Tabla 4. Condiciones optimas para la extraccion de polifenoles y xantinas presentes en el cacao.

Variable respuesta T'e“."po Solvente pH Metodo_@e
(min) Extraccion

Polifenoles totales 60 Isopropanol/Agua 9.0 Convencional
Epicatequina 60 Metanol/Agua 9.0 Ultrasonido
Cafeina 60 Metanol/Agua 9.0 Ultrasonido
Teobromina 60 Metanol/Agua 3.0 Ultrasonido

Una vez optimizado el almacenamiento, tratamiento y procedimiento de extraccion
de las muestras de cacao, fue necesario mejorar la metodologia cromatogréfica de
cuantificacion optimizando la separacién de los componentes. Para el andlisis
cuantitativo de catequinas y en general de polifenoles, los principales sistemas
solventes utilizados en HPLC analitico incluyen gradientes de elucién binarios y
ocasionalmente eluciones isocraticas. En ambos modos de elucion, esencialmente
se han utilizado soluciones acuosas de los acidos acético, formico o fosforico, con
metanol (MeOH) o acetonitrilo (ACN) como modificadores organicos [46, 59]. Las
caracteristicas fisicoquimicas de estos ultimos dos solventes, como la fuerza y la

viscosidad presentan una importante influencia sobre la separacion
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cromatografica. Se ha observado que el ACN otorga una mejor resolucion
permitiendo ver picos mas definidos en comparacion con el MeOH, sin embargo,
este ultimo es preferido debido a su menor toxicidad, mayor disponibilidad y
produccion sostenible. Es conocido también que el pH y la fuerza iénica de la fase
movil influencian la retencion de los analitos en la columna, dependiendo de la
ocurrencia de los fendbmenos de protonacion, disociacion o disociacion parcial. Un
cambio en el pH que incremente la ionizacion de una muestra, puede reducir su
retencién en una separacion en fase reversa. Asi, pequefias cantidades de acidos,
principalmente &cido acético (2-5%"/y) son incluidas en el solvente para suprimir la
ionizacion de los grupos hidroxilo en los compuestos fendlicos, dado el caracter
acido de estos, mejorando asi la resolucion y reproducibilidad de los corridos
cromatograficos [46, 59]. Como es de esperarse entonces, el orden de elucién de
los componentes presentes en una matriz compleja como los extractos de fuentes
alimentarias como el cacao, es altamente dependiente de variaciones en el

sistema cromatogréfico.

En la Figura 9 se observa el sistema cromatogréafico previamente mostrado en la
Figura 3, con algunas modificaciones realizadas para su optimizacion, se utilizo
una columna Supelco C18 de 25 cm x 4.6 mm con un tamafo de particula de 5
pum. La fase movil fue una mezcla acetonitrilo (a) y agua con acido aceético al 0.2%
(b). El flujo del sistema fue mantenido a 0.75mL/min y se realiz6 un gradiente
lineal de 6 a 25% b del minuto O al 7, reestabilizando la columna de 25 a 6% b del

minuto 7 al 18. Con esta metodologia se logr6 identificar la presencia de los
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compuestos catequina, epicatequina, cafeina y teobromina, por la comparacion
entre inyecciones de una mezcla de soluciones de los estandares y muestras de
cacao. En el cromatograma (a), se puede observar una separacion completa de
estos picos. Como paso previo al proceso de validacion, se verifico
experimentalmente la idoneidad del sistema cromatografico y se encontré que los

valores hallados satisfacen los requerimientos generalmente aceptados (Tabla 5).

A pesar de que fue posible la identificacion de todos los compuestos y se logro
una buena separacion de los mismos cuando fueron inyectados los estandares; es
importante destacar que cuando se inyectaron las muestras de cacao, se
observaron picos deformados cercanos a los tiempos de retencibn que
correspondian para los compuestos cafeina y epicatequina. Se confirmé mediante
el método de adicion de estandar, que el compuesto adyacente al pico
correspondiente a la cafeina era catequina, por su parte el pico adyacente que
deformé la sefal de la epicatequina no fue identificado. Estos resultados
demuestran que a pesar de que los parametros de idoneidad del sistema se
encontraban dentro de los niveles cominmente aceptados, este sistema
cromatografico presentaba inconvenientes a la hora de realizar la cuantificacién de

dos de los principales componentes encontrados en las muestras.
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Tabla 5. Idoneidad del sistema cromatografico de separacion, utilizando la fase mévil Acetonitrilo-

Acido acético 0.2%: Agua.

Parametro de Teobromina Catequina Cafeina Epicatequina
idoneidad (1) (2 3 (4)
Factor de capacidad (K") 0.854 1.389 1.422 1.581
Factor de selectividad (a) 1.626 1.024 1.112
Resolucién (Rg) 34.947 2.219 11.187
Tiempo de retencién (T,) 8.622+0.002 11.110+0.002 11.260+0.002 12.000+0.001
Asimetria (As) 0.953+0.011 1.042+0.001 0.950£0.003 1.025+0.003

Los analitos en la tabla estan presentados en orden de retencién en la columna de separacion.
Los célculos de a y Rs, se realizaron partiendo del analito final (4) en el siguiente orden:

Epi vs Caf, Caf vs Cat y Cat vs Teo.

Tiempo muerto (Tm): 4.650 £0.005 min.

Segun reportes de la literatura, los criterios para la resolucion cromatografica (Rs)
son de algun modo arbitrarios. Para una exactitud cuantitativa razonable, los
maximos de los picos deben estar separados al menos 4 desviaciones estandar
(40). Si es asi, entonces Rs= 1.0, que corresponde aproximadamente a un 3% de
sobreposicion (contaminacion cruzada) de las areas de los picos. Un valor de Rs 2
1.5 (para 6c) representa esencialmente una resolucion completa, con sé6lo 0.2%
de sobreposicion de las areas de los picos [60]. Sin embargo, estos criterios solo
son validos cuando las concentraciones de los compuestos adyacentes son
aproximadamente iguales. Esto explica el comportamiento de las muestras de
cacao cuando son sometidas a este sistema cromatografico, y dado que es claro
que se requiere de una mayor resolucién cuando la banda cromatogréfica de un
componente mayoritario es adyacente a una banda de un constituyente
minoritario, se justificO la modificacion del método analitico de manera que

permitiera la cuantificacion de todos los analitos mencionados.
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Figura 9. Sistema cromatografico 1 optimizado.a) Estandares a 25ug/mL. b) Muestra de cacao. c)
Muestra de cacao con catequina estandar adicionada. El orden de retencién de los analitos en los

cromatogramas es 1) Teobromina, 2) Catequina, 3) Cafeina y 4) Epicatequina, X) Compuesto no

identificado.
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En la Figura 10 se observa el segundo sistema cromatografico, optimizado para
evitar los problemas relacionados con el solapamiento de picos que se presento
en primera instancia. La fase estacionaria fue la misma del primer sistema
(columna Supelco C18 de 25cm x 4.6mm, tamafio de particula de 5um). Se
modifico la fase movil, cambiando el acetonitrilo por metanol (a) y a la fase acuosa
del eluente se le disminuyo la concentracion del modificador de pH (acido acético)
a 0.1% (b). El flujo no sufri6 cambios, manteniéndose en 0.75mL/min y el
gradiente fue de 6 a 25% b del minuto 0 al 5, siguiendo isocraticamente hasta el
minuto 29 y reestabilizando la columna de 25 a 6% b del minuto 30 al 33. A pesar
de que el tiempo total de analisis aumenté drasticamente con este sistema
cromatografico, es clara la diferencia en cuanto a la resolucion de los picos, y
dado que nuestro interés era el desarrollo de un método que permitiera la
cuantificacion de la mayoria de componentes hallados en las muestras de cacao y
no optimizar los tiempos de andlisis, usamos este Ultimo sistema como el 6ptimo

para realizar los analisis cuantitativos posteriores.
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Figura 10. Sistema cromatografico 2 optimizado. a) Estandares a 25ug/mL. b) Muestra de cacao.
El orden de retencién de los analitos en ambos cromatogramas es 1) Teobromina, 2) Catequina, 3)

Cafeina y 4) Epicatequina.
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Nuevamente, como paso previo al proceso de validacion se verifico
experimentalmente la idoneidad del sistema cromatogréafico y se encontré que los
valores hallados satisfacen los requerimientos generalmente aceptados (Tabla 6).
Con esta metodologia se encontré que el orden de elucidén para los compuestos
era el mismo que para el primer sistema, pero hubo un incremento en los tiempos
de retencion para los analitos teobromina, catequina, cafeina y epicatequina, los

cuales fueron de 12.3, 16.3, 22.0 y 29.7 minutos, respectivamente.

Tabla 6. Idoneidad del sistema cromatografico de separacién, utilizando la fase mévil Metanol-

Acido acético 0.1%: Agua.

Parametro de Teobromina Catequina Cafeina Epicatequina
idoneidad (1) (2) (3) (4)
Factor de capacidad (K") 1.652 2.514 3.735 5.381
Factor de selectividad (a) 1.522 1.486 1.441
Resolucion (Rs) 24.033 20.707 17.803
Tiempo de retencion (T,) 12.330+0.003 16.340+0.002 22.020+0.0006  29.670+0.001
Asimetria (As) 0.977+0.007 1.146+0.005 0.948+0.004 0.986+0.016

Los analitos en la tabla estan presentados en orden de retencion en la columna de separacion.
Los calculos de a y Rs, se realizaron partiendo del analito final (4) en el siguiente orden:

Epi vs Caf, Caf vs Cat y Cat vs Teo.

Tiempo muerto (Tm): 4.650 £0.005 min.

En cuanto a la validacion del método analitico, la proporcionalidad en la respuesta
para la catequina, epicatequina, cafeina y teobromina se puede observar en la
Figura 11. Se verifico la linealidad en un rango de concentraciones entre 3.1250 y
100pg/mL para la teobromina y de 1.5625-50ug/mL para los demas analitos,
disminuyéndose la proporcionalidad por arriba de 50ug/mL para todas las curvas

de calibracion con excepcion de la teobromina.
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Los limites de deteccion (LD) y cuantificacion (LC) encontrados fueron 0.7813 y
1.5625ug/mL para catequina, 1.5625 y 3.125ug/mL para epicatequina, 0.3906 y
1.5625ug/mL  para cafeina, 0.3906 y 07813ug/mL para teobromina,
respectivamente. Las bajas concentraciones de LC indican que el método
presenta sensibilidad para la cuantificacion de estos analitos, lo cual es
corroborable con las pendientes de las rectas (7.65, 9.63, 29.1 y 28.6 para
catequina, epicatequina, cafeina y teobromina respectivamente), revelando que la
metodologia de cuantificacion para cafeina y teobromina, presenta una
sensibilidad superior a la cuantificacién de las catequinas. Para obtener una mejor
exactitud en las curvas de regresion lineal, el limite mas bajo de linealidad fue
ajustado para ser el LC, de manera que las concentraciones de las muestras de
analisis siempre estuvieran en el rango de linealidad. En la Tabla 7, se indican las
ecuaciones de las rectas de regresion y los parametros de validacién obtenidos

para los cuatro compuestos analizados.
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Figura 11. Linealidad y curva de calibracidn de a) catequina, b) epicatequina, c) cafeina y d)

teobromina.

Los resultados obtenidos para la repetibilidad mostraron coeficientes de variacion
de 1.87, 1.56, 2.21 y 0.70% para catequina, epicatequina, cafeina y teobromina
respectivamente (Tabla 7). Estos valores son inferiores a 4%, el cual es
normalmente aceptado para la precision de acuerdo a lo propuesto por la AOAC
[44], cuando las concentraciones de analito son inferiores a 100ug/mL; por lo tanto
es posible afirmar que el método presenta una adecuada repetibilidad. La
precision (precision intermedia) se estudié mediante la variacion generada por los
factores; dia de analisis y analista, inyectando en el equipo una muestra preparada

3 veces de forma independiente por 2 analistas diferentes en dos dias distintos,
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siendo aceptados coeficientes de variacion dos veces mayores que para la
repetibilidad del método, segun el criterio de aceptacion de la AOAC [44]. En la
Tabla 7 se reportan los valores de %CV experimentales obtenidos para este

parametro de validacion.

Los analitos presentes en plantas se hallan en el interior de su estructura y no de
forma aislada como sucede por ejemplo en una forma farmacéutica, por lo que
deben ser usados métodos de extraccion para retirarlos de su interior. La principal
dificultad de la extraccion de un analito radica fundamentalmente en las
caracteristicas de la matriz que lo contiene, por lo que a menudo deben aplicarse
tratamientos de muestra largos y agresivos que pueden provocar pérdidas de los
analitos y por ende causar que los porcentajes de recuperacion sean
generalmente bajos [45]. Debido a esto, en los estudios de validacién de métodos
analiticos para la valoracion de analitos presentes en plantas medicinales y sus
diferentes preparados, o en general en matrices complejas como los alimentos,
existen ciertas particularidades en cuanto a los pardmetros de validacion tenidos
en cuenta dentro del estudio. Especificamente, para los estudios de repetibilidad y
precision, los limites de aceptacion para los coeficientes de variacion son
superiores a los considerados como aceptables para los métodos de andlisis de

materias primas quimicamente puras o de sus mezclas [45].
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Tabla 7. Parametros de validacion del método de cuantificacion.

Analito Catequina Epicatequina Cafeina Teobromina
o Curvade 765y 911 y=0.63x—18.9 y=29.1x—1.28 y= 28.6x —3.83
Linealidad | _regresion
r2 0.999 0.997 1.000 1.000
Rango* 1.5625-50 3.1250-50 1.5625-50 0.7813-100
LD* 0.7813 15.625 0.3906 0.3906
LC* 15.625 31.250 15.625 0.7813
.. | repetibilidad 1.87% 1.56% 2.21% 0.70%
Precision
%CV iSio
(6CV) | precisién 4.72% 3.64% 2.56% 2.60%
intermedia
Exactitud %R 92.3-95.5% 88.7-94.1%

LD: Limite de deteccion

LC: Limite de cuantificacion

r’: Coeficiente de correlacion
%R: Porcentaje de recuperacion
%CV: Coeficiente de variacion
*: pg/mL

Por su parte, la exactitud de los métodos analiticos aplicados a plantas o matrices
complejas se determina también evaluando los porcentajes de recuperacion de los
analitos, pero suele realizarse mediante el método de “adicion del patrén”,
teniendo en cuenta que por la propia naturaleza de la matriz es imposible conocer
la cantidad exacta de analito presente en la misma. En nuestro caso, la exactitud
fue determinada como el porcentaje de recuperacion de una cantidad conocida de
analito, con la que fueron adicionadas tres (por triplicado) muestras a tres niveles
de concentracion. Se encontré que el porcentaje de recuperacién varioé entre 92.3
y 95.5% para los analitos que presentan el nacleo quimico “catequina o flavan-3-
ol” y entre 88.8 y 94.1% para los analitos que presentan el nucleo quimico

“xantina”; es posible que los porcentajes de recuperacion sean menores para
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estos ultimos, debido a que el método analitico, desde el proceso de extraccion
esta disefiado para el analisis preferencial de catequinas o en general de
polifenoles presentes en el cacao. Se debe notar que en este caso, en el que se
utiliza la adicién de un patrén puro, los valores resultantes para el calculo de la
recuperacion son generalmente bajos, puesto que la recuperacion de un analito
puro y aislado, resulta ser siempre superior a la recuperacion del analito presente
en la matriz. Ademas, debido a los diferentes grados de dificultad que presenta la
recuperacion de los analitos, en funcion de la naturaleza de la matriz y de las
propias sustancias a extraer, al estudiar la exactitud como porcentaje de
recuperacion de los mismos, deben considerarse limites de aceptacion mucho
mas amplios que los acordados para los porcentajes de recuperacion en

especialidades farmacéuticas con principios activos puros [45].
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CAPITULO 2

4  IDENTIFICACION DE LOS PUNTOS CLAVE DE PERDIDA DE CATEQUINAS
DURANTE LOS PROCESOS DE PRE E INDUSTRIALIZACION DEL CACAO Y
OPTIMIZACION LAS VARIABLES IDENTIFICADAS COMO CRITICAS

La calidad de los granos de cacao depende de factores como el genotipo, el
manejo agronomico del cultivo, el suelo, las condiciones climaticas y mas
importante aun los procesos de poscosecha [61]. Debido a lo anterior y sumado a
la dificultad de estandarizar los procesos de fermentacién y secado al sol
(preindustrializacién) mostrados en la Figura 12, es importante mencionar que
actualmente en nuestro pais, se estan realizando estudios para incrementar el
entendimiento de como estos procesos afectan la composicion fitoquimica de los
cacaos colombianos, con el animo de mejorar la calidad de nuestros productos y

asi incrementar la competitividad a nivel internacional [62].

Como se mencion6 anteriormente, los cacaos colombianos son catalogados
mundialmente como productos de aroma fino; sin embargo, este criterio de calidad
incrementa los problemas de los productores y transformadores de cacao para
clasificar y estandarizar sus productos. Es un hecho aceptado que se requiere de
procedimientos de poscosecha adecuados, para la formacion de precursores de
“flavor” [34]. Especificamente, durante la fermentacion y el secado al sol, los

cambios en las concentraciones de metilxantinas y polifenoles, ademas de las
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reacciones enzimaticas y no enzimaticas entre los aminoacidos y carbohidratos
simples, son las responsables de la produccion del color, sabor y aroma
caracteristico y deseable en los chocolates [26, 63]. Durante estos procesos se ha
logrado observar una pérdida considerable en el contenido de polifenoles, por lo
tanto, es claro que los procesos de poscosecha no solamente determinan la
calidad de los productos finales en términos de caracteristicas organolépticas

deseadas, sino también en términos de su posible actividad biolégica [64].

FERMENTACION } F1-F5

B
SECADO

Preindustrializacion

LIMPIEZA

L
DESCASCARILLADO

B
TOSTADO

B
MOLIENDA

Industrializacion —

Figura 12. Esquema de los puntos de muestreo en el diagrama general del proceso. Adaptado de

Indcre, S.A [65].
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Uno de los principales problemas para el analisis de los puntos criticos que llevan
a la pérdida de metabolitos en los procesos de poscosecha y transformacion del
cacao, esta relacionado con la alta variabilidad lote a lote de la calidad de los
granos. Por ende, para evaluar los cambios en la composicion de catequinas y
xantinas, su relacion con la actividad antioxidante y la actividad polifenol oxidasa
(PPO), la cual es una metaloenzima que actua durante el procesamiento del cacao
catalizando dos tipos de reacciones que usan O, como agente oxidante: la orto-
hidroxilacion de monofenoles para producir orto-difenoles (actividad monofenol
monoxigenasa E.C. 1.14.18.1) y la posterior oxidacién de orto-difenoles a orto-
quinonas (actividad catecolasa E.C. 1.10.3.1) [66]; se plantedé un trabajo que
consistio en el rastreo de un mismo lote de cacao seleccionado durante todas las
etapas de poscosecha y transformacion, con el fin de detectar el efecto puramente

del proceso sobre la composicién de las muestras.

4.1 MATERIALES Y METODOS

4.1.1 Muestreo en campo (Preindustrializacion)

Se selecciond la Finca San José en la Vereda Santa Rosa del municipio de San
Vicente de Chucuri (Santander), por indicaciones del Departamento de Fomento
de la Compafia Nacional de Chocolates, con base en la produccién significativa

de esta parcela para el chocolate especial o de exportacion. Se realizd un
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muestreo aleatorizado de granos de cacao en los siguientes 10 puntos (dias) del
proceso de preindustrializacion:

a) Granos frescos con mucilago (F1)

b) Granos en el proceso de fermentacion (F2-F4): Se tomaron 3 muestras en
puntos claramente distinguibles (Donde ocurrieron cambios distinguibles de
color, pH, temperatura, etc).

c) Granos fermentados (F5).

d) Granos en el proceso de secado (S1-S5).

Se registraron datos de las condiciones de temperatura (maximas y minimas) y de
la evolucion de las caracteristicas organolépticas de los granos durante los dias de
muestreo en campo. Todas las muestras se almacenaron bajo vacio y se enviaron

diariamente a la ciudad de Medellin para su analisis de laboratorio.

Adicionalmente, se muestrearon las 10 areas de produccion que la Compafia
Nacional de Chocolates utiliza con méas frecuencia como proveedores de cacao
para su chocolate de exportacion, con el objetivo de evaluar la variabilidad de las

diferentes procedencias.
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4.1.2 Muestreo en industrializacion

Se realiz6 un rastreo de granos de cacao provenientes de la parcela San José,
destinados a ser parte de un lote de produccion del chocolate de exportacion. Ya
en la planta de procesamiento de la Compafia Nacional de Chocolates de
Colombia, ubicada en el municipio de Rionegro (Antioquia), se realizé un muestreo
aleatorizado de los granos de cacao en los siguientes ocho puntos del proceso:

a) Salida de la tolva (I1)

b) Salida del micronizador (12)

c) Salida del cascalimpia (13)

d) Salida del tornado (14)

e) Salida del enfriador (I5)

f) Salida del premolino (16)

g) Salida del molino 1 (17)

h) Salida del molino 2 (I18)

Estos puntos de muestreo corresponden a los procesos industriales de limpieza

del grano sometido a secado en campo, pretostion, tostion y molienda, hasta la

obtencion del licor de cacao.
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4.1.3 Preparacion de las muestras

Las muestras transportadas en bolsas plasticas al vacio, se almacenaron
inmediatamente a -20°C después de su arribo a la ciudad de Medellin, hasta su
procesamiento. Inicialmente se determiné la pérdida por secado de cada una de
las muestras, para permitir la expresidbn de resultados en base seca. La
determinacion se realiz6 segun el método oficial AOAC 70.03 [67], por secado en
estufa hasta peso constante a 105°C por 6 horas.
Aproximadamente 1.0g de cada muestra (por triplicado) se extrajo con las
condiciones Optimas establecidas en el capitulo anterior (15mL de Isopropanol —
Agua 60:40"/v, pH 9.0, en un bafio ultrasonido por 60 minutos). Posteriormente,
las muestras fueron acondicionadas siguiendo la metodologia propuesta en la
secciobn 3.1.4. A partir de esta solucion, fueron preparadas las diluciones
correspondientes para cada andlisis, asi:

e Contenido de polifenoles totales — Dilucién 1/20

¢ Cuantificacion de Catequina — Dilucion 1/2

e Cuantificacion de Epicatequina — Dilucion 1/5

e Cuantificacion de Cafeina — Dilucion 1/2

e Cuantificacion de Teobromina — Dilucion 1/5

e Actividad antioxidante por el método ORAC — Dilucién 1/100

e Actividad Polifenol Oxidasa (PPO) - Se realiz6 partiendo de granos en cada

estadio del proceso de preindustrializacién.
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4.1.4 Descripciéon de los métodos de analisis

4.1.4.1 Contenido de polifenoles totales y cuantificacion de catequinas y
xantinas

Los métodos de analisis empleados fueron: Folin-Ciocalteu para la determinacion
del contenido de polifenoles totales y HPLC para la determinacion de catequina,
epicatequina, cafeina y teobromina, segin se describié previamente en las

secciones 3.1.5 y 3.1.6 respectivamente.

4.1.4.2 Determinacidon de la actividad antioxidante

4.1.4.2.1 Inhibicion de la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL)
por el método TBARS

El aislamiento de la LDL se realizé de acuerdo al procedimiento propuesto por
Londofio y Col. (2006) [43]. A partir de plasma humano de voluntarios sanos y no
fumadores, entre 20 y 25 afios de edad, quienes firmaron una forma de
consentimiento informado; se obtuvo una fraccién de LDL por ultracentrifugacion,
aplicando un gradiente discontinuo de densidad utilizando un equipo Beckman XL-
100. Las muestras de sangre se centrifugaron a 4°C con citrato de sodio como
anticoagulante para la obtencion de plasma. La fraccion de quilomicrones se
obtuvo al adicionar una solucion concentrada de cloruro de sodio al plasma y
centrifugar a 5°C por un periodo de 12 horas a 232303 RCF. La fraccion superior
fue retirada, se adiciondé una solucién de bromuro de potasio y se centrifugo

nuevamente a 5°C por un periodo de 18 horas a 232303 RCF. La fraccién de LDL
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obtenida fue cuantificada mediante el ensayo de Bradford [68], empleando el Kit

de cuantificacion de proteinas marca Fluka.

Una vez aislada y cuantificada, la fraccion de LDL se sometio a oxidacion.
Soluciones de LDL a 500ug/mL se preincubaron durante 15 minutos con
soluciones de catequina, epicatequina, cafeina y teobromina en un rango de
concentracion de 0.625 a 50uM. La oxidaciéon se inicid con la adicion de una
solucion de sulfato de cobre (CuSQ,), se incubé nuevamente a 37°C durante 12
horas. Finalizado este tiempo se detuvo la oxidacién con la adicibn de una

soluciéon de EDTA.

Para evidenciar la oxidacion se determind la concentracion de malondialdehido
(MDA), formado como producto principal de la degradaciéon de hidroperéxidos
generados por la oxidacion de lipidos. A la solucién procedente de la oxidacion, se
le adicion6 una mezcla compuesta de acido tiobarbitirico (TBA), &cido
tricloroacético y acido clorhidrico. La mezcla se hizo reaccionar a 90°C durante 30
minutos y posteriormente se midié la absorbancia del croméforo formado a 532nm
[69]. SimultAneamente se realiz6 un control positivo de la reaccién, en el que la
LDL se oxid6 completamente y un control negativo en el que no sufrié oxidacion,
es decir se mantuvo en su estado nativo. Finalmente, con los resultados obtenidos
se calculd la CEsp (Concentracion de los compuestos necesaria para inhibir en un

50% la oxidacion de la LDL).
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4.1.4.2.2 Determinacién del valor ORAC (Oxygen Radical Absorbance
Capacity)

El método se basa en la generacion de radicales hidréfilos peroxilo (ROO") por la
descomposicion térmica del compuesto diazo AAPH (2,2'-azobis (2-
amidinopropano) dihidrocloruro), estos radicales oxidan el sustrato fluorescente
fluoresceina (FL) causando una extincion de su fluorescencia. Por lo tanto, la
inhibicion de este proceso por un antioxidante es una medida de su capacidad
para reducir la produccion de ROO'. Este método fue adaptado de un método
descrito por Ou, Hampsch-Woodill, y Prior (2001) [70]. Todos los reactivos se
prepararon en buffer fosfato 10mM a pH 7,4. Como estandar se utilizdé Trolox (un
analogo acuosoluble de vitamina E) en el rango de concentracion (0-200uM). Una
mezcla de FL (150uL de una solucion de 1uM en buffer fosfato) y la muestra (25uL
de una dilucién 1/100) se pre-incub6 durante 30 min a 37°C, luego se adiciond
25uL de una solucién de AAPH 250mM preparada en buffer fosfato. Se midio la
intensidad de fluorescencia cada 2 minutos durante 120 minutos a una longitud de
onda de excitacion y de emision de 485 y 520nm, respectivamente. La caida en la
intensidad de la fluorescencia indica la oxidacién de la FL por radicales peroxilo
derivados del AAPH. Los resultados de los extractos se compararon con curvas
construidas con concentraciones conocidas de trolox. Las mediciones se
realizaron por triplicado. Se calcul6 el area bajo la curva (AUC) y los resultados se
expresaron como micromoles equivalente de trolox (TE) por cada 100g de muestra

(umol TE/100g).
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4.1.4.3 Determinacion de la actividad Polifenol Oxidasa (PPO)

4.1.4.3.1 Obtencidn del extracto enzimatico

Se parti6 de aproximadamente 10.0g de granos de cacao que fueron macerados
con 40mL de buffer fosfato 0.2M a pH 6.0; suplementado con Triton X-100
(1.5%"/,), PVP (0.5% P/,) y acido ascorbico 10mM. Posteriormente esta mezcla se
licuo y el jugo obtenido se filtr6 sobre gasa para luego ser centrifugado a 980 RCF
durante 20 minutos a 4°C. El sobrenadante se sonicé sobre bafio de hielo durante
45 minutos, luego de los cuales se centrifugd a 2509 RCF durante 60 minutos a
4°C. El sobrenadante obtenido se designé como extracto inicial. Finalmente se
precipitaron las proteinas usando acetona fria en una proporcion de sobrenadante-
acetona 1:2, adicionando la acetona lentamente. La proteina precipitada se separo
por centrifugacion a 980 RCF por 20 minutos a 4°C. El precipitado obtenido se
resuspendio en buffer fosfato 0.2M, pH 6.0. Finalmente, el extracto enzimatico se

almacend a —20°C hasta su utilizacion.

4.1.4.3.2 Evaluaciéon de la actividad enziméatica

La actividad PPO se determind midiendo la velocidad inicial de la formacion de
orto-quinona a 25°C, indicada por un incremento en la absorbancia a 400nm
(espectrofotbmetro CaryBio 50 marca Varian), usando catecol 100mM como
sustrato. Los resultados se expresaron en unidades de actividad enzimatica
(Uppo), que se define como la cantidad de enzima necesaria para producir un

incremento en la absorbancia de 0.001 durante un minuto por mililitro de extracto
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enzimatico [71]. El incremento en la absorbancia fue lineal durante los primeros 60
segundos y se midi6 en una cubeta que contenia 960uL de sustrato (catecol)
disuelto en buffer fosfato 0.2M a pH 6.0 y 40 uL de extracto enzimatico. Cada
ensayo se realizo por triplicado y como control se tom6 960uL de sustrato y 40uL
de buffer fosfato. Los datos se analizaron en el paquete estadistico GraphPad

Prisma 5.

4.1.4.3.3 Caracterizacion cinética y especificidad de sustrato

El procedimiento anterior se modificO para establecer las constantes cinéticas de
la PPO de cacao, utilizando los sustratos naturales de la enzima: catequina y
epicatequina. El incremento en la absorbancia fue lineal durante los primeros 60
segundos y se midid en un plato de 96 pozos, donde cada uno contenia 240puL de
sustrato disuelto en buffer fosfato 0.2M a pH 6.0 y 12uL de extracto enzimatico.
Cada ensayo se realiz6 por triplicado y como control se tomé 240uL de sustrato y
12uL de buffer fosfato. La temperatura del medio de reaccién fue 25°C y la
actividad PPO se determind por medida de la velocidad de la formacion de orto-
quinona indicada por un incremento en la absorbancia a 400nm. Ambos sustratos

fueron utilizados en un rango de concentraciones de 0.1563 a 5mM.
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4.1.4.4 Desarrollo y estandarizacion de un método cromatografico quiral
para la determinacion de enantiomeros de catequinas

Se optimizo6 la separacion cromatografica quiral de los enantiomeros catequina y
epicatequina, ademas de sus respectivos epimeros dextro y levorotatorios. El
meétodo fue desarrollado en un cromatégrafo marca Agilent serie 1200, utilizando
el detector de arreglo de diodos (DAD) a una longitud de onda de 280nm. Como
fase estacionaria se us6 una columna quiral Lux —Celullose 1 de 50 x 4.6mm, con
un tamafo de particula de 5um. La fase movil utilizada fue (a) isopropanol con
acido acético al 0.1% como modificador del pH y (b) hexano; a un flujo de

0.5mL/min y una temperatura de 30°C, el volumen de muestra inyectado fue 1pL.

4.1.5 Optimizacién de las variables criticas que afectan el contenido de
polifenoles y catequinas

4.1.5.1 Metodologia de secado
Se realiz6 un secado controlado a 30, 40 y 50°C utilizando tres sistemas
disponibles:

a) Horno de conveccion con recirculacion de aire

b) Horno de conveccion sin recirculacion de aire

c) Horno infrarrojo

Dos muestras independientes de 5.0g de material fueron puestas inmediatamente
en cada uno de los hornos a las condiciones especificadas. La cinética de secado

se siguié durante un periodo de 15 horas, haciendo mediciones del peso de las
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muestras cada tres horas. Se determind como respuesta 6ptima, la metodologia

de secado capaz de disminuir la humedad en menor tiempo.

4.1.5.2 Efecto de la metodologia, temperaturay el tiempo de secado sobre
el contenido de polifenoles totales

Se us6 un disefio factorial generalizado con dos repeticiones. Utilizando muestras
de cacao fermentado obtenidas en una de las fincas evaluadas en el punto 4.1.1,
se evaluo el efecto de la metodologia, la temperatura y el tiempo de secado sobre
el contenido de polifenoles totales (Tabla 8). Se realizé una ANOVA de doble via
para evaluar si existieron diferencias estadisticas significativas P<0.05 (*),

altamente significativas p<0,01 (**) y/o fuertemente significativas p<0,001 (***).

Tabla 8. Disefio experimental para evaluar el efecto de las variables de secado sobre el contenido

de polifenoles totales.

Factor Nivel Respuesta
30°C
(A)Temperatura 40°C
50°C
3h
6h %Humedad
(B) Tiempo 9h Contenido de
12h polifenoles totales
15h
Horno infrarrojo
(C) Metodologia Horno de conveccion con aire
Horno de conveccion sin aire

El disefio experimental se realizé6 basado en los tiempos de secado efectivo y la

maxima temperatura que se alcanza en campo, para simular algunas de las
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condiciones de este proceso. Las variables respuesta se evaluaron siguiendo las

metodologias propuestas previamente en las secciones 3.1.5 y 4.1.3.

4.2 RESULTADOS Y DISCUSION

4.2.1 Identificacion de los puntos clave de pérdida de catequinas durante

los procesos de pre e industrializacion del cacao

Con el fin de analizar la variabilidad de los proveedores que eventualmente
conformarian los lotes que entrarian al proceso de industrializacién, en este
estudio se evalud inicialmente el contenido de polifenoles en granos de cacao que
habian sido sometidos previamente a todo el proceso de preindustrializacion, cuya
procedencia fueran las diez principales parcelas de produccion, proveedoras de

cacao para la produccién de chocolate de exportacion (Figura 13).

1204
100+

80+

60+ Q- @ . ...............................

mg GAE/g
°

40-

Figura 13. Contenido de polifenoles totales en granos fermentados y secos procedentes de 10
areas de produccion (fincas o parcelas) proveedoras de la marca Santander. 27.52, 56.47 y

85.42mg GAE/g corresponden a los limites inferior, medio y superior respectivamente.

76



Se encontr6 que los granos provenientes de estas fincas pueden tener una
variacion para el contenido de polifenoles entre 43.5 y 75.5mg GAE/g. Estos
resultados podrian ser utilizados a nivel industrial como referencia de control para
evaluar la calidad de los granos de cacao provenientes de esta region de
Colombia. Se constanté ademas, que los cacaos producidos en la Finca San José
en la Vereda Santa Rosa del municipio de San Vicente de Chucuri (Santander) se
encuentran en la regidon superior de este rango. Debido a que la produccion de
esta finca es la que aporta mayor cantidad de materia prima en la elaboracién de
chocolate fino en la Compafiia Nacional de Chocolates, estos resultados justifican

Su escogencia para la realizacion de los muestreos en campo.

Los resultados obtenidos en la Figura 14, muestran claramente algunas
modificaciones fisicas del cacao durante los procesos de preindustrializacion. Asi,
desde el primer dia de fermentacién se logra ver un cambio de color en los granos,
los cuales a medida que pasa el tiempo, modifican su coloracién para tomar un
tono cada vez mas oscuro. Se ha sefialado que este fendbmeno al parecer se

encuentra asociado con la pérdida de polifenoles [28, 31, 72].
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F1 F2 F3 F5

F4

S1 S2 S3 S4 S5

Figura 14. Apariencia externa de los granos de cacao en proceso de preindustrializacion. F1-F5)

Fermentacion, S1-S5) Secado al sol.

Una vez realizados los muestreos y la preparacién de las muestras provenientes
de todos los estadios de produccién, desde la obtencion del material fresco,
pasando por la fermentaciéon y el secado al sol, hasta llegar a la obtencion del

licor; se analizaron utilizando los métodos descritos en el capitulo anterior.

En la Figura 15, se muestra como el contenido de metilxantinas y polifenoles es en
general alto durante los primeros dias del procesamiento de los granos y que
gradualmente, se observa una disminucién en su concentracién a medida que se
avanza en el procesamiento. En particular, durante la preindustrializacion, la
teobromina, compuesto mayoritario presente en los granos de cacao, se redujo

cerca de un 25%, (11.2 a 8.3mg/g) al mismo tiempo que la concentracion de
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cafeina cay6 aproximadamente un 14% (2.1 a 1.8mg/qg) (Figura 15 e y f), ademas
de aproximadamente un 5y 15% adicional de pérdida respectivamente, durante la

industrializacion.

Es necesario resaltar el comportamiento de estas metilxantinas al final de la
fermentacion, en donde el contenido de ambas aumenté a 12.9 y 2.3mg/g para
teobromina y cafeina respectivamente. Este comportamiento ya habia sido
reportado por otros Brunetto y Col. 2007, en cacaos criollos y forasteros (Tabla 9).
Estos autores plantearon que este fenbmeno se puede dar debido a que durante
la fermentacion la testa del cacao se hace permeable a las metilxantinas y dado
gue estas se encuentran en la pulpa, la cascara y el interior del grano, es posible
gue ocurra una migraciéon hacia el interior y debido a esto se observe un
incremento en sus concentraciones [61]. A pesar de que no hay cambios bruscos
en la concentracion de las metilxantinas durante las etapas de procesamiento, Si
se observa una disminucién progresiva y consistente desde el inicio del secado al
sol de los granos de cacao, hasta la obtencién del licor en la planta de produccién
de chocolates. Lo anterior concuerda con lo reportado por Nazaruddin y Col.
(2006) [63], quienes establecieron que el contenido de metilxantinas no se ve
afectado en gran medida por la fermentacion, secado o los procedimientos durante
la industrializacion, observandose un contenido mas homogéneo durante estos
procesos, a pesar de que existe una tendencia clara a su disminucion. Estos

autores sugieren que debido a este comportamiento, las metilxantinas no juegan
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un papel importante dentro de los cambios fisiologicos que le ocurren a los granos

de cacao durante la fermentacion.

Tabla 9. Cambios en la concentracion de metilxantinas durante la fermentacion del cacao.

Modificado de Brunetto y Col. (2007) [61].

Cacao Dias de fermentacién % Cafeina % Teobromina
0 0.57 0.81
Guasare 1 0.53 0.81
o 2 0.49 0.78
Z 3 0.44 0.62
'5 0 0.32 0.60
3 Zea 1 0.39 0.70
I 2 0.27 0.56
.g 3 0.28 0.50
g 0 0.30 0.90
1 0.41 0.83
SIN 2 0.29 0.85
3 0.28 0.70
g o 0 0.13 0.88
K % IMC-67 2 0.16 0.90
% o B 4 0.10 0.74
> 2 7 0.07 0.65

Por otra parte, se ha reportado ampliamente que el contenido de polifenoles se ve
afectado debido a los procesos quimicos y bioquimicos, que ocurren durante las
etapas del procesamiento del cacao y que este comportamiento se encuentra
asociado con la pérdida en la actividad antioxidante [39, 64]. En la Figura 15 (ay
d) se muestra una disminucion aproximada del 60% (99.9 a 42.4mg GAE/qg) y 45%
(76037 a 41831 umol TE/100g) para el contenido de polifenoles y la actividad
antioxidante respectivamente, durante la fermentacién y el secado al sol; sumado
a un 4.0 y 17.6% adicional de pérdida durante la industrializacion. Segun Tomas-

Barberan y Col.(2007) [73], el contenido de polifenoles totales en cacaos
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colombianos es de aproximadamente 81.4 mg GAE por gramo de material seco; al
comparar este valor con los resultados obtenidos (Figura 15 a), es claro que el lote
de cacao analizado dentro de este trabajo presenta entre un 10 y 20% mas
polifenoles totales. Haciendo una comparacion entre este resultado y aquellos
obtenidos por estos mismos autores para cacaos provenientes de diferentes
origenes geograficos (Tabla 10) [73], podemos afirmar que las muestras de cacao
evaluadas en este trabajo se encuentran dentro de los principales 3 productores
de polifenoles, lo cual sugiere que los cacaos colombianos ademas de ser
catalogados con aroma fino, presentan ventajas comparativas en cuanto al
contenido de metabolitos con actividad biologica y por ende podrian ser mas utiles

dentro de la preparacion de alimentos funcionales.

Tabla 10. Contenido de polifenoles totales en granos de cacao no fermentado y secados al sol,

provenientes de diferentes origenes geograficos. Extraido de Tomas-Barberan y Col. (2007) [73].

Origen geografico Variedad Contenido de polifenoles
totales (mg GAE/g de
granos secos)

Ecuador Amazénico-Trinitario-Canelo 84.2+0.87°¢
Costa de Marfil Forastero 81.5+18.2°
Colombia Amaz6nico 81.4+3.7°
Guinea Ecuatorial Amazonico Forastero 72.4+9.8°
Venezuela Trinitario 64.3+5.6°
Pert Criollo 50°
Republica Dominicana Criollo 40°

b . . . C .

Media de dos muestras preparadas independientemente. "Media de tres muestras preparadas
. . d . . . . .
independientemente. Media de dos muestras preparadas independientemente + Desviaciones estandar.
e . . P .

Preparacion de una muestra. Los resultados son promedios de dos andlisis por cada preparacion.
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Con relacion a la actividad antioxidante, los resultados son superiores a lo
reportado en la base de datos desarrollada en Estados Unidos, por el servicio de
investigacion en agricultura, del laboratorio de nutrientes perteneciente al
Departamento de Agricultura. En esta base de datos, desde el afio 2007 se
establece un compendio de valores ORAC para alimentos seleccionados por este
organismo. Actualmente esta reportado que el valor ORAC para el cacao, y el
polvo seco de cacao es 55653 umol TE/100g, situandose en el vigésimo lugar de
los alimentos con mayor actividad antioxidante, dentro de una recopilacion de
valores ORAC para 326 alimentos [74]. En el presente trabajo, el resultado
obtenido para todos los estadios de fermentacion fue alrededor de 78855 pmol
TE/100g (Figura 15 d), lo cual concuerda con lo previamente establecido por Gu y
Col. (2006), para un polvo natural de cacao, es decir cacao sin ningun tipo de

procesamiento [39].
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Figura 15. Contenido de a) polifenoles totales, b) catequina, c) Epicatequina, d) Actividad antioxidante por el método ORAC, e) Contenido

de Cafeina y f) Contenido de Teobromina en las muestras de cacao o derivados; en los procesos de pre e industrializacion. Cada dato es

representado como mediatDE.
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Al analizar la correlacion existente entre la actividad antioxidante evaluada por el
método ORAC vy las variaciones en el contenido de polifenoles durante los
procesos de secado y fermentacidn en la preindustrializaciéon, ademas de los
procesos que comprenden la industrializacion, es claro que a medida que
aumenta, el contenido de polifenoles, existe un incremento proporcional en la
actividad antioxidante de los granos de cacao (o el material en proceso) y

viceversa, representado por un coeficiente de correlaciéon de 94.9% (Figura 16a).
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Figura 16. Correlacion entre la actividad antioxidante por el método ORAC y a) Contenido de
polifenoles totales, b) Contenido de catequina y c) Contenido de epicatequina. r,: Coeficiente de

correlacion de Pearson.
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El anterior resultado concuerda con lo reportado por Adamson y Col. (1999) [75],
quienes plantearon esta misma correlacion, entre el contenido de flavonoides en
muestras de cacao y chocolate con la actividad antioxidante medida por el mismo

método de analisis.

La pérdida de polifenoles durante los procesos de poscosecha se ha asociado
comunmente con la actividad polifenol oxidasa (PPO) [76]. Como se menciono
antes, esta es una metaloenzima que actia durante el procesamiento y
senescencia de frutas y vegetales catalizando dos tipos de reacciones que usan
O, como agente oxidante: la orto-hidroxilacion de monofenoles para producir orto-
difenoles (actividad monofenol monoxigenasa E.C. 1.14.18.1) y la posterior
oxidacion de orto-difenoles a orto-quinonas (actividad catecolasa E.C. 1.10.3.1)
[66]. Las especies quimicas producidas luego de estas reacciones, son altamente
inestables y pueden reaccionar con grupos amino y tiol de aminoacidos libres y
proteinas mediante mecanismos no enzimaticos, o0 pueden reaccionar
covalentemente con otros compuestos fendlicos para formar diferentes pigmentos,
ocasionando asi el efecto conocido como pardeamiento enzimético [66, 77]. Por lo
anterior, se estudié el comportamiento de esta enzima durante el procesamiento

del cacao.

En la Figura 17 (a), se muestra como en el periodo comprendido entre el primer
dia y el final de la fermentacion, la actividad PPO disminuyo en un 80%. Para el

dia 5 del secado al sol, es decir, al final de la preindustrializacion, la actividad se
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redujo hasta un 94% (3160 a 179.8 UPPO). Hansen y Col. (1998) sugirieron que
bajos niveles de actividad enzimatica son suficientes para llevar a cabo reacciones
oxidativas durante la fermentacion aerdbica y posiblemente los primeros dias del
secado [28]. A pesar de que aparentemente la relacion existente entre la pérdida
de polifenoles y la actividad PPO es clara, se constatd experimentalmente que en
realidad existe una correlacion de apenas 54% entre estos dos parametros (Figura
18b), probablemente debido a que no todos los polifenoles presentes en el cacao

pueden actuar como sustratos naturales de la enzima.
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Figura 17. Comparacion de la actividad PPO y la variacion en el contenido de metabolitos durante
las etapas del proceso de preindustrializacion. a) Actividad PPO, b) Contenido de polifenoles
totales, c) Contenido de epicatequina, d) contenido de catequina. Cada dato es representado como

mediaxDE.
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Debido a lo anterior se decidié comprobar el comportamiento de dos moléculas
gue han sido reportadas como sustratos naturales para esta enzima. En las
Figuras 15 y 17, se puede ver el comportamiento de la epicatequina y la
catequina, durante el proceso global de procesamiento y la preindustrializacion. Se
observd una pérdida de epicatequina de 88.2% (12.7 a 1.5mg/g), desde el inicio
de la fermentacién de los granos hasta la obtencion del licor a nivel industrial, que
presentd una correlacion del 92.2% con la disminucion en la actividad antioxidante
del cacao, a medida que pasa por todas las etapas de su procesamiento (Figura
16¢). Por su parte, la catequina presentdé un comportamiento inesperado, debido a
gque a medida que el contenido de epicatequina disminuyd, su concentracion
aumentd. Especificamente, durante la fermentacidon se observdé un incremento
marcado en la concentracion, cercano al 68% (0.29 a 0.49mg/g); posteriormente
presentd una disminucidén hasta 0.24mg/g en la etapa final del secado al sol, y
finalmente se logré ver un nuevo incremento durante todos los procedimientos que
comprenden la industrializacion, siendo acentuado en el material obtenido a la
salida del tornado y pudiéndose observar en el producto final, el licor de cacao, un
contenido de catequina de 0.66mg/g, representando un aumento en su
concentracion cercano al 175% (Figuras 15b y 17d), lo cual no correlaciona con la

la actividad antioxidante durante todos los estadios del procesamiento.
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método ORAC. r,: Coeficiente de correlacion de Pearson.

Inicialmente se penso en la posibilidad de que este comportamiento se debia a las
variaciones en la actividad PPO. Al realizar los analisis de correlacion se encontro
gue esta actividad enziméatica explica un 63% de la pérdida de epicatequina y un
12% de la variacion en el contenido de catequina (Figura 18a y c). Gracias a la
amplia diferencia en los resultados y dado que ambos compuestos son isémeros,
se determind la afinidad enzima-sustrato con el &nimo de obtener nuevos datos
gue pudieran explicar el comportamiento de las catequinas en el proceso. La

Figura 19 y la Tabla 11, muestran los resultados obtenidos para las constantes
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cinéticas de la enzima polifenol oxidasa extraida de los granos de cacao,
provenientes de la finca San José. De la gréfica, es claro que el extracto
enzimatico presenta la capacidad de oxidar ambos sustratos, indicando
notoriamente una actividad catecolasa (o-difenol oxidasa) [78]. Sin embargo, los
resultados muestran que la enzima presenta una mayor reactividad frente a la
epicatequina, lo cual esta sustentado en una menor Km, una mayor Vm, y una

especificidad de sustrato tres veces superior en comparacion con la catequina.
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Figura 19. Modelo enzimatico de Michaelis-Menten para la determinacién de las constantes
cinéticas Km y Vm de la polifenol oxidasa de cacao teniendo como sustratos a) Epicatequina y b)

catequina.

Tabla 11. Constantes cinéticas Km y Vm y especificidad de sustrato para PPO de cacao.

Sustrato Km (MM) Vmax Especificidad de
(UPPO.mIt.min™)  sustrato (Vmax/Km)
Epicatequina 1.282 £ 0.37 91531 + 12491 71397.0
Catequina 2.522 + 0.66 72707 £ 9147 28829.1
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En un trabajo previo, realizado por Nazaruddin y Col (2006) [63], se mostro el
efecto de diferentes tipos de fermentacion sobre el contenido de xantinas y
compuestos fendlicos, evidenciando un comportamiento de pérdida de
epicatequina en mayor proporcion que catequina (Figura 20), tal y como lo

verificamos en el presente trabajo.
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Figura 20. Efecto de diferentes tipos de fermentacién sobre el contenido de Catequinas.

Modificado de Nazaruddin y Col. (2006) [63].

A pesar de que estos autores atribuyen las modificaciones en el contenido de
catequinas durante la fermentacién del cacao, principalmente a procesos de
pardeamiento enzimatico, seguidas por difusion de estos polifenoles en los
exudados de la fermentacién; aun no se ha intentado explicar el aumento en la
concentracion de catequina durante este proceso de poscosecha y para esto, es

necesario tener claro hechos importantes planteados por otros autores:
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1. La PPO no tiene condiciones adecuadas durante la fermentacion debido a
los bajos pH que se alcanzan, pero durante el secado al sol, con el
aumento en el pH y la alta concentracion de oxigeno, las condiciones son
apropiadas para la oxidacion fendlica (de Brito y Col. 2002) [79].

2. La reduccion de los polifenoles durante el secado al sol ha sido atribuida
principalmente a pardeamiento enzimatico seguido por pardeamiento no
enzimatico (de Brito y Col. 2002) [79].

3. Las catequinas son propensas a la degradacion oxidativa bajo pH alcalino

(Nobuyoshi y Col. 2010) [80].

Por lo tanto, es poco probable que la disminucion en el contenido de epicatequina
al tiempo que aumenta la catequina, sea debida al efecto oxidativo de la enzima
PPO, gracias a su poca o nula actividad durante la fermentacion y los procesos
posteriores dentro de la cadena de produccién de chocolates. La pregunta sigue
abierta ¢ Como explicar el comportamiento de las catequinas en la fermentacién y

los procesos de industrializacion?

Se han encontrado evidencias que muestran como algunos parametros (pH,
temperatura) relacionados con el procesamiento del cacao y de otros productos
ricos en catequinas, podrian contribuir a un fenomeno de epimerizacion. De
hecho, se sabe que los epimeros de las catequinas del té son convertidos en sus
isbmeros bajo condiciones especiales, tales como alta temperatura y largos

periodos de almacenamiento [81, 82]. En el afio 1997, Seto y Col. [83]
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desarrollaron un método para epimerizar las catequinas del té verde bajo
condiciones de pH débilmente acidas. De acuerdo a lo planteado por Tagro y Col.
(2010) [84], durante la fermentacion del cacao, los granos pueden alcanzar pH
entre 4.7 y 5.0, esto sumado a temperaturas entre 45 y 50°C conseguidas durante
este proceso [31], hace plausible proponer que es posible que el fenbmeno de
epimerizacion ocurra durante la fermentacién, pues los resultados presentados
sugieren que la actividad PPO puede no ser el Unico factor que explique los

cambios en la composicion del cacao durante la poscosecha.

Brevemente, el proceso de epimerizacidbn consiste en la alteracion en la
conformacién espacial de un compuesto para convertirse en su epimero.
Especificamente, las catequinas simples (catequina y epicatequina) son dos
isbmeros, que a su vez pueden tener cada una de ellas dos epimeros (+ vy -), de

acuerdo con las estructuras que se muestran en la Figura 21.
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Figura 21. Estructuras quimicas de las principales catequinas en cacao y sus respectivos

enantiomeros.
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Se conoce que durante la biosintesis, la catequina y epicatequina se sintetizan
principalmente como (+)-catequina y (-)-epicatequina, y que las formas atipicas (-)-
catequina y (+)-epicatequina estan presentes muy raramente en la naturaleza y su
presencia se debe a una accion enzimatica o condiciones del medio que favorecen

la reaccion [85].

Kofink y col. (2007) [86], en un estudio que pretendia evidenciar el efecto de los
tratamientos industriales sobre la epimerizacién de catequinas en cacao, lograron
demostrar que los granos no fermentados, secos, pero no tostados, contienen
principalmente (+)-catequina y (-)-epicatequina; adicionalmente, en granos de
cacao tostado también encontraron (-)-catequina, lo cual atribuyeron a los
procesos térmicos que contribuyen a la conversion de (-)-epicatequina a (-)-
catequina. Por su parte Payne y Col. (2010) [87], encontraron resultados similares
cuando sometieron granos de cacao no fermentados a un proceso de tostion a
120°C, hallando un incremento en el contenido de catequina del 696%. Estos
resultados son similares a los hallados dentro de este trabajo en relacion al
proceso de industrializacién del cacao, ya que se encontré el mismo patrén de
comportamiento para estos metabolitos durante esta etapa de la cadena de
produccién de chocolates, sin embargo, ain no es posible explicar el incremento

en el contenido de catequina durante la fermentacion.

Hay que destacar que resultaria de gran importancia el control de este fenomeno

durante todas las etapas de los procesos de pre e industrializacion, de manera
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que permitiera la obtencion selectiva y abundante de algunos epimeros, debido a
gue se ha establecido que la estereoquimica juega un papel determinante sobre
las propiedades biologicas, farmacoldgicas y toxicoldégicas de muchos nutrientes
(D-glucosa, L-amino acidos, L-acido ascérbico, tocoferoles) [88], incluyendo los
posibles efectos bioldgicos de los flavonoides dietarios como los presentes en el

cacao.

Lo anterior se evidencia en los resultados obtenidos por Lotito y Col. (2000) [89],
quienes hallaron para la catequina y epicatequina concentraciones inhibitorias 50
(Clsg) sobre la oxidacion de lipidos plasmaticos de 32.3 y 28.1uM,
respectivamente. Donovan y Col. (2006), encontraron también una alta
concentracion de (-)-catequina en comparacion con (+)-catequina en muestras de
chocolate y ademas establecieron que la biodisponibilidad del enantiomero
levogiro es menor al dextrégiro [90], lo que resulta en bajas concentraciones
plasméticas de (-)-catequina y posiblemente un menor efecto benéfico sobre la
salud cuando se consumen chocolates. El reporte mas reciente realizado por
Ottaviani y col. (2011) [88], confirma que la configuracién estereoquimica de los
flavanoles, tiene una profunda influencia sobre su metabolismo en humanos y que
los efectos benéficos sobre la salud asociados con el consumo de alimentos ricos
en flavanoles, dependen significativamente de la configuracion estereoquimica de
los compuestos ingeridos; siendo la (-)-epicatequina el estereocisdémero simple con
mejores resultados sobre la salud cardiovascular, pues presenta la mayor

capacidad de dilatacion arterial.
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En la Figura 22, se puede observar la curva dosis-respuesta obtenida para los
compuestos catequina y epicatequina analizados como inhibidores de la
peroxidacion lipidica de lipoproteinas de baja densidad (LDL); donde se encontr6
el mismo patron de comportamiento hallado por Lotito y Col. (2000) [89], aunque,
las concentraciones inhibitorias 50 (Clsp) fueron menores a las reportadas
previamente por estos autores (4.73 y 6.95 uM para epicatequina y catequina

respectivamente).
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Figura 22. Efecto de las catequinas Epicatequina (l ) y Catequina () sobre la inhibicién de la

peroxidacion lipidica de la LDL.

Los resultados anteriores, junto con el incremento en las concentraciones de
catequina durante la fermentacion en la preindustrializacion y los procesos de
industrializacion, ademas de que el método de analisis utilizado hasta el momento
(HPLC con columna C18) sélo permite la separacion de los isbmeros (catequina y

epicatequina), pero no de los epimeros (+ y -), dejaron clara la necesidad de
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comprobar la hipotesis de la epimerizacion de (-)-epicatequina a (-)-catequina
durante estos procesos. En las Figuras 23 y 24, se muestra el desarrollo de un
método cromatografico quiral para la separacion y analisis de los isémeros
catequina y epicatequina, ademas de sus respectivos enantiomeros dextro y
levorotatorios, para ser adaptado a la determinacién de estos metabolitos en los

procesos de pre e industrializacion del cacao.

d)

Figura 23. Desarrollo del sistema cromatogréafico quiral para la separacién de los epimeros de
catequina y epicatequina presentes en las muestras de cacao provenientes de los procesos de pre
e industrializacién. a), b), c) Inyeccién de catequina 50mg/mL para la optimizacién de la

separacion, d) inyeccion de epicatequina a la misma concentracion.

96



mAU

754
QD
Nan

2 4 6 8 10 min

b)

mAU.

140 4

Estandares a 50mg/L
Cacao fermentado

3.087

120 A

100 4

5018

40 A1

20 A

Figura 24. Comparacién de tiempos de retencion entre a) una mezcla de estandares (catequina y

epicatequina a 50mg/L) y b) una muestra de granos de cacao fermentado.
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Aunque no fue posible la identificacion inequivoca de los 4 picos presentes en el
cromatograma, al analizar las Figuras 23 y 24, es claro que los picos 1-2 y 1-4
corresponden a la inyeccion de los estandares no quirales de catequina y
epicatequina, respectivamente. Al realizar un estudio de los cromatogramas
obtenidos con la columna quiral para muestras provenientes de diferentes puntos
en la cadena de produccion de chocolates, se observa claramente que a medida
que el pico con tiempo de retencion de 3.04min disminuye, aumenta el area del
pico a 5.40min (Figura 25). Nuevamente, este resultado concuerda con lo
reportado en cuanto a la pérdida de (-)-epicatequina y el aumento en la
concentracion de (-)-catequina, pero probablemente debido a los problemas
inherentes al trabajo con columnas quirales como su alta saturacion, no se logré
ver la presencia de los demas picos buscados. El anterior hecho no posibilita dar
una conclusion acerca de la hipotesis de que las catequinas también sufren un
proceso de epimerizacion durante la fermentacion; y por lo tanto queda abierta

esta cuestion para futuras investigaciones.
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Figura 25. Variaciones en las areas de pico observados para los extractos provenientes del primer
dia de fermentacién, final de la fermentacion e inicio del secado, final del secado e inicio de la

industrializacién y obtencién del licor de cacao.

4.2.2 Optimizacién de las variables identificadas como criticas en el
procesamiento del cacao, para la obtencion de productos con alto
contenido de polifenoles.

Una vez se logroé identificar que dentro de la cadena de produccion de chocolates
los puntos mas relevantes en cuanto a la pérdida de polifenoles son los procesos
de preindustrializacion (fermentacién y secado al sol), se buscaron alternativas
para la obtencién de productos con alto contenido de polifenoles desde estas

etapas del procesamiento.
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Debido a que el proceso de fermentacion involucra variables que no son posibles
de optimizar dentro de este trabajo, como la caracterizacion del tipo de
microorganismos responsables del proceso y/o los tiempos de incubacion; la
optimizacién se centré en el secado, utilizando dos enfoques basicos, el secado
por conveccion con aire caliente, en donde la muestra se somete a una corriente
positiva de gas caliente que tiene como objetivo transportar el calor para secar el
material y a la vez servir de medio para eliminar el vapor de agua; y el secado con
fuente infrarroja, que aunque no es una técnica convencional, ha visto
incrementado su uso en los ultimos afios debido a las caracteristicas propias de su
mecanismo de secado, el cual comparado con los métodos convencionales resulta
mas eficiente, puesto que se omite la etapa lenta de transferencia de calor desde
la superficie al interior del material a secar, ya que con el secado por infrarrojo el
material se calienta como un todo y el proceso sucede de manera casi

instantanea, lo cual es sin duda una ventaja [91].

En la Figura 26, se presentan los valores medios de humedad de los granos de
cacao a lo largo del tiempo, en los procesos de deshidratacion por 3 metodologias
(horno de conveccién con recirculacion de aire, horno de conveccién sin
recirculacion de aire y horno infrarrojo) a temperaturas de 30, 40 y 50°C. Durante
las primeras 3 horas del proceso, se observo una ligera disminucion de la
humedad de los granos a una temperatura de 30°C, pero muy significativa a 40 y
50°C con las tres metodologias. Se constaté ademas que luego de 3 horas, la

pérdida de humedad de los granos es mucho mas moderada (menor pendiente).
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Lo anterior se explica por la facilidad de arrastre que tiene el proceso de secado,
debido a la presencia de agua libre en la superficie del solido, la cual esta
suficientemente saturada y por lo tanto pasa directamente de la superficie al aire
de arrastre antes de que se cumplan las 3 horas de secado, lo cual genera una
fuerte caida de la humedad del solido; luego, es moderada porque el agua primero
tiene que pasar del interior hacia la superficie por mecanismos de difusion [92].

Este mecanismo es propio de materiales altamente porosos [93].

El horno infrarrojo fue mas eficiente en el proceso de secado (Figura 26), ya que
luego de 15 horas a las 3 temperaturas establecidas, condujo a porcentajes de
humedad menores en comparacion con las otras dos metodologias de secado,
llegando a un minimo de 6.8% de humedad cuando el secado se realiz6 a una
temperatura de 50°C. A pesar de lo anterior, de acuerdo a los datos obtenidos, los
cuales siguen un modelo matematico de decaimiento exponencial de una sola fase
(Ecuacién 1) y segun los parametros cinéticos hallados (Tabla 12), el horno de
conveccion con recirculacion de aire presenta mayores ventajas en comparacion
con las otras dos metodologias, pues el tiempo necesario para reducir la humedad
de los granos a la mitad cuando son sometidos a 50°C, es menor (2.4, 3.0y 3.2
horas para el horno de conveccion con recirculacion de aire, infrarrojo vy

conveccion sin recirculacion de aire, respectivamente).
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Figura 26. Curvas de secado realizadas con granos fermentados en los diferentes sistemas de
secado: a) Horno de conveccion sin recirculacién de aire, b) Horno de conveccion con recirculacion

de aire, c) Horno infrarrojo.
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%humedad= (humedad inicial — estado estable)*exp(-K*t) + estado estable

Ecuacion 1. Modelo de decaimiento exponencial para las metodologias de secado. Donde K:

Constante de decaimiento y t: tiempo.

Tabla 12. Parametros cinéticos para los 3 sistemas de secado.

Horno Horno
conveccién con conveccion sin
Parametro Horno infrarrojo aire aire
Secado a 30°C
Humedad inicial 50.39 52.97 48.49
estado estable 8.773 9.073 20.36
K 0.1036 0.08672 0.2049
vida media* 6.69 7.992 3.383
R 0.9303 0.9274 0.9513
Secado a 40°C
Humedad inicial 49.82 53.68 47.90
estado estable 10.49 15.53 13.28
K 0.1879 0.2943 0.1672
vida media* 3.689 2.355 4.146
R 0.9836 0.9847 0.9519
Secado a 50°C
Humedad inicial 49.90 53.79 48.60
estado estable 7.669 11.37 8.607
K 0.2319 0.2936 0.2148
vida media* 2.989 2.361 3.227
R 0.9711 0.9826 0.9871

* Tiempo necesario para disminuir la humedad a la mitad

Se observa en las curvas de secado a 50°C en las tres metodologias utilizadas,
gue pequeiias variaciones en el tiempo de secado para las primeras tres horas de
secado, generaron grandes pérdidas de humedad. Lo anterior es importante,
desde el punto de vista tecnoldgico y nutricional, ya que hoy en dia los procesos

térmicos estan siendo disefiados utilizando altas temperatura a cortos tiempos,
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para evitar la pérdida de caracteristicas nutricionales como consecuencia de los
tiempos excesivos de calentamiento [92]. En este sentido y basados en las
anteriores apreciaciones experimentales, es posible proponer para los granos de
cacao que el proceso de deshidratacidon por cualquiera de las metodologias
utilizadas en este trabajo, se inicie a 50°C durante tres horas y terminar el proceso
a 40°C. Este cambio en los parametros podria permitir que el proceso de secado
se realice en menor tiempo (reduccion del 50% con respecto al secado a los
40°C), y a su vez podria permitir una menor pérdida de nutrientes, debido a la

menor exposicion de la matriz alimentaria a altas temperaturas.

La modificacion en composicion quimica de los granos de cacao dependientes de
la temperatura, se puede observar en la Figura 27. Se evidencia que el contenido
total de polifenoles totales disminuye, cuando el secado se realiza a altas
temperaturas durante periodos de tiempo prolongados y que ademas, la

metodologia de secado utilizada presenta gran influencia en este comportamiento.
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Figura 27. Efecto de las variables Tiempo y Temperatura de secado sobre el contenido de
polifenoles totales, cuando el cacao es sometido a un proceso de secado controlado en a) un
horno de conveccidn sin recirculacion de aire, b) un horno de conveccién con recirculacion de aire
y ¢) un horno infrarrojo. Cada dato es representado como mediatDE y se presenta el analisis
estadistico entre los tiempos O y 15 horas para todas las metodologias. (*) Diferencia estadistica
significativa P<0.05; (**) altamente significativa p<0,01; (***) fuertemente significativa p<0,001 y/o

(ns) no significativa.
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Con estos resultados es posible asegurar que la metodologia 6ptima para secar
granos de cacao, que previamente han sido sometidos a un proceso de
fermentacion, es el secado en un horno infrarrojo; ya que posibilita una alta
eficiencia en este proceso pudiéndose obtener porcentajes de humedad en los
granos menores a 7%, cuando las condiciones de tiempo y temperatura son 15
horas y 50°C respectivamente; ademas de esto, bajo estas mismas circunstancias
de secado la pérdida de polifenoles es cercana al 10%, permitiendo la obtencién
de extractos con mayor contenido en comparacion con las otras metodologias
utilizadas para el secado, para las que se encontré que conducian a pérdidas del
31.7 y 26.7% con los hornos de conveccién con y sin recirculaciéon de aire,
respectivamente. Por otra parte, la disminucién en el contenido de polifenoles
durante el proceso de secado al sol fue de aproximadamente 40% (Figura 15).
Comparando ambos resultados, es claro que el secado de granos de cacao con el
horno infrarrojo ademas de que es mas eficiente en términos de tiempo, presenta
la capacidad de disminuir la pérdida de polifenoles en el proceso de poscosecha

aproximadamente un 30% (Figura 28).
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Figura 28. Comparacion de la pérdida de polifenoles totales entre el secado

artificial con un horno infrarrojo a 50°C y el secado natural.

Es posible proponer el secado infrarrojo como una alternativa para la obtencion de
productos derivados del cacao, que sean ricos en polifenoles desde los procesos
de poscosecha. Una posible estrategia para evitar los cambios en la composicién
cuali/cuantitativa del cacao seria la realizacion de secados masivos en hornos
infrarrojos industriales que sean dispuestos para los cultivadores de manera que
permitan el secado comunitario de lotes de cacao, que posteriormente pueden ser
sometidos a los procesos de industrializacion, pero que contarian con valor

agregado desde los primeros pasos del procesamiento.
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CONCLUSIONES

Se estandarizO una metodologia analitica por HPLC en fase reversa para la
determinacion simultdnea de catequina, epicatequina, cafeina y teobromina en

granos de cacaos colombianos provenientes de la region santandereana.

La metodologia de andlisis desarrollada puede ser implementada como método de
control de calidad, pues se realiza en un tiempo adecuado respecto de otras
encontradas en la literatura, y se lleva a cabo con instrumental y materiales de uso
corriente y disponible en la mayoria de los laboratorios de control, no

requiriéendose de equipos o detectores especiales.

Durante la etapa de validacién, la metodologia demostr6 ser precisa, lineal,
reproducible y selectiva frente a los metabolitos primarios presentes en los granos
de cacao, especialmente frente a las grasas. Estas caracteristicas la hacen
adecuada y confiable para el objetivo propuesto, permitiendo la cuantificacién
simultanea de los analitos catequina, epicatequina, cafeina y teobromina, solos o
en mezcla, en muestras provenientes de todos los estadios de los procesos de pre

e industrializaciéon del cacao.

En los granos de las 10 principales fincas proveedoras de cacao para la
produccion de chocolate de exportacion, el contenido de polifenoles varia entre

75.5 y 43.5 mg GAE/g. Estos resultados pueden ser utilizados a nivel industrial
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como referencia de control para evaluar la calidad de los granos de cacao de esta

procedencia.

Existe una disminucion ligera pero progresiva y consistente, en la concentracion
de metilxantinas, desde el inicio del secado al sol de los granos de cacao, hasta la
obtencion del licor en la planta de produccidon de chocolates. No obstante, se logro
observar que la concentracién de estos compuestos fue relativamente homogénea
durante los procesos de poscosecha, sugiriendo que las metilxantinas no juegan
un papel importante dentro de los cambios fisioldgicos que le ocurren a los granos

de cacao durante la fermentacion.

En relacién a los polifenoles y la actividad antioxidante durante las etapas de
procesamiento, se encontré una disminucion cercana al 60% para el contenido de
polifenoles y del 45% para la actividad antioxidante, durante la fermentacion y el
secado al sol respectivamente; sumado a un 4.0 y 17.6% adicional de pérdida

durante la industrializacion.

El lote de cacao analizado dentro de este trabajo present6 entre un 10 y 20% mas
polifenoles totales, comparandolo con otros resultados obtenidos para cacaos
colombianos. Ademas, al comparar con cacaos provenientes de otros origenes
geograficos, este cacao se encuentra dentro de los principales 3 con mayor
contenido de polifenoles. Por lo tanto, los cacaos colombianos que son

catalogados con aroma fino, presentan también ventajas comparativas en cuanto

109



al contenido de metabolitos con actividad biolégica y por ende podrian ser mas

apetecidos dentro del mercado, para la preparaciéon de alimentos funcionales.

Se constaté experimentalmente que en cacaos colombianos, existe una
correlacion de apenas 54% entre la pérdida de polifenoles y la actividad PPO
probablemente debido a que no todos los polifenoles presentes en el cacao

pueden actuar como sustratos naturales de esta enzima.

Se perdid un 88.2% (12.7 a 1.5mg/g) de epicatequina, desde el inicio de la
fermentaciéon de los granos hasta la obtencién del licor a nivel industrial,

correlacionado en 92.2% con la disminucién en la actividad antioxidante.

A medida que en el proceso global el contenido de epicatequina disminuy6, se
observaron dos incrementos en la concentracion de catequina; durante la
fermentacién y finalmente durante todos los procedimientos de industrializacion,
representando un aumento total en su concentracion de 175%. Este
comportamiento de la catequina durante la fermentacion no ha sido reportado
previamente, a diferencia del incremento durante la industrializacion, el cual ha
sido atribuido a procesos térmicos, tipicos dentro de estas etapas de la cadena de

produccion de chocolates.

Los analisis de correlacion durante la preindustrializacion, mostraron que la

actividad PPO explica un 63% de la pérdida de epicatequina y un 12% de la
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variacion en el contenido de catequina. Estos resultados sugieren que la actividad
PPO y las reacciones de pardeamiento no enzimatico, pueden no ser los Unicos
factores para explicar los cambios en la composicion de polifenoles y/o catequinas

de los granos de cacao durante estos procesos.

Se plantea la hipotesis de que durante la fermentacion, condiciones como el pH y
la temperatura, contribuyen a un proceso de epimerizacidbn que involucra la
conversion de (-)-epicatequina a (-)-catequina; tal y como se ha demostrado que
ocurre en el té. A pesar de lo anterior, no fue posible concluir acerca de esta
hipétesis, mediante el andlisis de las muestras por cromatografia quiral, y por lo

tanto queda abierta para futuras investigaciones.

La estandarizacién de las técnicas ancestrales usadas para la fermentacién y
secado en campo de los granos de cacao, deberian ser el objetivo de programas
mundiales que busquen homogenizar la composicién de las materias primas y de
los productos de chocolateria finales. En este sentido, se logré establecer que
someter los granos de cacao fermentado a un proceso de secado artifical bajo un
horno infrarrojo es una estrategia util, pues comparandolo con el secado natural,
es mas eficiente en términos de tiempo y ademas presenta la capacidad de

disminuir la pérdida de polifenoles aproximadamente un 30%.
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