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RESUMEN

La calidad del cacao es uno de los aspectos de mayor importancia en el
proceso productivo cacaotero; el nivel que se logre conseguir de la misma,
determinard la mayor o menor demanda que tenga el producto en el mercado
comercial. Un punto dominante en la calificacién del cacao de exportacion se

basa en las caracteristicas organolépticas: sabor y aroma

El desarrollo del sabor y aroma del cacao es un fenémeno complejo que
depende no sélo de la composicién quimica de la almendra sino que también de
como se realicen los procesos de fermentacién y tostado. Algunos autores indican
que los aminoacidos y azucares reductores generados en la semilla madura
durante la fermentaciéon han demostrado ser los precursores del sabor y aroma
ya que forman las pirazinas través de la reaccion de Maillard. durante la etapa

de torrefaccion.

Debido a la importancia de estos procesos, la propuesta de trabajo para
esta Tesis fue la puesta a punto y validacion de metodologias analiticas y su
aplicaciéon a la determinacién de aminodcidos y azicares reductores en
almendras de cacaos venezolanos sometidas a las etapas de fermentacién y

tostado.

Para cumplir con esta propuesta nos planteamos y desarrollamos
varios objetivos concretos, que presentamos en esta memoria de la Tesis en los

capitulos que se detallan a continuacién.

Capitulo I- Introducciéon y Capitulo II- Marco Tedrico. Se presenta una
exposicion de la teoria bdsica que fundamenta la investigacion desarrollada y los

antecedentes de ésta.
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Capitulo III- Propuesta de trabajo y objetivos. Corresponde a los objetivos de
la Tesis que se plantearon y su justificacién. También aqui se presentan las

muestras de cacao objeto de estudio.

Capitulo IV- Carbohidratos. Se desarrollé un método por cromatografia de
gases con deteccién por espectrometria de masas (CG-EM) para la determinacién
de glucosa, fructosa y sacarosa. Se basa en la derivatizacién precolumna de los
analitos con el reactivo N-metil-trimetilsilil-trifluoroacetamida (MSTFA) y en la
separacién cromatogrdfica de sus derivados por CG. Se estudiaron diversas
estrategias como el uso de energias auxiliares de calentamiento para simplificar
el proceso de derivatizacién. La detecciébn de los derivados se realizé por
espectrometria de masas, utilizando un detector con una fuente de ionizaciéon por

impacto electrénico y un analizador de trampa de iones.

Los analitos se extrajeron desde las muestras de cacao con agua (70 °C)

empleando sonicacién (agitacion con ultrasonido) durante 15 minutos.

Para acceder a las caracteristicas analiticas del método se realizaron estudios de
precision y exactitud. La exactitud del método se evalud realizando estudios de
recuperacion. Los porcentajes de las recuperaciones de glucosa, fructosa y
sacarosa desde las muestras de cacao se encontraron entre 95 y 108 % con una
variacion < 4% (n= 5), lo que indica el alto rendimiento del procedimiento de
extracciéon con sonicacién y de la reaccion de derivatizacion. Los resultados de
los estudios de precisién realizados durante un dia y entre dias mostraron un
coeficiente de variaciéon (CV) < al 3,5 % (n=5) indicando una buena repetibilidad
instrumental y de la reaccién de derivatizacion.

El método desarrollado se aplico a la determinacién de fructosa, glucosa y
sacarosa en 90 muestras de diferentes variedades de cacao tomadas antes,
durante y posteriormente a los procedimientos de fermentacién y del tostado. Los
resultados mostraron que a medida que transcurre la fermentacién el contenido

de sacarosa inicial disminuye mientras que los de aztcares reductores (glucosa
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y fructosa) aumentan, llegando a un mdximo entre el 2° y 3° dia de fermentacion
para los cacaos criollos, 4° y 5° dia para los forasteros y entre 4° y 7° dia para
los trinitarios. Estos resultados indican que los azticares reductores se forman
durante la etapa de fermentaciéon por hidrélisis de la sacarosa cuya
concentracion fue mdxima en las muestras sin fermentar. Por otra parte, se
comprobé que relacién fructosa/glucosa permite evaluar el grado de
fermentacién de las muestras de cacao. Los resultados obtenidos en este trabajo
mostraron una relacion frutosa/glucosa 2 3 para todos los casos, demostrando
que el proceso de fermentacion de las muestras fue el adecuado. Finalmente se
observé una reduccibn muy significativa del contenido de los azicares
reductores (glucosa y fructosa) durante la etapa de torrefaccién, comportamiento
que justifica su participacion junto con los aminodcidos en la reacciéon de
Maillard para generar compuestos que caracterizan el aroma y sabor a chocolate.
Capitulo V- Aminoacidos. La separacién y deteccion de aminodacidos ha sido
siempre un desafio desde el punto de vista analitico y en la literatura se
describen varios métodos desarrollados. Sin embargo, muchas veces la decision
de una metodologia pasa por analizar la infraestructura que se tenga. En este
capitulo se presenta el desarrollo de dos metodologias para la determinacion de

aminodcidos.

1.- Se puso a punto y validé un método por cromatografia liquida de
alta resolucién en fase reversa con deteccion UV de arreglo de diodos para la
separaciéon y cuantificacion de los derivados de aminodcidos. Se utilizé el
isotiocianato de fenilo (PITC) como reactivo derivatizante ya que forma derivados
(PIC-AA) estables con los aminodcidos primarios y secundarios que pueden
detectarse por UV entre los 240 y 255 nm. Luego de la reaccién de derivatizacién
la muestra contenia los derivados PTC-AA, exceso de PITC y otros compuestos
endbégenos que podian interferir en la separacién en la columna. Para su
eliminacién se utilizé la técnica de extraccién en fase sélida en una precolumna
de extraccién selectiva Oasis® HLB (Waters) que se automatizé en un sistema de

columnas acopladas en su modalidad de transferencia en circuito. La validacién
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del procedimiento se estimé realizando estudios de precision y exactitud. Las
recuperaciones obtenidas en todos los casos estuvieron comprendidas entre 81 y
109 % con un coeficiente de variacién (CV)< 3,85% (n=5). Todo ello demostré que
los procedimientos de extraccién son adecuados para la extraccion de
aminodcidos en muestras de cacao. Los resultados en la precision mostraron que
los coeficientes de variacién de los andlisis realizados durante un dia y entre
dias fueron menores a 3,5 % lo que demuestra la buena repetibilidad del método

de cuantificacion.

2.- La CG es una herramienta poderosa en la separacién de mezclas
complejas, gracias a su inherente poder de resolucion, asi como su sencillo y
econdémico acoplamiento con EM, que permite la identificacién inequivoca de los
compuestos estudiados. Por ello la utilizamos para poner a punto un método
para la determinaciéon de aminodcidos. Al igual que para el caso de los azucares,
los aminodcidos son compuestos polares por lo que su volatilidad es muy baja.
Para mejorarla se realizé una reacciéon de derivatizacién con BSTFA asistida con
radiacién de microondas que disminuyé significativamente el tiempo de reaccién
reportado en la literatura a 60 seg. La separacién cromatogrdfica de los
derivados con una buena resolucion, sin efecto matriz y en un tiempo de corrida
de 21 min se realiz6 en una columna capilar 5% fenil-metil-polisiloxano HP5ms
(Agilent) de 30m x 0,25 mm con un espesor de pelicula de 0,25 um con el
programa de temperatura: 80 °C(2min)— 155 °C(8°C/min) — 300 °C (11 °C/min,
3 min). Los iones seleccionados para llevar a cabo la deteccién por monitoreo de
ion especifico (SIM) fueron: m/Z 102 (Gly), 116 (Ala), 142 (Pro), 144 (Val), 158
(Leu e lle), 156 (Lys), 176 (Met), 202 (Trp), 204 (Ser), 218 (Thr, Tyr y Phe), 232
(Asp), 246 (Glu). Los resultados de los estudios de precision mostraron una
buena repetibilidad del procedimiento CV < 4,6 % (n=5). La exactitud del método
se estimé realizando estudios de recuperacioén; los resultados indicaron que para
todos los casos los porcentajes de recuperacion estaban comprendidos entre el

95 y 108 % con una DER < 4,2 % (n=5). Las curvas de calibrado fueron lineales
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en los intervalos de concentracién estudiados para cada analito con coeficientes

de regresién lineal (r) > 0,9900 sin presencia de interferencia de la matriz.

Los métodos propuestos se aplicaron para la determinacién cuantitativa de los
aminodcidos libres en las mismas muestras que se utilizaron en el andlisis de

sacarosa, glucosa y fructosa.

Para ello, los aminodcidos se extrajeron de las muestras de cacao con un
procedimiento de extraccion sélido-liquido a una temperatura de 70 °C asistida
por ultrasonido. Los porcentajes de recuperaciéon obtenidos en todos los casos
fueron superiores al 95%. Estos valores demostraron que la extraccion asistida
~ por ultrasonido es eficaz y adecuada para la extraccién de los aminodcidos en

muestras complejas como es el cacao.

Los resultados obtenidos para el andadlisis de las muestras de cacao fueron
ampliamente discutidos y la tendencia que se observé fue un aumento progresivo
sobre todo de los aminodcidos hidrofébicos durante la etapa de fermentacion y

una disminucién progresiva finalizada la torrefaccion.

La aplicacién de distintos tests estadisticos sobre los resultados obtenidos por
ambos métodos, permiti6 comprobar que ambos métodos son igual de precisos y
los resultados aportados por cada uno no presentan diferencias significativas a
un nivel de confianza del 95% (P<0,05). En este sentido, los dos métodos

desarrollados pueden emplearse para la determinacién de aminodcidos en

muestras de cacao.

Capitulo VI- En este capitulo se presentan las conclusiones finales y

recomendaciones

Capitulo VII- Se dedica a las referencias bibliogrdficas
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En resumen todos los métodos desarrollados comparten las mismas
caracteristicas generales, tales como: selectividad, precisién, exactitud, tiempo

de andlisis satisfactorios y bajo impacto medioambiental.

Por otra parte, el aporte metodolégico aportado en esta Tesis permitio
profundizar en el conocimiento del cacao, particularmente en los cacaos criollos
estudiados. En la literatura especializada, no existe ningin trabajo reportado
sobre el estudio del contenido de aminodcidos en las almendras antes, durante y

posterior al proceso de fermentacién y tostado.
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I. INTRODUCCION

Venezuela siempre ha sido considerada como un pais con una gran
tradicion cacaotera, especialmente, como un productor de cacao fino y
extrafino de aroma y sabor caracteristicos de muy alta calidad. Sin embargo,
para 1993 su condicién fue rebajada a productor parcialill como consecuencia
de la proliferacion de otros tipos mas rusticos desarrollados a fin de aumentar
la productividad del arbol y su tolerancia a las enfermedades y plagas,

afectando de esta manera su calidad.

La calidad del cacao es uno de los aspectos de mayor importancia en
el proceso productivo cacaotero y se manifiesta a través de las caracteristicas
fisicas (tamano, peso, grosor de cascara, color, contenido de grasa) y
organolépticas de la almendra. El nivel que se logre conseguir de ésta,
determinara la mayor o menor demanda que tenga en el mercado el producto
final del proceso agricola, es decir, €l cacao en grano*3. De acuerdo con
numerosos estudios y opiniones, la calidad refleja los efectos combinados detl
genotipo, de los factores edafoclimaticos, del manejo agronémico recibido en la

plantacién y de la tecnologia de postcosecha utilizadal®-7i,

El sabor, determinado por el gusto y el aroma, son las caracteristicas
principales que determinan la calidad de los granos de cacao, los cuales se
desarrollan durante las tecnologias de postcosecha, principalmente en las

etapas de fermentacion, secado y tostado de los granos.

Durante el proceso de fermentacién, tienen lugar una serie de
reacciones bioquimicas en el interior de la almendra que originan la muerte del
embrion y la formacion de los precursores del aroma (aminoacidos, péptidos y
azucares reductores), los cuales interaccionan en la etapa de tostado

desarrollando el aroma especifico del cacao®!.
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El tostado o torrefaccién es una de las operaciones tecnologicas mas
importante en el procesamiento de los granos de cacao. Consiste en el
tratamiento térmico de los granos, los cuales se exponen a temperaturas entre
los 100 - 150 °C durante 15 a 45 minutos, dependiendo de la variedad de
cacao, y causa la formaciéon del color marrén caracteristico de las almendras,
el agradable aroma a chocolate y la textura de los granos tostados!®l. El sabor y
el aroma de origen térmico!® % producidos en esta etapa son el resultado de la
combinacién de entre 400 — 500 compuestos generados durante la reacciéon de
Maillard, entre los que se incluyen las alquilpirazinas, aldehidos, éteres,
tiazoles, furanos, acidos, pirroles, cetonas, alcoholes y ésteresi’!l, De todos
éstos, los que contribuyen mayoritariamente con el aroma caracteristico del

chocolate son las alquilpirazinasti?l.

Esta reaccion, también conocida como reaccién de oscurecimiento o
pardeamiento no enzimaticoi*®l, consiste en la condensacién entre un
compuesto con un grupo carbonilo reductor (aztcares, aldehidos o cetonas), y
un compuesto con un grupo amino libre, entre los que se encuentran los
aminoacidos, proteinas o cualquier otro compuestos nitrogenadol*4! (Figura 1)
fue descrita por primera vez en 1912 por el quimico francés Louis Camille
Maillard"*®! quién observé que la glucosa u otros azicares reductores
reaccionaban con los aminoacidos formando aductos que sufrian una serie de
deshidrataciones y rearreglos para formar finalmente los productos

responsables de las caracteristicas organolépticas de los alimentosi*s: 16},

El tipo de aminoacido que participa en la reaccion de Maillard es
crucial en la formacién del sabor y aroma a chocolate ya que influye en la
formacion de los compuestos heterociclicos importantes para el caracter final
del aroma. Por ejemplo, la leucina y la glucosa producen aromas descritos
como “chocolate dulce”, mientras que la treonina, glutamina y glucosa dan

notas de “chocolate” cuando se calientan a 100 °C. Pero, a 180 °C, la valina y
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glucosa originan aromas a “chocolate fuerte” con un olor bastante penetrante.

La formacion de estos aromas es indicativo que la reaccién ha tenido lugar®®l.

| AzucaresReductores Aminoacidos
% i Condensacion
" | L. Aldehidod
. ode
Productosde Productosde Strecker St:echker
degradacién Amadori R,
L]
R, Strecker Ry
Pirroles @%NHJ R, Reductonasy R, 5 Intermediarios
Tiofenos SH, dehidroreductonas Streci(:: ,
Dicarbonilos . Pirazinas
Furfural

Boronommsonmsirens

Productos responsables de las caracteristicas organolépticas del cacao

&

Figura 1. Esquema simplificado de la generaciéon de aromas y sabores en la

reaccion de Maillard

A medida que ocurre esta reaccién durante la torrefaccion o tostado,
los precursores del aroma formados en la fermentacion son parcialmente
modificados o eliminados. En vista de esto, se ha establecido que la reaccién de
Maillard, es la responsable de la disminuciéon de la concentracion de los
aminoacidos y de los aztcares reductores durante el proceso de tostado en los

granos de cacao, asi como también de la formacion de las alquilpirazinasi®l.

En base a lo anterior, podemos decir que el complejo perfil aromatico
que presentan los granos de cacao proviene, en gran medida, de compuestos

que estan presentes antes del tostado y que contribuyen a la impresién general
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del aroma y sabor durante el proceso de tostado. En consecuencia, para poder
evaluar correctamente la calidad del cacao, no basta con estudiar los
compuestos asociados directamente con el aroma y el sabor; también es
necesario estudiar los compuestos que los originan en las almendras: antes,

durante y después de los procesos de fermentacion y tostado.

Entre los precursores del aroma, los aminoacidos y los azlcares
reductores cumplen un rol relevante y protagénico. Sin embargo, en Venezuela,
a pesar de ser considerada como uno de los mejores productores de cacao fino
y de aroma de excelente calidad, la informacién disponible sobre este tema es
realmente escasai'”#Y, De hecho, en la literatura especializada no se
encontraron trabajos que aborden este tema para cacaos criollos. En contraste,
a nivel internacional, si se ha abordado este tema, realizando diversos trabajos
dirigidos al estudio del comportamiento de los aminoacidos y el efecto que
ejercen sobre el aroma final del cacao, utilizando para ello una gran variedad

de cacaos!®:42-291,

En los ultimos afios, el Gobierno Nacional ha venido implementando
importantes medidas con el cacao nacional; en el 2010 puso en marcha el Plan
Socialista del Cacao Venezolano con el propésito de mejorar su calidad para

diversificar y reorientar su produccion.

En este sentido, dentro del marco de esta tesis se quiere contribuir
con este propdsito y para ello se propone desarrollar metodologias analiticas
para evaluar el efecto que tienen los aminoacidos libres y aztcares reductores,
en el desarrollo del perfil aromatico de algunos cacaos que se cultivan en
diferentes regiones de Venezuela a medida que transcurren los procesos de
fermentacion y tostado. Esta informacién permitira mejorar y fortalecer la base
productiva del pais en este importante rubro, priorizando la tendencia actual

de producir un cacao fino de aroma y sabor caracteristico.
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II. MARCO TEORICO

ol

II. 1. Principales factores gque afectan la calidad de las almendras de

LRC[0

La calidad aromatica de un chocolate esta relacionada con el origen
de las almendras, con la fermentacién y secado y con el tostadof*®. El aroma
del cacao incluye varias fracciones: una fraccién constitutiva (presente en la
almendra fresca), una fracciéon desarrollada durante la fermentaciéon y secado y

por Ultimo una fraccion formada durante el tostadoi®'l,

Es importante sefialar que ni las células con pigmentos, ni las células
de reserva de los cotiledones de las almendras frescas contienen alguna
sustancia que daran el aroma a chocolate, por lo tanto, las almendras no
fermentadas son incapaces de producir un aroma tal, incluso después del
tostado, lo cual confirma que las sustancias aromaticas del cacao tinicamente

se crean durante el proceso de fermentacioni®4,

La calidad final del producto en cuanto a sabor y aroma es
influenciada por diversos factores importantes, entre ellos la variedad del
material genético, condiciones de clima y suelo, manejo agronémico y la
tecnologia de poscosecha. Sin embargo, este ultimo factor constituye el factor
mas importante para preservar y mejorar las caracteristicas organolépticas del
cacao, especialmente la correcta fermentacion y secado de las almendras es
esencial para el desarrollo de los compuestos precursores del aroma y sabor del

cacaoi®4,
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II. 1.1, Efecto del genotipo sobre la calidad del sabor en el grano de cacao

El genotipo tiene influencia en la calidad e intensidad del sabor del
chocolate de acuerdo a cada variedad de cacao, probablemente porque
determina la cantidad de precursores y la actividad enzimatica que contribuyen

a la formacion del sabori?,

El aroma estda muy relacionado con las variedades de cacao.
Recordemos que las principales variedades de cacao cultivadas son tres: el
Criollo, el Forastero y el Trinitario un hibrido del Forastero y el Criollof®?i,

Las variedades de cacao son clasificadas por su calidad aromatica de
acuerdo a los compuestos aromaticos que presentan. En términos generales, la
variedad Forastero ha sido clasificada como de calidad aromatica baja, la
Trinitario como de calidad intermedia y la Criollo como de calidad altal®*3!. Por
su parte Becketti*¥, clasificé al cacao Forastero como de grado comercial,

mientras que al Criollo y Trinitario lo clasificé como de grado fino.

I1.1.2. Ambiente

Ciertas caracteristicas de las almendras de cacao se ven afectadas por
el ambiente durante el desarrollo de la planta. Algunos factores que modifican
las caracteristicas relacionadas con el aroma del cacao son: la riqueza de los
suelos, las condiciones climaticas y un adecuado uso de las practicas
culturales asociadas con el manejo de la plantaciéon®*5l. Por ejemplo, la
deficiencia de agua y nutrientes en el suelo reduce el tamaiio de las mazorcas y
las almendrasi®él. En ese sentido, los cacaos pueden ser genéticamente iguales,
pero las diferentes condiciones edafoclimaticas donde se desarrollan

condicionan diferencias en sus caracteristicas quimicas.
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I1.1.3. Tratamiento poscosecha del cacao

Se denomina asi al conjunto de practicas interrelacionadas que tienen
que ver con la transformacion biolégica que deben sufrir las almendras una vez
cosechadas y que permiten la expresion de su real potencial de calidad, su
valoracion y demanda por los procesadores de la industria chocolatera.
Constituye en buena parte el aspecto de maxima importancia para preservar y
presentar al mercado un producto de calidad. El buen proceso de poscosecha
asegura que el grano sea apreciado por la industria, lo que justifica un mejor

precio y garantiza su comercializacion al mercado nacional y de exportacioni®?i,

El proceso para desarrollar la maxima calidad posible del cacao, exige
ejecutar sistematicamente los pasos desde la seleccion de las mazorcas que se
cosechan, la quiebra y el desgrane, un correcto proceso de fermentacion y

secado, y finalmente una exigente limpieza y clasificacion del grano.

Si se ejecutan sistematicamente los pasos que se describen a

continuacion, se lograra entregar un producto de la mejor condicion.

1I.1.3.1. Cosecha

El procesamiento del cacao comienza desde la seleccion y cosecha (“el
corte”) de las mazorcas maduras. Del arbol de cacao soélo se explotan las
semillas (granos o almendras) que se encuentran dentro de los frutos, que son
los llamados mazorcas. Es necesario asegurarse de la madurez adecuada de los
frutos antes de la cosecha, para evitar la mezcla de granos con distintos niveles
de desarrollo y la pérdida de calidad en la fermentacion, provocada por esta
situacion. Es posible identificar el momento de cosecha por el cambio de color
de la mazorca: las verdes cambian a amarillo y las rojas se tornan anaranjadas.
Las mazorcas inmaduras pueden no tener suficiente azicar en la pulpa para

una fermentacion satisfactoria®4,
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11.1.3.2. Partida de mazorcas

Es la operacion que consiste en partir la mazorca y extraer las
almendras, las que una vez separada de la placenta, seran sometidas a la
fermentacién. Antes de comenzar a partir las mazorcas, debe separarse las
sanas de las afectadas por enfermedades o plagas para beneficiar solamente

granos provenientes de frutos sanos y no dafar la calidad final del producto.

El fruto al partirse debe tomarse de la punta y el sitio de quiebra debe
estar cerca del pedunculo para facilitar la extraccion de la semilla. Otra forma
es partir la mazorca atravesada con lo cual se acelera el proceso de
desgranado. La extraccion de las semillas de la cascara, se denomina

desgranada, "desengullada” o "deguyada"t®*1,

Las semillas se transportan en cajas de madera, envases 0O Sacos

plasticos hacia €l lugar de fermentacion.

I1.1.3.3. Fermentacion

La fermentacion es un proceso bioquimico, al cual se someten las
almendras de cacao frescas con la finalidad de: la eliminacién de la baba o
mucilago azucarado y, dentro de la almendra, provocar la muerte del embrion,
la transformacion de los cotiledones y la formacién de las sustancias

precursoras del sabor y aroma a chocolate que dan la calidad propia al cacao.

El método y tiempo de fermentacién, la frecuencia de remocion de las
almendras, asi como las condiciones atmosféricas de la zona afectan la calidad

del cacaol®i,

Las almendras adecuadamente fermentadas se identifican por un

color café o chocolate y con incrustaciones o estrias pronunciadas. Una
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fermentaciéon deficiente provoca un color violeta o blanquecino que se observa

al partir la almendra!®#l,

En las almendras sin fermentar la caracteristica predominante es el
sabor amargo y astringente, completamente ausente de aroma, siendo util sélo

para el aprovechamiento de manteca.

La fermentacién del cacao es un proceso espontaneo que debe

realizarse en un lugar protegido pero suficientemente ventilado.

Existen diferentes métodos de fermentacién, siendo los mas comunes:
cajones de madera, rumas o0 montones y en sacos ya sea de yute o
polipropileno; sin embargo, los mejores resultados en la calidad del producto

final se obtienen en cajones de maderai2®:21:39,40],

El numero de dias de la fermentacibn no puede generalizarse,
depende del material genético, el método de fermentaciéon y la cantidad por
fermentar. Por lo general el tipo criollo necesita de 3 a 4 dias; el tipo trinitario

requiere entre 5 a 6 dias y los tipos forasteros necesitan de 5 a 8 dias®#4%l,

Durante la fermentacion la temperatura en la masa de almendras
puede subir hasta 50° C aproximadamente. Cuando la temperatura llega a 45°
C, los embriones de la semilla mueren, y ese momento marca el inicio de los

cambios bioquimicos que luego daran el sabor y el aroma a chocolate!*l,

Una parte del aroma es de origen bioquimico, inducido por
microorganismos, y otra proviene de reacciones quimicas promovidas por las
altas temperaturas que se alcanzan durante la fermentaciéoni3. En ese sentido
la fermentacién puede caracterizarse como un proceso con dos etapas: a. Una
etapa de hidrélisis o alcohélica, en condiciones anaerdbicas, donde intervienen
microorganismos como levaduras, que transforman el aziacar de la pulpa en
alcohol y anhidrido carbénico, a la vez que comienza a elevarse la temperatura.

Adicionalmente hay penetracion de aire y se favorece la oxidacion del alcohol a
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acido acético, con la intervenciéon de bacterias acéticas inoculadas por
insectos!®l, El acido acético provoca la muerte del embrion y de las almendras
al penetrar en el tejido cotiledonar. Las enzimas se ponen en contacto con los
polifenoles y proteinas y se inician las reacciones hidroliticas que dan lugar a
cambios en los pigmentos cianidinglucésidos, provocando el inicio de la
formacion de los precursores del sabor a chocolatei'®4446l, Toda esta fase
hidrolitica ocurre a temperaturas cercanas a 45 °C y con pH de 4,0 a 5,0. b. La
etapa de oxidacion se inicia inmediatamente cuando hay mayor penetracion de
oxigeno y consiste esencialmente en la oxidacion y condensacion de los
compuestos polifenélicos en productos complejos, aminoacidos volatiles
solubles e insolubles que tienen poco o ningin sabor. Paralelamente con la
condensacion oxidativa, disminuye el contenido de humedad, hasta el punto en
que la falta de agua detiene la actividad enzimatica. Cuando el oxigeno tiene
acceso a las células de los cotiledones durante la fase de condensaciéon
oxidativa, €l color de la superficie de las almendras se vuelve pardo y esto se
realiza en toda la almendra, conforme se inicia el secado y se facilita la

penetracion del oxigeno al interior del cotiledoni®#42:43],

La fermentacion termina cuando los granos se ven hinchados, el
embrion ha muerto, el exceso de humedad se ha reducido considerablemente y
la temperatura desciende a la del medio ambiente. Un indicador de
fermentacion satisfactoria es la presencia de un anillo periférico de color pardo,

indicativo de que debe iniciarse el tendido del cacao para su secado.

I1.1.3.4. Secado

El secado tiene como finalidad eliminar el exceso de humedad de los
granos de cacao. Cuando finaliza el proceso de fermentacion las almendras
tienen alrededor de 50 a 56% de humedad, el que debera reducirse a un rango

de 7% - 8 %, limite considerado como critico para el almacenamiento y asi
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evitar el desarrollo de hongos (mohos). Cuando la humedad baja mas de un 6
% las almendras se vuelven quebradizas, pero si no se seca al punto indicado
son mas susceptibles al ataque de hongos, que puede producir micotoxinas

patogenas (ocratoxina) que representa un riesgo para la salud humanai.

Durante el secado contintia el proceso de fermentacion, las almendras
de cacao terminan los cambios para obtener el sabor y aroma a chocolate, por
lo que es recomendable un secado lento durante los dos primeros dias.
También en ese momento cambian los colores, apareciendo el color marron

(café), tipico del cacao fermentado y secado correctamente.

Las condiciones mas favorables del secado se obtienen cuando se
realizan con el calor del sol, que es la fuente méas barata y adecuada. Si se
utiliza secado artificial debe tenerse cuidado para que la temperatura no
sobrepase los 60 grados centigrados. El proceso debe ser lento y a bajas
temperaturas al principio del secado, por lo cual el primer dia de asoleada, es
aconsejable utilizar la plena exposicion solo durante las primeras y las ultimas
horas del dia. Posteriormente, no habra inconveniente para hacer el secado

durante todo el dia.

Para el secado al sol, se utilizan estructuras como las paseras,
casaelbas, camillas de madera o carros corredizos tipo elba. Si el secado se
realiza en patios de cemento o areas pavimentadas, se corre el riesgo por

contaminacion por elementos nocivosi*7i,

Adicionalmente durante el proceso de secado, es necesario remover la
masa de cacao frecuentemente para la distribucion pareja del calor y el secado

uniformesi¢1,

I1.1.3.5. Clasificacion

Consiste en eliminar todas las impurezas, placentas, granos mohosos,

partidos, germinados y vanos (sin almendra), esto mediante proceso manual o
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haciendo pasar las almendras a través de zarandas, dejando solamente los
granos bien fermentados y secos, a fin de obtener uno de mayor valor

comercial.

Las caracteristicas mas importantes que debe reunir el cacao de

calidad comercial son:

© Los granos deben estar fermentados y completamente secos a la
humedad requerida, libre de olores y sabores anormales o extrafios y de

evidentes signos de adulteracion.
= Granos libres de insectos

= Granos uniformes, libres de pedazos de mucilago y otros cuerpos

extrafnos.

I1.1.3.6. Almacenamiento

Es la etapa final del beneficio. Los granos de cacao son altamente
higroscopicos y si estan mal almacenados absorben humedad y olores
extranos. Para lograr un buen almacenamiento, los granos de cacao secos se
deben guardar en sacos de yute y almacenarlos en ambientes techados, secos,
blancos o de color claro, bien ventilados.

II.1.4. Torrefaccion o tostado

En este punto, es importante recordar que los procesos post-cosecha
de fermentacion y secado los realiza el productor. Por el contrario, la
torrefaccion o tostado, que es la etapa donde finalmente se desarrolla el aroma

caracteristico que asociamos con el chocolate, es efectuado por la industria.
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El tostado del cacao se lleva a cabo con el proposito de facilitar la
eliminacién de la cascarilla y para que los precursores del sabor (azucares,
aminoacidos, y otros que se forman durante la fermentacién) se combinen y
produzcan los olores y sensaciones tipicas del sabor a chocolate y otras notas

sensoriales como: sabor floral, frutal y nuez, dependiendo del tipo de cacao.

Durante este proceso en particular, la temperatura y la duracion del
tostado influyen de forma critica en la cantidad y el tipo de compuestos

aromaticos que se generan térmicamentet4®i,

Muchos de estos compuestos se forman, como ya se dijo, a través de
la reaccion de Maillard, donde participan los precursores (aminoacidos y
azucares) formados durante la fermentacion®%, Como consecuencia, la
concentracion de estos precursores hacia el final de esta etapa sufre una

reduccion significativa en su concentracioni*s-54i,

Il. 2. Precursores del aroma v sabor en el cacao
{Aminoacidos y Azlcares Reductores)

Los aminoacidos y los azlicares juegan un rol protagbénico como
precursores del aroma de cacao y por ello es necesario conocer su perfil antes,
durante y después de los procesos de fermentacion y tostado. Por ello a

continuacién presentamos una revision bibliografica del tema.

En la Tabla 1 se muestra la composicién quimica de granos de cacao
sin fermentar®¥., En ella se puede observar que los azlcares libres en los
granos de cacao sin fermentar representan entre el 2 — 4% del peso, donde la
sacarosa es el azticar en mayor proporcion (90%), seguido de la fructosa y
glucosa (6%) y trazas de galactosa, rafinosa, melobiosa, sorbosa, manotriosa,

xilosa, arabinosa, manitol e inositol

Wendy Josefina Orozco Contreras



Tesis Doctoral i Marco tedrico

Tabla 1. Composicion quimica de cacaos africanos no fermentadoslts3l

o

Nitrogeno:

Nitrogeno Total 2,28
Nitrégeno de Proteina 1,50
Nitrogeno de Amonio 0,028

Nitrogeno de Amida 0,188
Metilxantinas:
Teobromina 1,71
Cafeina 0,085
Carbohidratos:
Fructosa 0,09
Glucosa 0,07
Sacarosa 2,48
Almidon 6,10
Pectinas 2,25
Fibra 2,09
Celulosa 1,92
Pentosanas 1,27
Mucilago y gomas 0,38
Polifenoles 13,5
Acidos:
Acético (libre) 0,014
Oxalico 0,29

La sacarosa es un azucar no reductor por lo que no participa en la
reaccion de Maillard que tiene lugar durante la etapa de tostado. Sin embargo
a medida que transcurre el proceso de fermentacion de los granos, esta azucar

se hidroliza en glucosa y fructosa por acciéon de la enzima invertasa (Figura
1)s41,
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Figura 1. Hidrolisis de la sacarosa

Rohan y Stewart!®? estudiaron la formacién de azlicares reductores
durante el proceso de fermentacién en granos de cacao africano provenientes
de Ghana y Nigeria. Los resultados que obtuvieron se muestran en la Tabla 2 y
las Figuras 2a y 2b, donde se observa la maxima inversion de la sacarosa entre
el 4 y 5 dia de fermentaciéon. Ademas, el aumento del contenido de los azlicares
reductores (precursores del aroma) y su formacién durante el proceso de
fermentacion, sugiere que éstos compuestos pueden utilizarse con el fin de

determinar el grado de fermentacion de los granos de cacao.

Tabla 2. Cambios de los niveles de azticares en cacaos de Ghana y Nigeria

durante la fermentacionis=l

F:_i::::; ::li?'m Ghana Nigeria Ghana  Nigeria Ghana Nigeria

Y 0,12 0,33 1,44 2,20 11,0 14,9
24 0,24 0,67 1,37 1,98 17,5 33,8
48 0,62 1,22 1,38 1,79 49,0 68,0
72 0,90 1,28 1,31 1,72 65,0 74,5
96 1,04 1,34 1,25 1,57 83,0 85,4
120 1,22 1,22 1,22 1,40 100 87,1
144 0,94 1,11 1,01 1,28 93,9 87,1
168 --- 1,16 — 1,46 --- 80,0
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Figura 2. Cambios de los niveles de azlicares en cacaos de Nigeria (a) y Ghana

(b) durante el proceso de fermentacioni®4

En ese sentido, la relacion azlcar reductor/azicar total es un

parametro significativo para evaluar el grado de fermentacién y tiene la ventaja

de que es independiente de la concentracion inicial de azicares en los granos

sin fermentar (Figura 3).
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Figura 3. Cambios en la relacion azticares reductores/aziicares totales durante
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Estos mismos autores también analizaron los aztcares reductores y
totales en muestras granos de cacaos comerciales®¥. En la Tabla 3 se
muestran los resultados. Se puede observar que la relacidn azlGcar
reductor/azicar total es alta para el cacao de Arriba lo que sugiere un grano
bien fermentado. Mientras que para los cacaos Carapano y Sanchez la relacion

es baja indicativo de cacaos no fermentados adecuadamente.

Tabla 3. Analisis de aztcares de varios granos de cacao comerciali®?l,

Arriba (Ecuador) 0,34 0,39 87
Bahia (Brasil) 1,27 2,27 56
Caripano (Venezuela) 0,84 3,48 24
Grenada 0,68 1,63 39
India _ 0,47 2,15 22
Nueva Guinea (Indonesia) 0,45 0,75 59
Puerto Cabello (Venezuela) 1,38 1,84 75
Samoa 0,92 2,25 41

Sanchez
(Repiblica Dominicana) 0,68 2,84 24
Trinidad 1,27 2,53 S50

En otro trabajo, estos autores estudiaron el efecto del tostado sobre el
contenido de los azticares reductoresi*? en muestras de cacao provenientes de
Ghana. Ellos observaron la desaparicion de estos compuestos a medida que
transcurria el tostado (Tabla 4, Figura 4). Paralelamente observaron una
considerable disminucion de los azlUcares no reductores (sacarosa), como
consecuencia de su hidrOlisis a azlicares reductores durante proceso de

calentamiento de esta etapa.
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Tabla 4. Cambios en aztcares solubles en cacao de Accra (Ghana) durante el

tostadol*®l

) 1,48 0,61
5 1,33 -
10 1,11 ;
15 0,66 -
20 0,38 -
25 0,24 -
28 0,18 -
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Figura 4. Degradacion de los azlicares reductores durante el tostadoi*®!

Uno de los inconvenientes de los trabajos anteriores es la forma en
como se llevaba a cabo el analisis de los carbohidratos, ya que hasta ese
momento se determinaban como azlicares totales o reductores totales. En vista
de esto, Reinecciusl®s! desarrollé un método por cromatografia de gases que le

permitid separar y cuantificar los carbohidratos presentes en muestras de
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diferentes variedades de cacao y estudié su comportamiento durante la etapa
de fermentacion. Los resultados que obtuvo se presentan en la Tabla 5 donde
se puede ver que el método le permitié identificar: pentinol, fructosa, sorbosa,
a-glucosa, B-glucosa, inositol y sacarosa en las cuatro variedades de cacao. Por
otra parte, él atribuye las diferencias en el contenido de estos azucares entre
las distintas variedades a la influencia de variables asociadas con los procesos
de cosecha, fermentacion y secado. Asi, los cacaos provenientes de Ghana y
Bahia, eran granos sometidos a procesos de fermentacion que duraron varios
dias y presentaron pequeinas cantidades de sacarosa. Sin embargo, los cacaos
Arriba y Sanchez presentaron concentraciones de sacarosa 10 y 20 veces
mayores debido a que el primero habia sido parcialmente fermentado y el

segundo no se habia fermentado.

Tabla 5. AzlQcares presentes en distintas variedades de cacaol®s!

% i e

Aztcar Sanchez (Republica Arriba Bahia Ghana
Dominicana) {Ecuador) (Brasil) (Africa)
Pentinol 2,4 4,5 2,7 3.0
Fructosa 19,4 21,8 52,3 57,0
Sorbosa 2,4 3,3 9,8 6,1
ay p - Glucosa 18,5 14,0 3,3 8,2
Manitol 2,2 2,3 21,4 8,9
Inositol 1,6 1,5 4,2 2,3
Sacarosa 53,6 51,4 4,2 14,0
mg/100g de granos
Sacarosa 1000 683 55 120
Azicares reductores 747 510 855 612
Azucares Totales 1856 1332 1308 858

Otro aspecto sobresaliente de este trabajo fue la gran diferencia entre
la concentracion de fructosa y glucosa en los granos bien fermentados de Bahia
y Ghana, cuya relaciéon fructosa-glucosa fue de 16:1 y 7:1, respectivamente.

Mientras, que en cacaos parcialmente fermentados, como los de Arriba, la
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relacion fue de 2:1 y para granos sin fermentar (Sanchez) la concentracion de
glucosa y fructosa fue practicamente la misma (1:1). Este comportamiento esta
relacionado con la fermentacion ya que es durante esta etapa que se produce la

hidrélisis de la sacarosa en glucosa y fructosa.

Estudios mas recientes corroboran los resultados obtenidos por
Rohan y Reineccius. Puziah y col.i??! estudiaron los cambios en los precursores
del sabor y las pirazinas durante la fermentacion de granos de cacao de
Malasia, cuyo proceso de fermentacién tiene una duracion de 6 dias. Los
cambios observados por estos autores para los aziicares reductores y totales se
presentan en la Tabla 6 y Figuras 5.

Tabla 6. Concentracidn de azlicares totales y reductores durante el proceso de

fermentacion del cacaol*!

Azicar 0o 1 2 3 4 5 6
Sacarosa 18,78 15,02 12,04 8,00 4,90 2,70 2,03
Fructosa 0,33 0,58 1,13 1,40 2,23 1,83 1,66

Glucosa 0,21 0,73 0,45 0,51 0,48 0,43 0,43

Manitol 0,26 0,33 0,72 0,89 1,00 0,87 0,51

Inositol 0,18 0,24 0,34 0,34 0,48 0,32 0,30

En los granos de cacao sin fermentar, el azicar mayoritario era la
sacarosa con un 95% (18,78 g/kg) del contenido total de aziicares presentes,
seguidos con un 2,7% de la fructosa y glucosa, y bajas concentraciones de
manitol e inositol. A medida que transcurria el proceso de fermentacion los
azucares totales, formados principalmente por sacarosa, disminuian
significativamente. Este comportamiento ocurria de forma paralela con la
formacion de los azlicares reductores (fructosa, glucosa, manitol e inositol)

(Figura S5a). Los autores atribuyeron esto a que durante la muerte del embrion
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por el aumento de la temperatura y la concentraciéon de acido acético, el medio
era propicio para que la enzima invertasa catalizara la hidrélisis de la sacarosa
en glucosa y fructosa. De esta forma se originaba un aumento en la
concentracién de los azucares reductores que alcanzaban su maxima
concentracién durante el cuarto dia de fermentacién. A partir de entonces,
disminuian levemente hasta el final de la fermentacién. La relacién fructosa-
glucosa en las muestras utilizadas fue de 4:1 lo que indicaba que los granos de

cacao habian sido sometidos a un adecuado proceso de fermentacion.

2.5 25
& Azacares Totales @ Glucosa _

©® Sacarosa 2 Fructosa ;\%
@ Azucares reductores Manitol V4
Inositol i

Azucares (Kg/g)

Azicares reductores (Kg/g)

o 1 2 3 4 5 6
Tiempo de fermentacion Tiempo de fermentacion
(dias) (dias)

Figura 5. Cambios en la concentraciéon de azucares totales (a) y reductores (b)

durante el proceso de fermentaciont*?l,

Por su parte Redgwell y col.?7! estudiaron el efecto del tostado sobre
los carbohidratos de bajo peso molecular en tres variedades de granos de
cacao. La composicion de los azucares en las distintas variedades se presenta
en la Tabla 7. Para las muestras de los cacaos sin fermentar, el azucar
mayoritario fue la fructosa, comportamiento similar al reportado por
Reineciust®3l. En los cacaos de Ghana y Costa de Marfil la fructosa estuvo

presente en mayor concentracion que la sacarosa, sin embargo, en los cacaos
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de Ecuador, se observa el comportamiento inverso, lo que fue atribuido a
diferencias en las condiciones de fermentaciéon ya que estos cacaos eran
sometidos a cortos procesos de fermentacion en comparaciéon con las otras dos
variedades. Las concentraciones de glucosa y estaquiosa se encontraron en

cantidades similares, seguidas de la rafinosa y verbascosa.

Tabla 7. Cambio en monosacaridos y oligosacaridas durante el tostado de

granos de cacao #7},

Grano Glucosa Fructosa Sacasbsa Rafinosa Estaqulosa@ Verbascosa
Ghana
Sin 12,4 83.6 316 4,0 15,1 1,0
tostar
Tostado 0,9 11,9 28,2 5,4 10,6 1,3
Costa de Marfil
¥ # 15.9 56,0 31,0 3,0 12,2 0,9
tostar
Tostado 1,0 8,7 40,5 5,5 14,4 0,9
Ecuador
Sin
¢ 16,8 34,4 90,6 20,1 20,1 0,8
ostar
Tostado 2,1 12,1 124,8 22,2 22,2 0,9

También observaron que durante el tostado ocurria una disminucion
significativa de la fructosa y una desapariciéon casi completa de la glucosa en
casi todas las variedades. Sin embargo, no observaron un cambio significativo
en las concentraciones de sacarosa, rafinosa, estaquiosa o verbascosa, ya que
los Gnicos azicares que pueden interaccionar con los aminoacidos durante el
tostado a través de la reaccién de Maillard son la glucosa y la fructosa

(azQcares reductores).
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En Venezuela, se dispone relativamente de poca informacion sobre el
contenido de azucares en los granos de cacao criollo. Por lo general, la
determinacion de los azlcares se ha llevado a cabo a través del analisis de

azucares totales y/° reductores totales.

Entre los trabajos que mas destacan se encuentra el de Portillo y
col.2l) cuyo objetivo fundamental fue el de evaluar el efecto del tipo de
fermentador, la frecuencia de remocién, el aguante de la mazorca y el tiempo
de fermentacion sobre el contenido de taninos, azucares reductores totales y
totales en el cacao criollo Porcelana. La evolucién de cada uno de estos
compuestos quimicos se realizé tanto en el cotiledon como en la pulpa + testa
de los granos del cacao. Para €l caso de los azicares reductores y totales, los
resultados obtenidos demostraron que existe un efecto de cada uno de los
factores estudiados sobre su evolucion. Sin embargo, el factor mas significativo
fue el tiempo de fermentacion. Los resultados obtenidos se presentan en la
Tabla 8 donde se aprecia como el contenido de azlcares disminuia
significativamente durante el proceso de fermentacién para las dos fracciones
estudiadas. También se observa como el descenso de los azticares reductores y
totales fue superior en la fraccion pulpa + testa (superior al 50%) que en el

cotiledén.

Para el caso de la frecuencia de remocion y el aguante de la mazorca
se observo que €l contenido de los azicares fue superior cuando la masa se
removi0 cada 12 horas y las mazorcas se aperturaron el mismo dia de la
cosecha, ya que cuando se disminuy6 la frecuencia de remocién a 24 horas el
contenido de ambos azlcares disminuy6. El porcentaje de los azucares
reductores cambié de 1.60 a 1.22% y el de los aztcares totales de 2.58 a
1.81%. En el caso de los tratamientos en los que se retrasé cinco dias el
desgrane de las mazorcas, los azlcares reductores se mantuvieron constantes
y los totales decrecieron con la reduccién de la frecuencia de remociéon. En

vista de todos estos resultados, ellos recomiendan que el cacao criollo
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Porcelana debe fermentarse durante 72 horas como maximo, con remociones
cada 24 horas, aguante cero y realizar el proceso en cajones cuadrados ya que
el contenido de aziicares reductores se favorece con este tratamiento, lo cual es

fundamental en la calidad del producto final (chocolate).

Tabla 8. Prueba de medias para el contenido de azucares reductores y totales

en el cotiled6én y pulpa + testa de granos de cacao Porcelana durante la

fermentacioni=

0 1,60a 2,342

24 1,15b 2,132

Cotiledén 48 1,05¢ 1,75b
72 1,05¢ 1,62b

96 0,82d 1,30c

0 3,22a 4,872

24 3,16a 4,34b

Pulpa + Testa 48 2,59b 3,75¢
72 2,05c¢ 2,97d

96 1,43d 2,36e

Medias de valores con letras diferentes dentro de la misma columna y fraccién indican diferencias estadisticamente a un nivel

de significancia del 5%

Otro trabajo importante es el de Graziani y col.!*¢l quienes evaluaron
el efecto del mezclado, de diferentes variedades de cacao, durante la
fermentacion sobre determinados parametros quimicos. Utilizaron mezclas de
cacao de tipo criollo y forastero (100:0; 75:25; 50:50 y 0:100) de la localidad de
Cumboto, Estado Aragua. Las mezclas se fermentaron por 4 dias en cajas de
madera, removiéndose la masa de cacao a las 24 y 72 horas de iniciado el
proceso. Los analisis de humedad, taninos, proteinas, pH, acidez total,

azucares reductores y totales fueron realizados en cotiledéon y en la pulpa +
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testa a los 0, 2 y 4 dias de la fermentacion. En la Tabla 9 se presentan los
resultados que obtuvieron; se puede observar un descenso de los azicares
(reductores y totales) a medida que transcurria la fermentacién para todas las

mezclas.

Tabla 9. AzlUcares reductores y totales en el cotiledon y pulpa + testa de

mezclas de granos de cacao tipo criollo y forastero durante el proceso

fermentativo %91

% % % %
Azacares Azticares Aztcares Aztcares
Reductores Totales Reductores Totales

0 0,45 1,13 2,89 4,15
1 2 0,36 0,95 1,42 2,89
4 0,27 0,64 0,62 0,96
0 1,19 1,22 0,35 4,67
2 2 0,55 0,92 2,22 2,70
4 0,25 0,62 0,47 0,85
0 0,81 1,25 2,68 3,51
3 2 0,52 1,06 1,56 2,76
4 0,47 0,88 0,65 1,11
0 1,22 1,33 3,69 2,76
4 2 0,35 0,56 1,88 2,83
4 0,26 0,38 0,73 0,89

Al inicio del proceso el contenido de azucares reductores y de
azlicares totales fue de 0,91 % y de 1,23 % en el cotiledéon y de 3,15% y 4,07%
en la pulpa + testa. Estos valores disminuian gradualmente durante los dias de
fermentacion, comportamiento que atribuyeron a la conversion de los aztcares
en alcohol por accién de las levaduras, cuyo desarrollo es favorecido por el alto
contenido inicial de azlicares en la pulpa, el bajo pH y el ambiente anaerédbico
que predominaba durante la primera fase de la fermentaciéon. Por otra parte,

los azucares también eran eliminados a través del exudado, de alli que las
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mayores pérdidas en las dos fracciones evaluadas, se detectaban en los dos
primeros dias de fermentaciéon. Estos resultados fueron similares a los

reportados por Portillo!®”! y Torres!®®! en la fermentacion de cacaos venezolanos.

Alvarez y col.l*®l evaluaron parametros fisicos y quimicos de varios
granos de cacaos fermentados y secados artesanalmente en la region de
Cuyagua, Estado Aragua y tostados en condiciones experimentales y
controladas de laboratorios (150 °C por 30 min). Los resultados los compararon
con una muestra comercial (mezcla de todos los genotipos). En la Tabla 10 se
pueden apreciar que obtuvieron diferencias estadisticamente significativas para
los azlicares totales entre los 5 genotipos y la muestra comercial. Los valores
obtenidos se encuentran en un intervalo de variabilidad comprendido entre
19,94 a 25,05%.

Tabla 10. Composicion proximal*, en funcion del porcentaje de glucosa

(g/ 100g expresado en base seca) de los granos curados y tostados de cacao de

la region de Cuyagua.

MAR - 4 19,94 + 0,02
CMR -5 25,05 £ 0,02e
CRP-1 23,38 £ 0,02b
CRP - 2 24,01 £ 0,02d
MCP-1 23,91 £ 0,02c
Comercial 23,79 £ 0,02c¢

*Los resultados se expresan como promedio + la desviacion estandar de tres determinaciones. Letras
distintas indican diferencias significativas (P < 0.05).

Estos resultados en conjunto con los otros parametros estudiados
(humedad, proteina cruda, grasa cruda, ceniza, fibra cruda y polifenoles) para
estos genotipos permitieron establecer un perfil de calidad en relacién a la
composiciéon quimica de las almendras fermentadas, secas y tostadas de cacao

de las variedades predominantes de la region de Cuyagua.
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Nogales y col.3¢! también analizaron los cambios que sufren los
azucares totales y otros parametros quimicos durante el secado natural al sol
de granos de cacao del tipo criollo también cosechados en Cuyagua. La
fermentaciéon la realizaron durante 5 dias empleando los dos disefios de los
cajones de madera (cuadrado y rectangular) mas utilizados en la region costera
del estado Aragua. El secado lo llevaron a cabo por 5 dias con 6 horas diarias

de exposicién al sol en un patio de cemento.

Los resultados que obtuvieron para los distintos parametros

estudiados se presentan en la Tabla 11.

Tabla 11. Caracteristica quimica del grano de cacao fermentado durante el

secado al soli®®

0 1 2

% Aziicares totales 2.38a 2.30b 2.13¢c 1.90d 1.78e
% Humedad 52.44a 25.15b 20.57c 16.43d 7.95e

% Acidez Total 0.57a 0.25b 0.25b 0.20b 0.24b
pH 5.87b 5.82b 5.80b 6.09a 5.83b

% Cenizas 3.91a 3.63b 3.66b 3.67b 3.69b
% Proteinas 12.87b 11.51c 12.81b 13.40ab 14.02a

% Taninos 0.40b -— 0.38b - 0.45a

Letras distintas indican diferencias a un nivel de significacién del 5%

Para los azUicares totales, se observa una disminucion de su contenido
a medida que transcurrian los dias de secado. Este comportamiento lo
atribuyeron a la participacién de los aztcares reductores en las reacciones de
oscurecimiento enzimatico (Reaccion de Maillard) para formar fracciones
volatiles de pirazinas. Esta reaccion que es favorecida por las altas
temperaturas, también ocurre cuando éstas son bajas (30-50 °C), pero durante
un periodo mas largo. Adicionalmente destacaron que la concentracion de

sacarosa también disminuia por hidroélisis enzimatica, reaccién que continuaba
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hasta que la enzima invertasa era inactivada por el incremento de la

temperatura y la pérdida de humedad.

Otro trabajo reportado en la literatura es el de Zambrano y col.i%, que
determinaron el contenido de glucosa, fructosa y azlicares totales en granos de
cacao provenientes de distintos tipos de cultivares venezolanos (criollos,
forasteros e hibridos) durante el proceso de postcosecha y torrefacciéon. En la
Tabla 12 se presenta la variacidbn de los azicares durante el proceso de

fermentacion.

Tabla 12. Variacion del contenido de azacares en tres tipos de cacao durante
la fermentacioni®®

0 1,86 2,38 41,2 10,3 1,3
1 3,24 2,89 30,6 20,0 09
Porcelana 2 4,38 5,47 30,0 32,8 1,2
3 6,77 7,64 30,6 47,1 1,1
Ax/%; Y26 +2,2 226% 3,6 -15%
Criollos 0 224 2.46 55.9 8.4 1,1
1 2,28 2,48 45,4 10,5 1,1
Guasare 2 6,70 11 34,3 51,6 1,6
3 11,70 19,09 35,7 86,2 1,6
AX/%; + 472 +6,8 36 +9,3  +60
) 1,71 1,72 47.4 73 1
1 3,81 4,39 35,2 23,3 1.2
2 8,04 12,34 23,4 87,1 1,5
Ics-1 3 8,84 8,31 23.6 74,9 1
Ax/xi  +4,2 +4,1 -50% 93  *35
Hibridos %
0 0.94 0,95 50,7 3.7 1
1 2,97 3,41 41,2 15,5 1.2
2 6,38 9,12 227 68,4 1,4
Mc-67 3 5,49 8,40 17,3 80,4 1,5
A%/ %1 4.8 7.8 66 % *%0
2002 0,84 7.20 17 474 86
Forastero  Ghana 2003 1,06 8,96 23,4 428 84
C.V (%) 1,16 +15 +20 170 %1,7
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Se puede observar que durante la fermentacion, el contenido de
azucares totales disminuia en un 25% en criollos y forasteros y en un 50% en
los cacaos hibridos, los cuales habian sido sometidos a procesos de
fermentacion mas prolongados. Paralelamente se puede observar que los
niveles de fructosa y glucosa aumentaban de 2 a 8 veces su concentracion,
dependiendo del tipo de cacao. Ademas, la proporcion de fructosa tendia a
incrementarse 1,5 veces sobre la glucosa mientras avanzaba el proceso
fermentativo. Ellos concluyen que la relacion fructosa/glucosa en funcion del
tiempo de fermentacion podria utilizarse como criterio para evaluar la

fermentaciéon de los cacaos venezolanos (Figura 6).
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Figura 6. Variacion de la relacion fructosa/glucosa para criollos (Guasare y
Porcelana); hibridos (ICS-1 y IMC-47)6%,

En la formacion de los compuestos asociados con el aroma
caracteristico del cacao, los aminoacidos son igual de importantes que los
azucares, los cuales interaccionan entre si a través de la reaccion de Maillard y

la degradacion de Strecker durante el proceso de tostado.

Es importante seflalar que los granos frescos (sin fermentar)
presentan pequefias cantidades de aminoacidos libres y a medida que tiene

lugar el proceso de fermentaciéon su concentraciéon se incrementa por la acciéon
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de ciertas enzimas (endo- y exoproteasas), que actiian sobre las proteinas

liberando asi los aminoacidos que las conforman.

En ese sentido, Kirchhoff y co0l.i#3:241 reportaron que la cantidad y
composicion de los aminoacidos libres en los granos de cacao cambiaba
durante la fermentaciéon y encontraron que la proporcién entre los aminoacidos
hidrofébicos:acidos:otros era de 33:30:37 para el cacao Ghana y 41:26:33 para
el Malasia en granos sin fermentar. Estos valores cambiaban a 58:16:26 y

58:20:21 en granos fermentados, respectivamente.

Puziah y col.i*?! también estudiaron los cambios de los aminoacidos
durante el proceso de fermentaciéon en granos de cacaos hibridos, encontrando
que los granos sin fermentar presentaban una proporcion de 30:18:52 entre los
aminoacidos hidrofobicos:acidos:otros y donde los aminoacidos predominantes
eran la leucina, prolina y lisina. Durante el proceso de fermentacion la
concentracion de los aminoacidos libres se incrementaba de forma lineal hasta
alcanzar su maximo el 4° dia, después del cual permanecian relativamente
constantes (Figura 7 y Tabla 13).
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Figura 7. Cambios en la concentracién de aminoacidos durante el proceso de
fermentaciéoni*?i
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Tabla 13. Concentracién de aminoacidos durante €l proceso de fermentacion
29

: (1] 1 2 3 4 5 6
Ac. Aspartico 0,53 0,23 0,18 0,23 0,25 0,26 0,24
Ac. Glutamico 0,40 0,48 0,45 047 0,51 0,54 0,55
Tirosina 0,18 0,20 0,32 0,51 0,72 0,72 0,72
Valina 0,20 0,23 0,35 0,55 0,79 0,73 0,73
Isoleucina 0,06 0,05 0,13 0,30 0,46 045 0,45
Prolina 1,26 1,82 2,25 261 2,07 1,40 1,40
Lisina 1,04 1,06 1,14 1,50 1,58 1,69 1,69
Leucina 0,75 1,32 1,46 1,56 2,09 2,05 2,05
Cisteina 0,21 0,19 0,37 0,23 0,57 0,92 0,92
Alanina 0,29 0,45 040 0,55 0,66 0,66 0,64
Fenilalanina 0,07 0,10 0,33 0,81 1,27 1,31 1,32
Metionina Trazas 0,03 0,03 0,09 0,21 0,21 0,21
Triptéfano 0,14 0,13 0,17 0,24 0,23 0,18 0,18
Serina Trazas Traza 0,03 0,16 0,25 0,29 0,29
Histidina 0.03 0,07 0,10 0,19 0,18 0,18 0,19
Glicina Trazas Trazas 0,01 0,07 0,10 0,15 0,16
Arginina Trazas 0,08 0,16 0,34 0,56 0,69 0,76
Treonina Trazas Trazas 0,03 0,08 0,18 0,25 0,38

Durante este proceso tenia lugar un aumento significativo de las
concentraciones de leucina, fenilalanina, tirosina, valina e isoleucina
(aminoacidos hidrofébicos) y una disminucién de casi el 15% de la
concentracion de los aminoacidos acidos. La proporcion de aminoacidos en los
granos de cacao fermentados era de 46:6:48 (hidrofébicos:acidos:otros). Las
variaciones entre sus resultados y los reportados por Kirchhoff fueron
atribuidas a: los diferentes periodos de cosecha, madurez del fruto, variedad y
origen de los granos de cacao, asi como también, a los procedimientos de

fermentacién utilizados.

Un comportamiento similar se observd para los cacaos criollos

venezolanos en el estudio realizado por Rivas y coli®, Durante el proceso de
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fermentacién, la concentracion de los aminoacidos aumentaba
significativamente como consecuencia de su formaciéon dentro de las
almendras. La relacion entre los aminoacidos hidrofoébicos:acidos:otros antes y
después del proceso de fermentacion fue de 30:6:64 y 41:5:54,
respectivamente. Ellos también reportaron que durante las etapas de secado y
tostado donde ocurria un incremento de la temperatura, habia una
disminucién significativa en la concentracion de los aminoacidos, ya que
durante estos procesos estos compuestos interaccionaban con los azlcares

reductores formando las pirazinas via reaccion de Maillard (Figura 8).
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Figura 8. Tendencia de los aminoacidos en cacao Criollo (Mérida-Venezuela)
durante el proceso de fermentacion y tostado®!

En el trabajo realizado por Brito y coli®? en cacaos forasteros de
Brasil, también se observd una disminucion de aproximadamente el 32% de los
aminoacidos durante el proceso de tostado (Tabla 14). Todos los aminoacidos
presentaron una disminuciéon en su concentracion excepto el acido glutamico.
Ademas, la menor disminucién se observo para la lisina y la mayor para la

histidina.
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Tabla 14. Contenido de aminoacidos durante los procesos de fermentacion,

secado y tostadoi®?

Ch 72h ,
Acidos Aspartico 9,8 13,0 15,7 6,5
Acido Glutamico 7,4 11,7 4,3 5,8
Leucina 7,4 14,8 17,6 12,3
Alanina 9,7 18,1 21,2 12,0
Fenilalanina 3,3 11,7 10,8 5,9
Tirosina 3,6 1,8 11,0 3,0
Valina 5,6 11,0 12,5 6,4
Isoleuceina 4,1 9,0 8,8 3,3
Lisina 72,6 49.4 73,0 69,7
Arginina 18,0 23,5 23,5 19,1
Histidina 2,0 4,9 5,4 0,7
Treonina 4,6 11,8 8,8 3,6
Serina 15,8 27,8 18,8 14,5
Glicina 4.3 8,6 8,4 2,9
Metiodina 2,9 7,2 5,6 1,4
Prolina 11,3 14,0 6,4 5,6
Cisteina 1,3 2,7 2,6 0,4

Por su parte, Puziah y coli®3], evaluaron no solamente el contenido de
aminoacidos sino que también el de azucares reductores y el de pirazinas
durante el proceso de secado y tostado. En la Figura 9 se puede observar que
la disminucioén en la concentraciéon de los aminoacidos y los azlicares ocurre de
forma paralela con un incremento en las concentraciones de las pirazinas lo

que confirma que durante estas etapas tiene lugar la reacciéon de Maillard.

Rohan y Stewart!®*i reportaron que la degradaciéon de los aminoacidos
por accién de los azucares reductores durante el tostado, en granos de cacao
de Accra (Africa) era incompleta. Los cambios de concentraciéon que obtuvieron
para los azlcares y los aminoacidos durante el tostado se presentan en la
Figura 10; se puede observar como los aminoacidos son parcialmente

degradados ya que los reactivos degradantes (aziicares reductores) limitan la
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reacciéon como consecuencia de su agotamiento en el sistema. Ellos concluyen
que la produccién de azlcares reductores, por hidrolisis de la sacarosa,
durante la fermentacion es de fundamental importancia y debe ser controlada
para obtener una cantidad tal que permita obtener una degradacion total de

los aminoacidos durante el tostado de acuerdo a la reaccion de Maillard.
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Figura 9. Cambio en las concentraciones de los aminoacidos (a), azucares (b) y

pirazinas (c) durante la etapa de secado y tostadoi®.
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Figura 10. Disminucion de las concentraciones de los aziicares reductores y
aminoacidos durante €l tostadoi®*.
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La importancia de los aminoacidos libres en la reaccién de Maillard
esta determinada por el tipo aminoacido involucrado en la formacién de los
compuestos asociados directamente con el aroma y sabor del cacao. Se cree
que la alanina, el acido glutamico, la leucina, la fenilalanina, la valina y la
treonina son los que mas influyen en aroma®*¥, ya que, de acuerdo con
sistemas modelos, pueden originar distintos tipos alquilpirazinas al condensar
con los azucares reductorest®. Se debe destacar que la funcién principal de los
aminoacidos es la de proveer el nitrégeno para el anillo y la de los azlcares es

proporcionar la fuente de carbén para las pirazinas!s%,
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I1i. PROPUESTA DE TRABAJO

El aroma del cacao y en particular del cacao tostado, como hemos
visto en la revision bibliografica, ha sido objeto de numerosos trabajos. Unos se
refieren a la puesta en evidencia del desarrollo de la fraccion aromatica térmica
obtenida durante la etapa del tostado. Asi mismo otros reflejan la importancia
de la fermentacion y el secado en la expresion de los materiales en la calidad

aromatica.

La manufactura del chocolate depende de los constituyentes del grano
de cacao y asimismo involucra una serie de etapas (tratamiento postcosecha,
acondicionamiento, tostado, descascarillado o conchado, entre otras) que

permiten que se formen el sabor y el aroma caracteristicos del chocolate.

La fermentacion es la etapa clave del procesamiento del grano de
donde se produce la muerte del grano y facilita la extraccién de la pulpa y el
posterior secado. Durante esta etapa, ocurre la iniciacién de la formacion de
los precursores del aroma, el desarrollo de color, y una reduccién significativa

en la amargura.

En las reacciones térmicas durante el tostado ocurren modificaciones
importantes incluyendo las reacciones de Maillard con las contribuciones de

los azlGicares reductores y los aminoacidos.

El chocolate tiene un caracter distintivo sabor, con notas especificas
relacionadas también con el genotipo del grano.

Por ello, una composicion inicial del grano apropiada puede
traducirse, a través de tratamientos postcosecha y subsecuentes tecnologias de

procesamiento, en un sabor y aroma de alta calidad. Sin embargo, durante
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estas etapas, si no se toman las debidas precauciones, se pueden generar

defectos sensoriales.

A manera de ejemplo, segun Gill y col. ¥31 el aroma de las almendras
frescas del cacao es poco desarrollado, tanto cuantitativamente como
cualitativamente. Esto ha sido corroborado por un gran numero de
investigadores que han reportado que los granos de cacao sin fermentar no

desarrollan ningun aroma al momento de ser tostadosi!®.44l

Si bien se conoce como las etapas anteriormente citadas inciden en la
calidad sensorial del chocolate, atin los procesos bioquimicos y quimicos que
conducen a la formacién y desarrollo del aroma y sabor de chocolate no se

entienden completamente.

En ese sentido, para la mejor comprension de las variaciones
sensoriales dadas en el chocolate, se requieren mas investigaciones que
permitan optimizar los tratamientos post-cosechas de los granos de cacao (de
diferentes genotipos), los subsecuentes procesos ejecutados en la elaboracion

del chocolate, y la calidad sensorial del mismo.

El cacao es un cultivo de notable importancia econémica para
Venezuela; declarado recientemente, por el gobierno nacional, como producto
de primera necesidad. Y debido al alto valor nutricional y amplio consumo en
la alimentacién del pueblo venezolano y del mundo en general; la produccion
de cacao, chocolates y subproductos pasan a constituir una prioridad en el

pais.

Durante los ultimos arfios las companias procesadoras de cacao, y en
particular aquéllas encargadas de la produccion de chocolate, han
comprendido que la calidad sensorial constituye el éxito de un producto y, para
ello, es necesario conocer los factores que determinan la calidad sensorial de
dicho producto.
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Es por ello que, para caracterizar la influencia del tratamiento
postcosecha, en especial el rol de la fermentacién, secado y tostado, sobre el
desarrollo del aroma de los cacaos y en particular del cacao Criollo venezolano
se necesita el perfil de los compuestos quimicos precursores que participan en

las diferentes etapas; entre ellos los aminoacidos y los azucares reductores.

En ese sentido la propuesta de trabajo para esta Tesis es desarrollar
metodologias analiticas que permitan la determinacion de aminoacidos y
azucares reductores en almendras de cacaos venezolanos sometidos a las

diferentes etapas del beneficio post-cosecha.

Es importante sefialar, que la realidad de los laboratorios nacionales
es muy heterogénea, laboratorios muy bien dotados y otros con severas

limitaciones en instrumentacion y accesorios.

En consecuencia es importante proporcionar metodologias de analisis

teniendo en cuenta esta realidad.

Por ello se propone:

™  Desarrollar y validar métodos de andlisis para
determinar aminodcidos y azucares reductores en muestras de cacaos
sometidas a las diferentes etapuas del beneficio post-cosecha, utilizando
tanto la cromuatografia liguida de alta resolucion con deteccidn por UV
arregio de diedos, como la cromatografia de gases con deteccion por

espectrometria de masas.

Para la realizacion de este trabajo se cuenta con muestras de cacao
cultivados en diferentes regiones de Venezuela cuyas caracteristicas se detallan

a continuacion.
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Ii.1. MUESTRAS DE CACAO

Las muestras de cacao que se analizaran pertenecen al Instituto
Nacional de Investigaciones Agricolas en Mérida (INIA-Mérida) y fueron
seleccionadas por el Prof. Alexis Zambrano de la ULA en funcion del estudio
que se iba a realizar dentro del marco de esta Tesis. Estas muestras fueron
suministradas en envases plasticos herméticamente cerrados que se guardaron

bajo refrigeraciéon a 4 °C hasta su analisis.

Los tipos de cacao que formaban parte de las muestras se detallan a

continuacion:
a. Criollos: b. Trinitarios y Forasteros:
v Mérida San Juan v ICS - 1 (Trinitario)
v' Mérida Zea v'  Chuao (Trinitario)
v' Porcelana v IMC - 67 (Forastero)
v"  Guasare ¥v" Ghana (Forastero)

Los cacaos de las variedades Guasare, Zea y San Juan provienen del
banco genético de San Juan de Lagunillas (INIA-Mérida, Venezuela) mientras
que la variedad Porcelana de la Estacion Local Chama (CORPOZULIA,
Venezuela). Las variedades ICS-1 (Trinitario), IMC-67 (Forastero) y Chuao se
obtuvieron de arboles genéticamente identificados que crecen en el banco
genético de Ocumare de la Costa (INIA-Aragua, Venezuela).

En la Tabla 1 se resumen algunas de las caracteristicas mas
sobresalientes de los diferentes tipos de cacao producidos en Venezuela, segiin
la regi6on productora de origen y en la Figura 1 la ubicacién geografica de cada

una de estas zonas de produccion.
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Fat Z ’-‘="a«’ = SR 3 e A
v’ Granos de tamafo medio (100 granos pesan 115g) con un minimc
de 80% de fermentacion

R i

Fll:lO de Rio Caribe Regién de Carupano - Edo. v Granos procedentes de cacaos Trinitarios de calidad y de hibridos
primera fermentado Sucre de viei .
e viejos cacaos Criollos
v Produccién de calidad heterogénea.
v Granos de tamafio pequeno (100 granos pesan 100g) con algo
Rio Caribe Estados Sucre, Monagas y Delta mas de 20% de fermentacion
Fino de Natural Amacuro v"  Granos procedentes de cacaos Trinitarios de calidad y de hibridos
segunda de viejos cacaos Criollos
Delta Amacuro Delta Amacuro v'Granos de tamafio pec!ue'ﬁo sin fermeqtar procedentes de cacao
hibridos de Escavina
Extrafino Chuao chr;l:ra;oag(li: é;:tgakja[:; do. v (:‘rrgno_s procec}entes de un mosaico d_‘f cacaos Foras_teros,
Ocumare Aragua Trinitarios y Criollos con una produccion muy reducida
v Granos de tamano mediano (100 granos pesan de 118 - 120g) con
Caranero Barlovento. Edo. Miranda un nivel de fermentacién superior al 80%
Fino de Superior ! ' ¥ Granos procedentes de cacaos Trinitarios mezclados con Criollos
primera locales
Puerto de Ed v y . . s
Cabello o. Aragua Granos procedentes de viejos cacao Criollos con cacaos Trinitarios
v Granos de tamano pequerio (100 granos pesan 100g) con algo mas
Fino de Caracas Natural Barlovento, Edo. Aragua del 25% de fermentacion
segunda ’ - Arag ¥ Granos procedentes de cacaos Trinitarios mezclados con Criollos
locales
Porcelana Sur del Lago; El Vigia, Edo
Extrafino Mérida y Sta Barbara, Edo Zulia v Grano procedentes de cacaos Criollos
Guasare Sierra de Perija, Edo Zulia '
Fino de Sur del Lago Estados Mérida, Tachira, Zulia y ¥ Granos de tamafio grande (100 grano pesan de 1200 ~ 122gj con ur
rimera Clasificado Barinas grado de ferm’ent‘acmn superior al. 9.0 A’. .
P ¥ Granos procedentes de hibridos Criollos vy Trinitarios de calidad
Sur del Lago v Granos de tamafio pequefio (100 granos pesan de 100 - 105g) con
Fino de Natural Sur del Lago un grado de fermentacion entre 30 y 40%
' v Granos procedentes de hibridos Criollos y Trinitarios de calidad
segunda v Granos procedentes de cacaos hibridos Escavina con cacaos
Victoria Alto Apure, Edo Aragua

Criollos Ocumare
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Region Centro—Norte

GUASARE

ACARENERO ™

Region Oriental

f% BARINAS
fﬂ Barinas

Region Andes — Sur del .
Lago - Llanos . -

Figura 1. Ubicacion geografica de las tres regiones de produccion de cacao en

Venezuela

La “calidad del cacao” es un término que involucra varios factores,
entre los que destacan el tamano del grano, contenido de grasa y dureza,
presencia de metales pesados, indice de mazorca, entre otros, los cuales se
refieren a la calidad fisica del grano. No obstante, este término, también toma
en consideracion el aroma y sabor que presenten los granos, de ahi que se
hable también de calidad aromatica, la cual depende de los procesamientos
que tengan Ilugar después de la cosecha (fermentacion y secado) y
procesamiento industrial (tostado).

Ambos enfoques sobre la calidad del cacao son importantes. Sin
embargo, la prioridad siempre ha sido obtener un cacao de gran calidad

aromatica. De ahi, que el efecto de los distintos pasos involucrados en el
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tratamiento postcosecha sobre los granos de cacaos haya sido objeto de un

gran numero de estudios (Figura 2).

GRANOS DE CACAO

y
FERMENTACION FERMENTACION
PHS5,5~-5.0 PH4,5—-4.0

\ . 2

SECADO SECADO SECADO
v

TosTADO TOSTADO TOSTADO
¥ e 1 - ) g

NO FUERTE CYEEIL
AROMA DE CACAO AROMA DE CACAO AROMA DE CACAO

Figura 2. Generacion del aroma del cacao

Para la obtencion del polvo y del licor de cacao se siguié el protocolo
presentado en el esquema que se muestra en la Figura 3. El unico parametro

que se modific, dependiendo del tipo de cacao, fue el tiempo de fermentacion.

Una vez cosechado el cacao, las semillas se sometieron a un proceso
de fermentaciéon durante 3 dias para los cacaos criollos. Este ultimo proceso se
realizd por triplicado en cajones de madera de 60 cms3. El volteo de la masa
fermentante se realizd cada 24 h. Se tomaron tres réplicas para cada dia de
fermentacion para someterlas al analisis. Finalizado el tiempo de fermentacion,

se efectud el proceso de secado durante 6 dias.

Las muestras de forasteros y trinitarios se trataron como los cacaos

criollos una vez concluido el proceso postcosecha pero los tiempos de
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fermentaciéon fueron de cinco a siete dias que son los que corresponden a estas

variedades de cacao.

Posteriormente, una parte de las muestras, se molieron, tamizaron
(s42 mesh) y se desgrasaron de acuerdo al método de extraccion con Soxhlet y

se almacenaron a -20 °C para su conservacion y analisis.

Es importante sefialar que las metodologias postcosecha para las
distintas muestras se realizaron de forma controlada en el Campo
Experimental San Juan de Lagunillas del Instituto Nacional de Investigaciones
Agricolas (INIA), municipio Sucre, estado Mérida.

Cosecha
Quiebra y Desgranado
Y 3 dias — cacaos criollos
Fermentacion , a1 (
- 7 dias — cacaos forasteros y trinitarios

Secado ‘{5 dias
{10 °C x 25 min (cacaos criollos)

Torclon 145 °C x 25 min (cacaos forasteros y trinitarios)

Eliminacion de la testa

Molienda y Homogeneizacion

Desgfﬁsado

Licor de cacao

Figura 3. Esquema del procedimiento del tratamiento de las muestras de cacao

realizado por el INIA-Mérida, previo a la caracterizacion quimica

Wendy Josefina Orozco Contreras
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IV. 1. Generalidades

Los carbohidratos, también conocidos como azicares, se pueden
definir quimicamente como polohidroxialdehidos, polihidroxicetonas y
compuestos que por hidrélisis los formani®.¢7l; esta es la definicion mas
préxima a su realidad estructural y que sugiere mas su reactividad®®!, En
consecuencia, la quimica de los carbohidratos es esencialmente la quimica
de los grupos carbonilo, hidroxilo y de los enlaces acetales formados entre
estos dos grupos funcionales (Figuras 1 y 2).

CH,

A H G . L35 HO ™ o &,

%\e.: /~H o/ n passll HO ” (150
| CH.OH SHC N ~ OH

H=—C-=0H [ H

H oH H
—Ca H C—on) Vi B - D - Glucopiranosa
HO—C=W 1/ g b p.f = 148166 °C; [a] = +18,7°
H=-C-=0H . .ﬁ;ﬁg\z I} OR
u..(lz.. OH L h!z @
ecaon  /  _KRem y/) — R\ -
Glucosa (0,002%) H
" on
Cadena abierta o - D - Glucopirano

p.f =146 °C; [a] = +112,2°

Figura 1. Estructuras ciclicas y abierta de la glucosa

H
HOHC o ©H - o, -
H oH H OH
H X)) HO CH,0H
CH.OH (;“20“ - 3
OH H £ = g
N = o
1 -D-
B - D - Fructofuranosa ", HO=—C-—-H L P Fructopiranosa
> m—g—om
HO.HC o CH.CH / Hoe— O \
H oH w CH.0H i
H
oH Fructosa
OH H (cadena abierta)
a-pD-
a- D - Fructofuranosa D - Fructopiranos

Figura 2. Fructosa en sus formas ciclicas piranosa y furanosa
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Es muy comun referirse a este tipo de compuestos como
sacaridos del latin saccharum que significa dulce. Este término es bastante
inapropiado ya que muchos de los sacaridos, si no es que la mayoria, no
son dulces. Sin embargo, esta terminologia es la base de una de las
clasificaciones mas comunes de los carbohidratos (Tabla 1), ya que permite
hablar de manera mas conveniente acerca de unidades individuales de
carbohidratos, los monosacaridos. Estos pueden unirse entre si para dar

dimeros, trimeros y finalmente polimeros.

Tabla 1. Clasificacién de los carbohidratos mas importantes en los

alimentost*3!

Monosacaridos Pentosas: Xilosa, arabinosa, ribosa,
(1 unidad de azucar) etc

Hexosas: Aldohexosas: glucosa,
galactosa, manosa, etc.
Cetohexosas: fructosa, sorbosa, etc

Oligosacaridos Disacaridos: lactosa, sacarosa,
(de 2 a 10 unidades de aziicar) maltosa, etc.

Trisacaridos: rafinosa, etc

Tetra y pentasacdridos: estaquiosa,
verbascosa, etc.

Polisacaridos Homopolisacdridos: almidon,
(mas de 10 unidades de aziicar) glucégeno, celulosa, etc.

Heteropolisacdridos: hemicelulosa,
pectinas, etc

Los monosacaridos consisten en una sola unidad de

polihidroxicetona o polihidroxialdehido, dependiendo de si el grupo
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carbonilo corresponde al de una cetona (como la fructosa) o al de un

aldehido (como la glucosa).

Los oligosacaridos consisten en cadenas cortas de unidades de
monosacaridos unidas por enlaces glicosidicos, los mas abundantes son

los disacaridos siendo el mas comun de éstos la sacarosa.

Los polisacaridos consisten en cadenas largas de cientos de
unidades de monosacaridos, como son la celulosa (cadena lineal) o el

glucogeno (cadenas ramificadas) (Figura 3)i%!

o - CHOH CH,0H
\ e g :
¢ ) -
"o 0 0
no L OH g %)H ]
Glucosa " é 0 Nt 0 oo
& o -5 N
lactosa g &’ KO CH, [ CHOH ] HO i,
on {s i o, § -0 E 0
on o <OH : ; w NI "
0l 0 o " & 1 KS Ly
| no / A I 0— N\ Lo N U—O—J | LO..,

no” % on Z/«,,, *0/\‘__/\‘4," é P

‘uwu } ."'.
Fructosa no ou
Sacarosa Glucégeno
Monosaciridos Disaciridos Polisaciridos

Figura 3.- Tipos de carbohidratos

V.2, Métodos de analisis de carbobidratos

Los carbohidratos estan ampliamente distribuidos en la
naturaleza y en los alimentos, generalmente, se encuentran asociados al

aroma, color, madurez y calidad de los mismos.

Existe una gran variedad de métodos de analisis de carbohidratos
producto de GBla gran diversidad y variabilidad en su composicion

quimica, y de su papel sobre los alimentos y otras matrices.

Wendy Joseﬁnd Orozco Contreras
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La evolucion de estos métodos podria decirse que se ha llevado a
cabo en el siguiente orden: 1. Determinacidon cualitativa de azucares a
través de pruebas de color (métodos colorimétricos), 2. Adaptacion de
estas pruebas colorimétricas para la determinacién cuantitativa de los
azucares reductores, 3. Determinacion cualitativa por cromatografia de
papel, 4. Determinacion de los derivados de azlicares por cromatografia de
gases, 5. Analisis cualitativo y cuantitativo por cromatografia de capa fina,
6. Desarrollo de métodos enzimaticos y 7. Determinacion por

cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR){7%I.

En la literatura se han reportado un gran numero de métodos no
cromatograficos, como los espectrofotométricos 7%-72l enzimaticos!”*74,
electroquimicost”>-77l,  isotopicos!”®, espectrometria de masas con
ionizacion electrospray”?:#9, espectroscopia infrarrojo por transformadas
de Fourieri®!, analisis por inyeccion en flujo®##31 los cuales han

contribuido en la determinacion de carbohidratos en diferentes matrices.

Sin embargo, de acuerdo a la revision bibliografica realizada para
alimentos en general y para cacao en particular, se pudo constatar que en
la actualidad los métodos mas empleados para el andlisis de estos
compuestos involucran las técnicas de separacion en sus distintas
modalidades. Esto es debido a la complejidad de las matrices estudiadas,
ya que junto a los azucares a determinar siempre hay otros compuestos

con propiedades y estructuras similares en las muestras de alimentos.

En ese sentido, la tradicional quimica humeda y los ensayos
enzimaticos han sido reemplazados por los métodos cromatograficos que
son en la actualidad una herramienta imprescindible para la
determinacién rapida y especifica de aztcares. Esto supone una notable

mejora frente a los analisis tradicionales donde las interferencias presentes
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en la matriz y el consumo elevado de tiempo suponen serios

inconvenientes.

Entre ellos, se destacan principalmente la cromatografia de gases
(CG) y cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR), los cuales permiten
la separacién, identificacion y cuantificacion simultanea de los

carbohidratos presentes en las muestras reales!®¢-851,

La cromatografia liquida de alta resolucion es una de las técnicas
que ha sido ampliamente utilizada para determinar carbohidratos en
diferentes matrices. Sin embargo, la deteccion sensible y directa de los
carbohidratos separados ha sido un problema durante mucho tiempo,
debido a la ausencia de croméforos y fluoréforos en su estructura
molecular. Para poder ser detectados por UV o fluorescencia son
necesarias reacciones de derivatizacion pre o postcolumna. En la literatura
hay algunas revisiones que resumen los avances tanto de la técnica de
derivatizacion postcolumna de carbohidratosi®®! como precolumnal®?l, Asi
mismo un gran numero de reactivos de derivatizacion para monosacaridos
se han reportado, tales como 3-metil- 1-fenil-2-pirazolin®®l, 8-aminopyrene
1,3,6-trisulfonatoi®®! | benzamidina!®®l, FMOC-hidrazina®l!, éster etilico del
acido p-aminobenzoico etil éster!?, y clorohidrato de fenilhidracinal®?l.
Dentro de las diferentes modalidades de la cromatografia liquida, la de
intercambio de aniones es una de las mas utilizadas para la determinaciéon
de carbohidratos. En fases moviles fuertemente alcalinas, los
carbohidratos bajo su forma aniénica se separan por cromatografia de
intercambio aniénico. Ademas, los carbohidratos son electroquimicamente
activos y por ello, la cromatografia de intercambio iénico con un detector
amperomeétrico por impulsos se ha utilizado con muy buen rendimiento 4~
Q?E.

Por su parte, la cromatografia de gases, es una técnica

complementaria mas no competitiva con la cromatografia liquida. Se basa
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en la excelente combinaciéon de buena selectividad y resolucion, de un
amplio intervalo dinamico de concentracién y alta sensibilidad. Ademas,
permite un facil acoplamiento con la espectrometria de masas (EM) como
sistema de deteccion, simplificando la identificacion de forma
practicamente inequivoca de cualquier compuesto ya que proporciona un

espectro de masas caracteristico de cada moléculai®®! (Figura 4).

A
> | z] 1 I

B

AI B C' D’ ’ i l }

' CROMATOGRAFO —> — EM c
S e AN

MUESTRA | i °

e

Figura 4. Esquema del acoplamiento CG-EM.

Es por ello que el acoplamiento CG-EM se ha convertido en una
herramienta potente y accesible para cuantificar sustancias en diversas
matrices. En ese sentido, su utilizaciébn ha aumentado significativamente
en laboratorios que realizan analisis rutinarios ya que los beneficios que
proporciona, superan muchos de los inconvenientes causados por la etapa
de derivatizacion necesaria para el analisis de compuestos polares que no

presentan la volatilidad necesariai®®!.

En el marco de los carbohidratos, se han utilizado ambas
técnicas cromatograficas!*®?-1%% donde la seleccion de una u otra depende
principalmente del instrumental que se tiene en el laboratorio y de los

costos generados.
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En el laboratorio disponiamos de un cromatografo de gases
acoplado a un detector de espectrometria de masas y adicionalmente, de
los reactivos necesarios para la utilizacion de esta técnica en el analisis de
carbohidratos y por ello la seleccionamos para la realizacion de este
trabajo. A continuacion presentamos algunas consideraciones tedricas de
la cromatografia de gases y del detector espectrometro de masas.

IV.2.1. Cromatografia de gases

La caracteristica que distingue a la cromatografia de la mayoria
de los métodos fisicos y quimicos de separacidn, consiste en que entran en
contacto dos fases mutuamente inmiscibles, siendo una de ellas
estacionaria y la otra moévil. La mezcla de la muestra, que se pone en
contacto con la fase mévil, produce una serie de interacciones (particiones)
repetitivas entre la fase estacionaria y la fase moévil, a medida que se

desplaza por el sistema arrastrada por dicha fase moévil.

Las interacciones se basan en las diferencias de propiedades
fisicas y quimicas de los componentes de la muestra. Estas diferencias
determinan la velocidad de emigracion de los componentes individuales,
bajo la influencia de la fase mévil que se desplaza a través de una columna
que contiene la fase estacionarial*®®, Como consecuencia de la distinta
movilidad, los componentes de la muestra se separan en bandas o zonas

discretas que pueden analizarse cualitativamente y/o cuantitativamente

{101}

En la cromatografia de gases (CG), la muestra se volatiliza y se
inyecta en la cabeza de una columna cromatografica. La elucion se
produce por el flujo de una fase movil de un gas inerte. A diferencia de la

mayoria de los otros tipos de cromatografia, la fase mévil no interacciona
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con las moléculas del analito, su uUnica funcién es la de transportarlo a

través de la columna 14k

IV.2.1.1. Componentes de un cromatografo de gases

Los componentes basicos de un cromatoégrafo de gases son: gas
portador, puerto de inyecciéon, columna dentro de un horno, detector y

registrador; todos estos componentes se muestran esquematicamente en la
Figura 5.

CONTROLADORES
DE PRESION
Y CAUDAL PUERTO DE
INYECCION
]

. % AMPLIFIACADOR

s

= DE SENAL

L DETECTOR
HORNO

Figura 5. Esquema de cromatografo de gases

El gas portador (fase moévil) es un gas inerte puro (>99%) y seco,
generalmente He, N o Ar y se elige en funcion del detector y de la velocidad
requerida para el analisis (tipo de columnas: capilar o de relleno). Proviene
de cilindros y el caudal, que pasa por la columna, ha de ser conocido y

controlado con reguladores de presién, manoémetros y medidores de flujo.
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La muestra se introduce en el inyector con una microjeringa a
través de un septum de goma. Alli se produce la vaporizacion instantanea
de la misma y su introducciéon en la corriente de gas de arrastre. La
temperatura del bloque ha de ser mayor al punto de ebullicion del
componente menos volatil. La eficiencia de la columna obliga a que la
muestra sea de un tamano adecuado. Asi, inyecciones lentas o de volumen
excesivo producen ensanchamiento de los picos cromatograficos
disminuyendo la eficiencia. Cuando se utilizan columnas capilares que
requieren muy pequenos volimenes de muestra, el inyector incorpora un
divisor de flujo (split) para que se introduzca en la columna una cantidad
menor de muestra aproximadamente de un 1% del total. Sin embargo,
cuando las sustancias a separar se encuentran a muy bajas

concentraciones se puede realizar la inyeccién sin divisor (splitless).

La columna se halla dentro de un horno de temperatura variable,
lugar donde se realiza la separacion de los componentes de la muestra.
Existen dos tipos de columnas de relleno (diametro (d): 2 y 4 mm) y
capilares (d<1 mmj. Sin embargo hoy en dia, las de relleno han sido
desplazadas por las capilares. En los cromatégrafos actuales se utilizan las
columnas capilares en las que la fase estacionaria se fija sobre las paredes
interiores del capilar de silice fundida, de diametro interior generalmente
de 0,32 y 0,25 mm, de longitudes entre 5 a 60 m que poseen una eficiencia
hasta 4.000 platos tedricos/m muy util cuando se trata de separar
muestras complejas. La temperatura de la columna depende de los puntos
de ebullicion de los componentes de la mezcla. El horno debe poderse
calentar y enfriar rapidamente. Ademas la temperatura se debe poder

programar para trabajar en régimen de gradiente de temperatura

El detector produce una sefial eléctrica proporcional a la cantidad
de componente a medida que cada uno por separado fluye a través de €l

Esa senal es enviada al registrador que realiza un grafico de intensidad en
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funcion del tiempo el cromatograma. Idealmente, se trata de picos
gaussianos y cada pico corresponde a un componente de la muestra
original. El integrador (o el software de control) calcula ademas, el area
correspondiente de cada pico, la cual es proporcional a la concentracion
del analito.

Los tipos de detectores convencionales utilizados en

cromatografia de gases se clasifican en:
e De conductividad térmica, (TCD: siglas en inglés).

» De ionizacién de flama, (FID: siglas en inglés)

@

De quimioluminiscencia del azufre, (SCD: siglas en inglés)
¢ De captura de electrones, (ECD: siglas en inglés)
e De emisiéon atomica (AED: siglas en inglés)

= Fotometria de llama (emisién de llama), (FPD: siglas en

inglés)
» Termoiénico (llama alcalina), (TID: siglas en inglés)

En los ultimos tiempos el acoplamiento de la cromatografia de
gases con la espectrometria de masas ha adquirido una gran importancia
ya que ha permitido que se puedan identificar y cuantificar con una gran

fiabilidad sustancias presentes en alimentos.

Este acoplamiento, que se realiza a través de una interfase que
“conecta” el sistema cromatografico con el detector, en el caso de la
cromatografia de gases, se resolvieron hace tiempo, posibilitando que
dicha técnica sea considerada de rutina en los laboratorios

agroalimentarios.
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El proceso de analisis por espectrometria de masas es complejo

por lo que a continuacién se resume el fundamento del mismo.

IV.2.1.2. Detector de espectrometria de masas

La espectrometria de masas estda basada en el diferente
comportamiento que presentan los iones que se forman por las diferentes
técnicas de ionizacidn, al atravesar campos eléctricos y magnéticos. Asi
dichos iones son separados en un analizador en funcién de su relacion

masa/carga (m/z) y detectados posteriormenteit?si,

En forma general un espectrometro de masas debe ser capaz de

cumplir con cuatro funciones:

=» Ser capaz de vaporizar sustancias de

volatilidades muy diferentes

=» Una vez volatilizada la muestra, originar iones a

partir de las moléculas neutras en fase gaseosa

=» Una vez generados los iones, separarlos en

funcién de su relacion masa/carga

=>» Una vez separados los iones, detectar los iones

formados y registrar la informacién adecuadamente.

Por ello, para poder cumplir con estas funciones, un

espectrometro de masas debera constar de los componentes (Figura 6):
1. Sistema de introduccion de la muestra
4. Fuente de iones

3. Analizador para la separaciéon de iones
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4. Sistema detector y registrador

DISCRIMINACION MULTIPLICADOR DE
FASE GASEOSA DE IONES ELECTRONES

VACIio 10°% - 108 TORR

SISTEMA DE
ENTRADA

COLUMNA

_ DISPOSITIVO DE
~ LECTURA

ROMATOGRAFC

Figura 6. Diagrama de bloques de un detector de espectrometria de masa

Sistema de introduccion de la muestra. Se realiza desde el
cromatografo de gases a través de una interfase por lo que la introduccion
de la muestra se realiza directamente en fase gaseosa. La interfase o linea
de transferencia une la columna capilar y la fuente de ionizaciéon. Por una
parte, la presion de la columna es muy alta y en la fuente de ionizacion
hay un alto vacio. En esas condiciones, las funciones de la interfase son
las siguientes: quitar las moléculas de gas transportador e introducir las

moléculas de analito en el espectrometro de masas.

Fuente de iones. Existen dos métodos para producir la ionizacién de la
muestra en estado gaseoso, la ionizacion por impacto o bombardeo

electrénico y por ionizacion quimica.
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v" Ionizacién por impacto electrénico. Las moléculas de muestra
son bombardeadas por medio de un haz de electrones de elevada energia
generados por un filamento incandescente por medio de una diferencia de
potencial variable entre 5 y 70 V entre el filamento y la fuente de iones
(Figura 7) Por ello los electrones adquieren energia entre Sy 70 eV. Para
enfocar los electrones dentro de una trayectoria determinada, se utiliza un
campo magnético dispuesto paralelamente a la direccién en que se mueven

los electrones hasta llevarlo a un anodo donde son recogidos.

Placa
repulsora (+)

|+ 70 eV
Filamento

Placa —
repulsora (-)

Lente de
Enfoque (+)

Figura 7. Fuente de iones de impacto electrénico

El haz de moléculas procedente del cromatografo de gases,
atraviesa el haz de electrones de alta energia y entran en colision con ellos

generando reacciones que en forma general se describe por:

ABC + e 2> ABC* + Z2e

Una vez ionizada y fragmentada la molécula, se utiliza una placa
con carga posisitva ubicada detras de la fuente de iones, para repeler los
iones y expulsarlos fuera del haz de electrones utilizando un potencial
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eléctrico elevado entre 1 y 10 kV que se establece entre la placa y la

fuente.

v Jonizacién quimica. En este método se utiliza como agente
ionizante un ion que va a transferir su carga a las moléculas de los
componentes de la muestra por medio de una reaccién bimolecular. La
fuente de iones es igual al caso anterior, pero para producir la ionizacion
quimica se introduce metano en la fuente a una presién de 1 mm de Hg.
De esta forma los electrones ionizan al metano originandose a

continuacién la reaccion bimolecular.

CHs* + CH4, ——» CHs* + CHs

CHs* + ABC ——» ABCH' + CH4

Analizador. A la salida de la fuente de iones, se tiene una mezcla de
diversos iones que deben ser separados para detectarlos en forma
individual. Para este fin se utiliza el analizador que dispersa el haz de
iones del analito que emerge de la fuente de iones de acuerdo a su relacion

carga/masa.

Los analizadores mas utilizados en los diferentes equipos son: el
de campo magnético, el analizador cuadrupolar y el de trampa de iones. El
detector Saturno 2000 utiliza este ultimo y por ello a continuaciéon

detallamos su funcionamiento.

v Analizador de trampa de iones. Consiste de un electrodo de
anillo y un par de electrodos colectores (Figura 8). Los tres electrodos
forman una cavidad en la que se producen la ionizacién, la fragmentaciéon

y el analisis de masas.
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Electrodo
Electrodo Colector de anillo  Colector

rior i i
de anillo supe inferior
~
@

Haz de iones
(entrada)

Haz de iones
___.) s "
(salida) Haz de iones
(entrada)

Salida hacia
el detector

T Electrodo

Electrodo colector

colector

A B
Figura 8. Esquema de un analizador de trampa de iones (A). Analizador de

trampa de iones del detector de masas Saturno 2000 (B)

Durante el proceso de analisis de masas se aplica entre los
electrodos superior € inferior un potencial de radiofrecuencia de 525 kHz
(voltaje de modulacion axial), al mismo tiempo sobre el electrodo central se
aplica otro voltaje de radiofrecuencia de 1,1 MHz. Estos 2 voltajes de
radiofrecuencia originan un campo electromagnético cuadrupolar en el que
quedan confinados los iones con una trayectoria oscilante, dependiendo,
el movimiento exacto de cada i6n de los voltajes aplicados y de su relacion

m/z.

Posteriormente, estos iones se desestabilizan y pasan desde la
cavidad del electrodo de anillo hacia el detector a través de una abertura
situada en el colector inferior. Un cambio gradual en la amplitud del
campo de radiofrecuencia, dara lugar a que los iones sean eyectados de la
trampa en orden creciente de su relacion m/z lo que dara lugar al espectro

de masas.

Detector. Las corrientes de iones que salen del analizador son de

intensidades pequefiisimas (108 a 10-14 A) y originan problemas a la hora
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de realizar la deteccidon que debe ser muy rapida y precisa. El detector
convierte el haz de iones en una sefial eléctrica que puede ser procesada y

almacenada en un computador (Figura 9).

@ lones provenientes del
analizador de masas

©

~, Cétodo
7 emisor

o

Dinodos

Dinodos

— ©
Q
b
J

Amplificador

Figura 9. Esquema del funcionamiento de un electromultiplicador

Existen varios tipos de detectores pero el que posee el Saturno
2000 es un multiplicador o amplificador de electrones. Este utiliza la
energia cinética de los iones que inciden sobre una placa que tiene su
superficie recubierta de oxidos de tierras raras. Al chocar los iones contra
la placa, ésta emite una corriente de electrones que son acelerados hacia
una segunda placa de la que se vuelven a arrancar electrones que son
acelerados hacia una tercera placa y el procedimiento se repite. Por lo
general se utilizan entre 10 a 16 placas y se consiguen amplificaciones de
corriente i6nica con un factor de multiplicacion de 105 o mayores. El
parametro fundamental a controlar en el detector es el voltaje del

multiplicador de electrones
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Sisterna de vacio. Para que tengan lugar los procesos en el interior del
espectrometro debe existir un ambiente de alto vacio (105 a 10-® torr) para
que el recorrido de los iones formados sea sin colisiones en su camino al
detector. Para lograr el nivel de alto vacio requerido, el detector Saturno

2000 cuenta con bombas difusoras y turbomoleculares.

La cromatografia de gases ofrece excelentes resultados para
compuestos organicos volatiles o compuestos susceptibles de ser
volatilizados sin descomposiciéoni*®¥, Su principal limitacién es la labilidad
térmica de los solutos, los cuales deben ser estables a la temperatura
requerida para su volatilizadién. En ese sentido, la temperatura juega un

papel decisivo en la separacion por CG.

Para poder llevar a cabo un anéalisis por CG, el analito debe
poseer una apreciable volatilidad por debajo de los 350 °C y no debe
encontrarse en solucion acuosa, ya que esta deteriora la fase estacionaria
de la columna. Por lo general, se requiere de un tratamiento previo de la

muestra, antes de ser introducida al sistema cromatografico.

Los carbohidratos son compuestos polares cuyas estructuras
moleculares contienen grupos funcionales con hidrégenos activos
(—COOH, —OH), por lo que tienden a formar enlaces de hidrégenos
intramoleculares, disminuyendo asi su volatilidad. En consecuencia, es
necesaria su transformacién en derivados volatiles y estables, para la

aplicacion exitosa de esta técnica de separacion.

En este contexto, juegan un papel muy importante las reacciones
de derivatizacion de los analitos que permiten su transformacién en

especies aptas para su separacion y deteccion por CG#9,104-168],
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IV. 2.1.3. Derivatizacion en cromatografia de gases

La derivatizacion se define como: la alteracién fisicoquimica de un
compuesto a fin de obtener un producto apropiado para su determinacion

y en cromatografia de gases; sus objetivos principales son los siguientes:
=  Aumentar la volatilidad del analito.

= Facilitar la sepracién, mejorando la selectividad y eficiencia

cromatografica

= Disminuir la degradacién térmica de la muestra al estabilizar

los compuestos termolabiles

©» Mejorar la respuesta del detector al incorporar derivados con

grupos funcionales que aumenten la sefial de respuesta

Es importante indicar que toda conversion quimica del analito
debe estar justificada, a fin de obtener una metodologia mas rapida,
conveniente y precisal’®?l, Es por ello que, antes de plantear este tipo de
practicas, se deben tomar en cuenta los factores de los que depende una

reaccion quimica y su influencia en el analisis, tales como:

4+ El mecanismo; que se define como la descripcion
completa, paso a paso, de cuales son exactamente los enlaces que se

rompen y forman, asi como €l orden de los productos observados.

+ La termodinamica; que es el estudio de los cambios de
energia que acompafan a las transformaciones fisicas y quimicas.
Compara la estabilidad de los reactivos y los productos, permitiendo

predecir que compuestos estan favorecidos por el equilibrio.

4+ La cinética; que es el estudio de las velocidades de

reaccion y la determinacion de los productos se forman con mas
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rapidez. También ayuda a predecir como cambia la velocidad cuando

se modifican las condiciones de reaccionié®l,

En vista de esto, se puede tener el derivado apropiado mediante
la seleccion de condiciones de reaccion adecuadas (cantidad de sustrato y
reactivo, catalizadores, solvente, temperatura, presiéon, gases de arrastre,
etc), a fin de que el derivado sea suficientemente volatil y estable para su

analisis por CG.

La volatilidad es el elemento clave que debe ser modificado, ya
que la separacion en cromatografia de gases se realiza a través de
gradientes de temperatura, discriminando a las sustancias por sus puntos
de ebullicién. Este se define como la presion ejercida por la fase vapor del
compuesto en equilibrio dinamico con su fase liquida. Si es alta a
temperatura ambiente, quiere decir que la molécula es voldtil y si por el

contrario es baja, entonces es no voldtil.

La presion de vapor aumenta con la temperatura y el valor en la
que se iguala con presion externa (generalmente la presion atmosférica) se
conoce como punto de ebullicion. Este se encuentra directamente
relacionado con las fuerzas intermoleculares, debido a que mientras mayor
sea la fuerza entre los atomos que conforman la estructura, mas alto sera
su valor.

Existen diversos tipos de interacciones moleculares, sin embargo
una de las mas fuertes es la de enlace de hidrégeno, que se produce en
moléculas que poseen grupos con hidrégenos unidos a atomos
electronegativos (especificamente N, O y F). Es por ello que este tipo de
compuestos tendran un punto de ebullicién alto, ya que requieren de una
mayor energia para que ocurra la ruptura de los enlaces y en consecuencia

el cambio de fases!®6,671,
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Por ello, los compuestos que poseen enlaces de hidrogeno
intermoleculares tales como los alcoholes, fenoles, acidos carboxilicos,
aminas, carbohidratos, etc., deben derivatizarse a fin de que puedan ser
retenidos y posteriormente eluidos de la columna a temperaturas

razonables sin descomposicion térmica.

Existen varias reacciones organicas que pueden emplearse para
modificar analitos polares, sin embargo, debido a lo antes mencionado, se
deben utilizar aquéllas bajo condiciones no rigurosas y de velocidad

rapida.

Los parametros a tomar en cuenta antes de aplicar estas
metodologias de derivatizacion son: la estructura molecular del analito y el
grupo funcional a transformar, asi como también conocer los componentes
de la matriz, especificamente los que posean grupos funcionales con

hidrégenos activos que pueden competir por el reactivo derivatizantef*?%l,

Las reacciones organicas mas utilizadas para la formacion de los
derivados volatiles en los carbohidratos son: sililacién y acilaciéon. Ambas
reacciones involucran a los grupos hidroxilos a fin de evitar los puentes de
hidrogenos y las interacciones de éstos con los empaques de las columnas

y otros sitios nucleofilicos del sistema analitico.

IV. 2.1.3.1. Reaccion de sililacion

La sililacion consiste en sustituir los hidrégenos activos de los
carbohidratos por grupos trimetilsilil [[CH3)3Si-; TMS] para dar un TMS-
éter (Figura 10). La sustituciéon de los hidrogenos activos por los grupos
TMS reduce la polaridad del compuesto y disminuye la formaciéon de

puentes de hidrégeno, lo que trae como resultado un incremento en la
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volatilidad. Ademas, tiene lugar un aumento de la estabilidad por la

disminucién de los sitios activos en la molécula.
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Figura 10. Reaccion de sililaciéon de un carbohidrato

La sililacién es el procedimiento mas utilizado en la derivatizacion
de carbohidratos ya que puede llevarse a cabo en solo paso. Por lo general,
la reaccion se lleva a cabo empleando un calentamiento convencional a
temperaturas entre los 75 y 100 °C con tiempos de reaccion entre los 10 y
80 minutos, dependiendo del reactivo derivatizante que se utilicei®®l,

Los derivados obtenidos son poco polares y bastante volatiles. La
formacion de estos compuestos se ve favorecida con el uso de piridina
como solvente ya que solvata al (CH3)sSi-X con la subsiguiente debilitacion
del enlace Si-X, favoreciendo la formacion de los TMS-derivados. Sin
embargo, en muchos casos, e¢l mismo reactivo derivatizante actia como
solvente eliminando asi la necesidad de otro solvente en el medio de

reaccion.

Los TMS-derivados pueden obtenerse a partir de una amplia

variedad de reactivos, los mas utilizados se listan en la Tabla 2.

Estos reactivos pueden utilizarse solos o en mezclas y cada uno
de ellos difiere en su reactividad, selectividad, reacciones secundarias y en

el caracter de los productos de reacciéon. Ademas, son hidroliticamente
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inestables por lo que deben ser protegidos de la humedad, la cual los
destruye. Sin embargo, algunos permiten preparar sus derivados en

presencia de pequefias cantidades de agua %,

Tabla 2. Reactivos de sililacion para derivatizacién de carbohidratos

N, O - Bis(trimetilsilil)
BSA
acetamida
N-metil-(trimetilsilil)-trifluoroacetamida (MSTFA)
Hexametildisilazano HMDS (CHa3)3SiNHSi(CHz)s
\_S
O/Sl“\.
N, O-Bis(trimetilsilil) trifluoroacetamida BSTFA F)(g j‘gif’\
F N
F
Trimetilclorosilano (TMCS) TMCS (CHa)3SiCl
¢ N
AN
N -~
Trimetilsilimidazol TMSI |
H5C —vsE i~CHgy
CHg

IV. 2.1.3.2. Reaccién de acilacion

Esta reaccidon consiste en la esterificacion de los carbohidratos

con acidos carboxilicos, usualmente acido acético o acido trifluoroacético.
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La derivatizacion de los carbohidratos a través de esta reaccion se puede

resumir en tres pasos basicos:

1. Reduccion de la aldosa a alditol con un exceso de
borohidruro de sodio disuelto en hidroxido de amoniaco, a
temperatura ambiente.

2. Remocion del borato generado mediante evaporaciones
sucesivas con metanol en medio acido.

3. Acetilacion con acido acético o trifluoroacético utilizando
piridina como catalizador

Al comparar los trimetilsilil derivados (TMS) con los acetatos,
especialmente con los trifluroacetatos, se observa que estos ultimos son

los mas volatiles (ver Tabla 3).

Tabla 3. Comportamiento de los derivados (trimetilsilil-, acetil-, y trifluoroacetil-)

de algunos carbohidratos bajo las mismas condiciones cromatograficas

tr T (°C) tr T (°C) tr T (°C)
(min) (min) (min)
Manitol 10.5 205 6.8 168 5.7 157
Glucosa 10.3 202 6.6 166 5.0 150
Sacarosa  20.1  300gsoterma)  17.4 274 14.8 248

Sin embargo, uno de los mayores inconvenientes de las
reacciones de acilacion se encuentra directamente relacionado con la etapa
de reduccion de las diferentes cetosas y/o aldosas. En ocasiones estas
pueden transformarse en el mismo alditol, por ejemplo, la sorbosa y la
glucosa originan el mismo alcohol glucitol luego de la reduccion. Ademas,
las cetosas por lo general dan mas de un alcohol, por ejemplo la fructosa

se reduciria a una mezcla de D-glucitol (sorbitol) y D-manitol.
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Por otra parte, el empleo de este tipo de reacciones de
derivatizacion requiere de un gran namero de etapas, entre las que se
incluyen evaporaciones sucesivas a fin de eliminar interferentes previo a la

acetilacion, haciendo el procedimiento lento y tedioso.

En vista de todo esto, se puede decir que las reacciones de
derivatizacion constituyen una etapa adicional en el tratamiento de
muestra para el analisis por CG, que traen como consecuencia un gasto
adicional de tiempo y reactivo. Los procedimientos convencionales de
derivatizacién implican reacciones con largos tiempos de reaccion y altas
temperaturas. Ante esta situacion, en los Ultimos afios, se han venido
desarrollando metodologias que permiten disminuir y mejorar los tiempos
de analisis. Dentro de estas metodologias se encuentran aquéllas que
consisten en la aceleracion de la reaccién por fuentes auxiliares de
energias, entre la que destaca la derivatizaciéon asistida por radiaciéon de

microondas (MW, de sus siglas en ingles Microwave).

La radiacion con MW ofrece nuevas alternativas en la
derivatizacion de analitos, en términos de reducir los tiempos de reaccion y
el consumo de solventes, permitiendo efectuar con rapidez procesos de
calentamiento que en muchos casos no se consiguen a través de métodos
clasicos, siendo éste un parametro importante en sustancias sensibles a la

temperatural*,

IV. 2.1.4. Microondas

La radiacion por MW es un tipo de radiacién electromagnética en
la region entre la radiacion infrarroja y la radiacion de radiofrecuencias
con longitudes de onda que oscilan entre 1 cm y 1 m correspondiente a un
rango de frecuencia entre los 300 — 300000 MHz!**?! (Figura 11).
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Figura 11. Esquema de las regiones del espectro electromagnético

Para  evitar interferencias con las  frecuencias de
telecomunicaciones y celulares, las MW se usan en las banda ISM (de sus
siglas en inglés Industrial, Scientific and Medical, bandas reservadas
internacionalmente para uso no comercial de radiofrecuencia
electromagnética en areas industrial, cientifica y médica) que son 27.12,
915 y 2450 MHz. En vista de esto, tanto los hornos domésticos de MW
como los sistemas de laboratorio trabajan a 2,45 GHz. A esta frecuencia

los fotones tienen una energia cercana a 0,0016 eV, la cual es muy baja

Wéhdy Josefina Orozco Contreras

F 4



Tesis Doctoral % Carbohidratos

para romper enlaces quimicos y deja claro que este tipo de radiaciéon no

pueden inducir reacciones quimicaslit11 - 113]

El calentamiento por MW es completamente diferente del
convencional (Figura 12). En el convencional, el calentamiento es dirigido a
través de la sustancia pasando primeramente por las paredes del
recipiente para finalmente llegar al disolvente y los reactivos. En este caso,
el calentamiento depende de las corrientes de conveccion y de la
conductividad térmica de los materiales que deben penetrar, lo que
provoca que la temperatura del tubo de reaccién sea mayor que la de la

mezcla de reaccion.

Mezcla
reactivoisolvente

Pared ~—l

wansparente

a MW {absorbe MW}
$ol1rec:alentamler;t;
focalizado
Calentamiento Calentamiento con
convencional microondas (MW}

Figura 12. Procesos de calentamiento empleando un sistema convencional

e irradiacion microondas

En la radiacion por MW, el calentamiento se produce por
acoplamiento de las MW con las moléculas del disolvente, reactivos o
catalizadores presentes en la mezcla de reaccidon. Los recipientes
empleados son transparentes a las microondas por lo que la radicacion

pasa a través de las paredes directamente a todo el volumen de la
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reaccion, lo que provoca un gradiente de temperatura inverso con respecto

al calentamiento convencionall**4-115 (Figura 13).

Calefaccion

rricronndss rnCiorng)

Figura 13. Diferencia de gradiente de temperatura en un proceso de

calentamiento microonda y convencional

Las MW, como cualquier radiacién electromagnética, consisten en
un campo eléctrico y un campo magnético, donde la componente eléctrica

es la que provoca el calentamiento por dos mecanismos principales:
4+ Rotacién dipolar
¢ Conducci6n iénica

La rotacién dipolar, también conocida como interacciéon de dipolos
o polarizacion dipolar, consiste en €l alineamiento de los dipolos en el
campo eléctrico aplicado (Figura 14.A). A medida que el campo aplicado
oscila, los dipolos tienden a orientarse con el campo eléctrico alterno y, en
el proceso, a través de la friccién y de las pérdidas dieléctricas, se produce
calor. La cantidad de energia generada en este proceso esta directamente
relacionada con la capacidad de la sustancia de alinearse con la frecuencia

del campo aplicado. Es importante mencionar que si el dipolo no tiene
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suficiente tiempo para realinearse o si por el contrario, se reorienta
demasiado rapido con el campo aplicado, no tiene lugar el calentamiento.
Sin embargo, ya que la frecuencia de los sistemas comerciales de MW se
encuentra dentro de estos extremos (2,45 GHz), los dipolos moleculares
tienen el tiempo para alinearse con el campo pero no de seguirlo de forma
precisa. A esta frecuencia el campo eléctrico oscila 4,9 x 10° veces por

segundo, lo que origina un calentamiento rapido de las moléculas. 1%

1314,116,117]

polarizacidn - orientacion

i
Campo eléctrico
alternante

Figura 14. Interaccion dipolar con el campo (A) y conduccién (B)

Por otro lado, la conduccion iénica se genera cuando hay especies
ionicas libres o iones libres presentes en la disolucién, los cuales oscilan
de un lado a otro provocando colisiones con los atomos o moléculas
vecinas. Estas colisiones causan agitacion o movimiento produciendo calor
(Figura 14.B). En general, estas pérdidas dependen del tamafio, carga,
conductividad de los iones disueltos y de la interaccion de estos tultimos

con el disolventel*1il,

Es conveniente destacar que la rotaciéon dipolar disminuye al

incrementarse la temperatura en el material, mientras que la conduccion
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ionica eleva la temperatura. Esto quiere decir que las microondas generan
en primer lugar una mayor rotacion, pero a medida que la temperatura se
incrementa, la rotacion comienza a disminuir y aumenta la conducciéon

i0nica.

En vista de que la transferencia de energia se produce por
pérdidas dieléctricas, el calentamiento por MW de una muestra depende
de:

1. Factor de pérdida dieléctrica (£”), que mide la eficiencia de la

conversion de la energia electromagnética en calor.

2. Constante dieléctrica (¢') de la sustancia, que es una medida de
la capacidad de las moléculas para ser polarizadas por un campo

eléctrico.

En este sentido, la relacion £”/e’ = tan §, denominada factor de
disipacién o pérdida tangencial, es una medida da la capacidad de una
muestra para convertir la radiacion electromagnética en calor. Para que
haya un calentamiento efectivo debe haber un balance entre un valor
moderado de €’, que permita una adecuada penetracién en la muestra y
valores altos de £” y tan 8!'*%, En la Tabla 4 se muestran los valores de
estos parametros para varias sustancias y permite clasificar a los
disolventes en muy absorbentes (tan 6 > 0,5), medianamente absorbentes

(tan 8 = 0,1 - 0,5) y poco absorbentes (tan § < 0,1) 24117

Si dos solventes con constantes dieléctricas comparables, acetona
y etanol, se calientan a la misma potencia durante el mismo tiempo, la
temperatura final debe ser mucho mayor en etanol que en acetona. Esto se

debe a que el etanol posee un factor de disipacién mayor que la acetona al
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acoplarse mejor con la radiacion de microondas, resultando un aumento

de temperatura mas rapido.

Tabla 4. Constantes dieléctricas para diversos solventest’ 4l

Agua 100 80,4 0,123
Acido férmico 100 58,5 0,722
DMSO 189 45,0 0,825
DMF 153 37,7 0,161
Acetonitrilo 82 37,5 0,062
Etilienglicol 197 37,0 1,350
Metanol 65 32,6 0,659
Etanol 78 24,3 0,941
Acetona 56 20,7 0,054
2-Propanol 82 18,3 0,757
Diclorometano 40 9,1 0,127
THF 66 7,4 0,047
Acido acético 113 6,2 0,174
Cloroformo 61 4.8 0,091
Tolueno 111 2,4 0,040
Hexano 64 1,9 0,020

Al aplicar la radiacién por MW para asistir diversas reacciones

quimicas es importante optimizar ciertos parametros, como lo son:

@  El solvente a utilizar debe poseer un momento dipolar (u)
adecuado, gracias a que la energia de microondas actiia sobre el mismo

para favorecer la extraccion y/o reaccion de los analitos.

¢ La permeabilidad del contenedor debe tener un factor de
disipacion bajo.

® El reactivo derivatizante asi como el solvente, deben poseer un
momento dipolar que favorezca su reaccion con el analito, asi como
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también la estabilidad apropiada para evitar su degradacion y la presencia
de productos colaterales.

¢  Forma de aplicar la energia MW ya que es importante asegurar

su reproducibilidad al colocar la muestra.

®  Tiempo de irradiacién, potencia y temperatura: los cuales
dependen de diversos parametros tales como: cantidad de muestra,
condiciones de reaccion, punto de ebullicion y estabilidad de los

reactantes, entre otrasi**%!,

Los distintos autores!'!"-*°l que han empleado MW para acelerar
reacciones de derivatizaciébn reportan su gran efectividad, con
recuperaciones de los analitos similares y mayores que con los métodos
convencionales, mejorando los limites de cuantificacién y disminuyendo el
tiempo de reaccion solo a unos pocos segundos. En base a esto se puede
concluir que las principales ventajas del empleo de MW frente al
calentamiento convencional son tres: drastica reduccion de los tiempos de

reaccion, aumento del rendimiento y diferencias en la selectividad.

IV. 2.1.5. Separacion y deteccion de los derivados

En los ultimos tiempos, la separacion de todos estos compuestos
se ha llevado a cabo utilizando columnas capilares y la seleccion del tipo
de fase estacionaria va a depender de las propiedades fisicoquimicas que
presenten los derivados formados. Por lo general, en el analisis de
azucares, las fases estacionarias de preferencia son las medianamente
polares, especialmente aquéllas cuya composicion es 5% fenil 95%
dimetilpolisiloxanos, ya que han permitido obtener una mejor resolucion
entre los derivados obtenidos de una mezcla compleja de carbohidratos de

diferente polaridad{*#¢-123i,
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En lo que respecta a la deteccidén, el detector mas utilizado para
la determinacion de los derivados ha sido el detector de ionizaciéon de llama
(FID))1t26-128} que ha permitido llegar a limites de deteccion de hasta 5 ng.
Sin embargo, en los Ultimos afos, el desarrollo del acoplamiento CG-EM
ha permitido no sélo la separacion eficiente sino que también la
confirmacién de una gran variedad de carbohidratos en base a los
espectros de masa de sus derivados!i#i-125,129-134 " enn yn intervalo que va
desde los 40 hasta los 700 uma.

En este punto es importante sefialar que la derivatizacién de los
analitos influye significativamente en la deteccion por EM ya que mejora la

selectividad de la respuesta, permitiendo:
@  Simplificar el proceso de identificacién.

@  Dirigir la fragmentacion del compuesto de tal forma de facilitar

la elucidacion de su estructura

@ Incrementar la abundancia del ion molecular (u otro

relacionado a éste) a fin de favorecer la determinacién del peso molecular.

®  Mejorar la sensibilidad del analisis al promover la formacion

de iones de alta abundancia.

IV. 2.1.6. Tratamiento de la muestra para carbohidratos

Los alimentos son matrices complejas por lo que la determinacion
de carbohidratos en ellos requiere de un tratamiento previo su

introduccion en el sistema cromatografico.

El tratamiento o preparacion de la muestra permite convertir una

matriz real, en una con formato mas simple y apropiado para su analisis,
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esto se logra disolviendo la muestra en un solvente adecuado y
eliminando, en la medida de lo posible, todas aquellas posibles

interferencias.

Dentro de los objetivos que se buscan con esta etapa, sobre todo

en el analisis de carbohidratos por CG, se tienen:

o  Realizar el tratamiento que permita aislar los analitos de la
matriz y asegurar su completa disoluciéon en un solvente adecuado.

e  Transformar los analitos a la mejor forma quimica para el
método de ensayo que va a emplearse. En caso de CG, mejorar la
volatilidad de los analitos la cual debe encontrarse por debajo de los 350 -
400 °C, como ya se¢ dijo.

¢  Eliminar, en la medida de lo posible, los compuestos
endogenos que puedan interferir durante el analisis, ya sea porque
producen una sefial indistinguible del analito o porque la atentan.

e No agregar nuevas interferencias (provenientes de reactivos o
recipientes de reaccion).

o  Asegurar la completa ausencia de agua del extracto final, ya
que hidroliza los enlaces siloxano en la columna y conlleva a una pérdida
de la resolucion y deterioro de la columna.

o Diluir o preconcentrar los analitos para que sus
concentraciones se encuentren dentro del mejor intervalo para el método a
aplicar

En muchas ocasiones hay que utilizar un criterio de seleccion de
tratamiento de muestra, ya que se hace dificil cumplir todos los requisitos
mencionados anteriormente y por lo tanto, se debe elegir el que

proporcione los mejores resultados.

Uno de los factores mas importantes al momento de definir un

protocolo para el tratamiento de la muestra, es conocer las propiedades

Wendy Jbseﬁna Orozco Contreras



Tesis Doctoral | Carbohidratos

H
i

fisicoquimicas de los analitos a estudiar. En el caso de los carbohidratos

se tiene (1321

4+  Su peso, tamano y forma molecular. Los pesos moleculares de
estos compuestos se encuentran en un intervalo que va desde el de la
tetrosa (C4HsO3) hasta aquellos polisacaridos con varios miles de unidades
de monosacaridos. Por lo general, los monosacaridos se encuentran en
forma de anillos hemiacetalicos y el namero y tipo de isomeros que pueden

formar es mucho mayor que €l que cualquier otro grupo de compuestos.

4+ Su solubilidad. Son compuestos solubles en agua o en
solventes polares y esta propiedad es funciéon de su peso molecular. La
gran mayoria son solubles en agua pero también existen otros como la
celulosa y otros polisacaridos que no son solubles en agua. La solubilidad
en alcoholes y solventes polares (piridina, dimetilsulfoxido y

dimetilformamida) se limita solo a carbohidratos pequefios.

4 Su reactividad. Presentan una gran reactividad quimica,
pueden reaccionar con acidos, bases, grupo aminos y otros reactivos. Por
ello, es facil hacer derivados o introducir grupos protectores para grupos
funcionales especificos. Por otra parte, a fin de mantener la molécula sin

ningin cambio es necesario mantener el pH cerca de la neutralidad.

Los tres analitos a estudiar en este capitulo son sélidos blancos y
cristalinos de sabor dulce, muy solubles en agua, poco solubles en alcohol
e insolubles en solventes no polares como éter etilico, cloroformo y
benceno. En la Tabla 5 se presenta un resumen de sus caracteristicas
fisicoquimicas. En general, son compuestos que no poseen propiedades de
emision de fluorescencia y so6lo absorben en el UV a longitudes de onda

muy cortas, en el rango de 190 a 210 nmi®®: 132,
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Tabla 5. Propiedades fisicoquimicas de los analitos objetos de estudio

Glucosa CeH1206 180,15 146 1,56 agua, etanol, acetona
acetonitrilo
Fructosa CsH1206 180,15 103 1,60 agua, etanol, metanol,
piridina
Sacarosa Ci2H20:: 342,29 186 1,58 agua, piridina, etanol

Para algunas matrices el tratamiento de la muestra es bastante
sencillo, solo consta de una disolucion y/° filtracién de la muestral'®®, En
algunos otros trabajos ademas de la dilucion y filtraciéon se involucra una

etapa de extraccion como se puede observar en la Tabla 6.

Tabla 6. Determinacion de carbohidratos en diferentes alimentosii33}

"fl"t“c“ D,F X X %
e papa
Té D, F X X X X
instantaneo ’ - .
Cerveza S,D
Extracto .
de malta D X =
Vodka D X X x
Jugo de D %
manzana
Refresco D X % %
de cola
Jugo de " - %
naranja D,F X X xR x
Café . - - .
instantineo ,E’D’F b4 X ®H X X X =E X
Dulces E,D,F ¥ X X ¥ X
Chocolate EDF ¥ X X X X X X X ® X
Pﬁ::’:::‘ Dialisis X X X X X X X

T.M:tratamiento de la muestra; D: Dilucién; E: Extraccion; F: Filtracion
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La extraccion es uno de los métodos mas utilizados en el
tratamiento de la muestra. En la mayoria de los procesos de extraccion, la
muestra se pone en contacto con un agente extractante (sélido, liquido o
fluido supercritico) en unas determinadas condiciones, de tal forma que se
debiliten completamente las interacciones “analito-matriz” a la vez que se
incrementan las interacciones “analito-extractante”, aislando

selectivamente las sustancias de interés.

Por lo general, los carbohidratos se han extraido utilizando los
métodos tradicionales como lo son la extraccion liquido - liquido y la

extraccion solido - liquido.

La extraccion liquido-liquido (ELL) consiste en separar los
componentes de una mezcla en solucion mediante su distribuciéon en dos
fases inmiscibles puesta en contacto intimo entre si. Consiste en un Gnico
equilibrio entre ambas fases y los resultados pueden mejorarse
modificando la relacion de voliimenes, ya que es una variable que actiia
como factor multiplicativo de la relacion de distribucion. La selectividad y
la eficiencia del proceso de extracciéon esta gobernada criticamente por la
eleccién de los dos disolventes inmiscibles. El equilibrio de extraccién esta
influido por varios factores como: el pH para evitar ionizacion de bases o
acidos, formacién de pares de iones con analitos ionizables, o por adicién
de sales a la fase acuosa para reducir la solubilidad del analito (salting
out).

Su aplicabilidad en la extraccién de carbohidratos se ve limitada
por la gran variedad estructural de estos analitos asi como su baja
solubilidad en solventes organicos ya que, por lo general, los carbohidratos

deben ser retirados y/° recuperados de medios acuosos.

En el caso de muestras soélidas, la separaciéon de los

carbohidratos se lleva a cabo a través de una extraccion solido — liquido
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(ESL). Esta técnica, también es conocida como lixiviacion, consiste en la
separacion de uno o varios solutos contenidos en una fase soélida mediante
su contacto con un disolvente liquido que los disuelve selectivamente,
pudiendo tratarse de una simple disoluciéon fisica o de una reaccion

quimica que libera al soluto de la matriz sélida.

Para la extraccion sélido-liquido se suele emplear un aparato

Soxhlet, que es un aparato de extracciéon continua.

La extraccion Soxhlet es un método estandar y el instrumento es
sencillo. Consiste de: un matraz de base redonda que contendra el
disolvente organico volatil, un contenedor intermedio de vidrio en el cual
se coloca la muestra dentro de un cartucho (dedal) poroso al disolvente y
un refrigerante. El procedimiento consiste en poner la muestra sélida
finamente pulverizada en el cartucho que se sitia en la camara del
extractor Soxhlet. El matraz se calienta con una manta calefactora hasta
que el disolvente organico se evapora y el vapor atraviesa el cartucho que
contiene la muestra ascendiendo por el contenedor hasta el refrigerante.
Cuando el vapor de disolvente llega al refrigerante este condensa y cae en
forma liquida de nuevo en direccién al matraz pero, en su camino, este
golpea con la muestra disolviéndola. El analito disuelto en el disolvente
descarga sobre el matraz. Cuando el proceso de disolucion se da por
finalizado se afiade una ultima etapa: la evaporacién. El disolvente se
evapora por calentamiento concentrando la muestral*®3¥, La extraccion
Soxhlet se utiliza cuando el solvente extractante es organico y volatil y
normalmente requiere de grandes volumenes (superiores a 150 mlL) de
éstos. Ademas, el reflujo con tales disolventes y la muestra solida debe
realizarse a lo largo de 6 a 24 horas por lo que el procedimiento implica un

trabajo tedioso y largo en el tiempol*34,
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Sin embargo, cuando trabajamos con cantidades pequefias de
muestras (<1g) también puede emplearse un método directo, extraccion

por agitacién con ultrasonidos (sonicacion)i*#5,136},

Los ultrasonidos son ondas sonoras con una frecuencia de
vibracién entre 16 kHz a 1 GHz. Esas ondas generan en el medio un
fenémeno conocido como cavitacién acustica, que consiste en la formacién
de burbujas y su posterior implosion!*®3l. El colapso de estas burbujas
genera microgradientes con elevadas presiones y temperaturas, durante
intervalos de tiempo cortos!!*%-137l que no son perceptibles en el sistema

como un conjunto debido al pequerio tamarfio de las burbujas.

En Quimica Analitica, la irradiacion con ultrasonidos ha sido
utilizada como una herramienta poderosa, para la extraccion de diferentes
analitos de muestras sélidas. La muestra sélida se deposita en un tubo de
vidrio, se afiade la cantidad suficiente de disolvente y, generalmente, se
introduce en un bafio de ultrasonidos, aunque también existe la
posibilidad de introducir una aguja soénica en la muestrait®s.136,138] E]
efecto mecanico de ultrasonidos favorece la penetraciéon del disolvente en
el solido, acelerando la transferencia de masa y mejorando la eficiencia de
la extraccioni*3¢.2361, Después de la extraccion, el extracto que contiene los
analitos de interés se separa por centrifugacién y/o filtracion. Con esta
técnica se acorta el tiempo de extraccion debido a que se produce un
incremento en la presién, que favorece la penetracién y el transporte de los
compuestos, y un incremento de la temperatura que aumenta la

solubilidad y favorece la difusividad.

Las variables que afectan al sistema, y por lo tanto a la eficiencia
de la extraccion, son la frecuencia e intensidad de la radiacion, tiempo de

extraccion, temperatura y tamafo de particula de la muestra.
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Se trata de un método simple, que ofrece la posibilidad de realizar
varias extracciones simultaneamente i*35-137],

Por lo general, la utilizacién de ultrasonidos ayuda a las técnicas
de analisis quimicos de diferentes formas:

=> Favorecer la extraccién solido-liquido.

=> Reducir extraccion secuencial.

=> Acelerar la extraccion sélido — liquido de especies organicas.

El agua es uno de los solventes mas utilizados en la extracciéon de
los carbohidratos sobre todo los monosacaridos y disacaridos y varios
autores la han utilizado como solvente de extracciéon!?*7%.%8l (Tabla 7) y

particularmente en muestras de cacaoi*®27,29,55],

Tabla 7. Extraccién sélido-liquido para muestras sélidas!®®!

Ajo y Cebolla H20 con recirculacién Centrifugacion, filtracién y
dilucién con KC1 0,01 M
Galletas, chocolate y H>0 y sonificaciéon Dilucién y filtracién
tortas
Caramelo y Chicle H20 a 60 °C Centrifugacién, filtracion de
la suspensién, dilucién y
filtracion
Dulces H>0 y sonificacion Dilucién y Filtracién
Queso H2S04 Diluido Centrifugacion y Filtracion
Té H>O hirviendo Filtracion y Dilucién
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IV.3. Propuesta metodoldgica

La cromatografia de gases es una técnica rapida, genera
separaciones eficientes con buena resoluciéon entre los picos, presenta una
excelente capacidad de separar mezclas complejas y se encuentra accesible
en muchos laboratorios de analisis de rutina. Sin embargo, al determinar
carbohidratos a través de esta técnica, deben tomarse en cuenta los
grupos polares que poseen sus estructuras moleculares, por lo que se
requiere de su transformacion para lograr la volatilidad necesaria antes de

la introduccion al sistema cromatografico.

Para solventar esta limitacion se piensa realizar la derivatizacion
de los analitos utilizando el reactivo de sililacion N-metil-(trimetilsilil)-
trifluoroacetamida (MSTFA) que los transformara en derivados volatiles y
estables térmica e hidroliticamente. Ademas los derivados presentaran
patrones de fragmentacién especificos en el espectrometro de masas, lo

cual favorecera su confirmacion.

Adicionalmente, con el fin de acelerar las reacciones de
derivatizacion de los aminoacidos y carbohidratos, pensamos asistir la

reaccion con radiacién por microondas.

En ese sentido, teniendo en cuenta todas estas premisas, se

propone desarrollar

= Una metodologia por cromatografia de gases con
deteccion por espectrometria de masa y derivatizacion asistida por
microondas para la determinacién de glucosa, fructosa y sacarosa
en muestras de cacao wvenezolanos a medida que transcurre el

proceso de fermentacion y tostado.
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Para ello se plantearon los siguientes objetivos:

IV.3.1. Objetivo general:

% Desarrollar y validar un método para la determinacién
de glucosa, fructosa y sacarosa en muestras de cacaos cultivados en
Venezuela por cromatografia de gases con deteccion por

espectrometria de masas y derivatizacion asistida por microondas.

IV.3.2. Objetivos especificos:

¢ Seleccionar un reactivo de sililacion para derivatizacion
de los azlicares presentes en muestras de cacao que permita su
separacion por cromatografia de gases y deteccion por

espectrometria de masas

¢ Seleccionar la columna analitica y optimizar un método
por cromatografia de gases y deteccion por espectrometria de masas
que permita la separaciéon, detecciéon y cuantificacion de glucosa,

fructosa y sacarosa.

¢ Estudiar los parametros involucrados en la reaccion de
derivatizacion asistida por microondas (tiempo y potencia de

reaccion)

9 Aplicar la metodologia desarrollada para determinacion
de glucosa, fructosa y sacarosa en muestras de distintos tipos de

cacaos cultivados en diferentes regiones de Venezuela.
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iV. 4. Metodologia experimental

IV. 4.1. Reactivos, solventes y patrones

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico, los
solventes de grado HPLC y el agua fue purificada en sistema Milli-Q SP
TOC (Water. Millipore, Milliford, MA, USA). El acetonitrilo fue suministrado
por J. T Baker (Phillisbrug, NJ, USA) y los gases Aire (99,999%), Nitrogeno
(99,999%) y Helio (99,999%) se obtuvieron a través de AGA de Venezuela.

El reactivos derivatizante utilizado en este trabajo fue el N-metil-
N- trimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA), proporcionado por Sigma
Chemical Co (St. Louis, MO, USA)

Los patrones de glucosa, fructosa y sacarosa se obtuvieron de
Sigma-Aldrich Quimica S.A (Madrid, Espana). Las soluciones madres de
los distintos analitos (10.000 ug/ml) se prepararon en agua y se
almacenaron en frascos ambar, bajo refrigeracién a 4 °C. Las soluciones
de trabajo a los diferentes niveles de concentracién se prepararon

diariamente por disoluciones sucesivas en acetonitrilo.

IV.4.2. Extraccion de los carbohidratos de las muestras de cacao

En un tubo de ensayo se pesaron 0,800 g de polvo de cacao
desgrasado y se sometieron a un proceso de extraccion con 15 mL de agua
desionizada (18 Q). El tubo se colocé en un bafio ultrasénico a 60 °C
durante 15 min. El extracto obtenido se dejé enfriar a temperatura
ambiente y se centrifugé a 2000 r.p.m. El sobrenadante se transvas6 a un
matraz aforado de 25 mlL, se enrasé con agua y se filtré al vacio utilizando

filtros Millipore de 0,22 ym (Waters Corporation. Milford, Massachussets
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USA). Finalmente, se tomaron 200 uL del filtrado, se llevé a sequedad en
un bano de agua a 80 °C con flujo de nitroégeno y se realizé la reaccion de
derivatizacién de los azlcares. Los derivados se analizaron por el sistema

cromatografico propuesto

IV. 4. 3. Sistema cromatografico

Se utilizo6 un cromatografo de gases VARIAN modelo 3800 acoplado a
un espectrometro de masas VARIAN Saturno 2000 (con analizador de
trampa de iones) y un automuestreador VARIAN modelo 8200 con un

carrusel para 48 viales de 2,0 y 0,1 mL.

El procesamiento de los datos y el control de los parametros
instrumentales se llevaron a cabo mediante un computador Dell
(OptiPlexGxa) equipado con el software correspondiente. La identificacion
de los analitos se realizo utilizando las librerias WILEY y NIST integradas
al software del equipo

El inyector se utilizé bajo la modalidad de splitless (division
controlada de la muestra), con un tiempo de cierre para la valvula
solenoide de 0,7 min.

La separacion de los analitos se realizd en una columna capilar de
silice fundida con un 5% fenil, 95% metilpolisiloxano (VA-5MS) de 30 m x
0,25 mm de espesor de pelicula suministrada por VARIAN. El programa de
temperatura del horno que permitié la mejor resolucion de los analitos fue:
100 °C (3 min) hasta 170 (1min) con una rampa de temperatura de 15
°C/min, luego hasta 300 °C (4 min) a 7 °C/min, empleando como gas de

arrastre helio a un flujo de 1,0 mL/min.

La modalidad utilizada para el detector de masas fue de impacto

electronico (70 eV), las temperaturas de la linea de transferencia, manifold
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y trampa de iones fueron 230, 40 y 280 °C, respectivamente. Los iones
seleccionadas para el monitoreo de ion especifico (SIM) fueron: m/z 147,
217, 437 para la fructosa, 191, 204, 217 para la glucosa y 204, 217, 361

para la sacarosa.

IV. 4.4. Resultados y discusiones

El término optimizacion se utiliza generalmente en quimica
analitica para designar aquellos experimentos que tienen como fin
descubrir las condiciones en las cuales debe aplicarse un procedimiento
para producir la mejor respuesta posible. Es decir, consiste en encontrar
los valores que debe tomar cada factor para asegurar un buen

rendimiento.

Para optimizacion de los parametros instrumentales de los
sistemas propuestos en este trabajo se utilizd6 el método univariado, los
cuales estudian la influencia de cada factor por separado, es decir,
variando un parametro a la vez mientras los demas factores permanecen

constantes.

En este sentido, los distintos parametros a optimizar se

presentan a continuacion:

a. Reacciéon de derivatiacion asistida por microondas:
=» Tiempo de Irradiacién

=> Potencia de Irradiacion

b. Separacién cromatogrdfica:

=» Seleccion de la columna cromatografica

Wendy Josefina Orozco Contreras
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=> Condiciones cromatograficas para obtener una buena
resolucién entre los analitos en un tiempo de analisis satisfactorio
(programa de temperatura del horno, programa de temperatura del

inyector y flujo del gas portador).

c. Sistema de deteccion:

=> Condiciones del detector de masas para lograr la mejor
sensibilidad para la deteccion de los distintos aminoacidos en las muestras
de licor de cacao (modalidad de impacto electronico, temperatura de la
linea de transferencia, de la trampa y del manifold).

IV. 4.4.1. Reaccion de derivatizacion de azucares

Los requisitos fundamentales para separacion y analisis por CG
es que los analitos deben ser térmicamente estables, volatiles y no
encontrarse en solucion acuosa. En consecuencia, los carbohidratos, que
son compuestos altamente polares, muy hidrofilicos y muy poco volatiles,
y como ya se dijo, deben modificarse a fin de poder disminuir su polaridad

y asi, transformarlos en derivados volatiles y estables antes de su analisis.

En este sentido, como se menciondé anteriormente, se han
desarrollado diversos métodos de derivatizacion para los azicares, donde

los mas comunes involucran reacciones de acilacion y sililacion.

En las reacciones de acilacién, los analitos con hidrogenos
activos son transformados a ésteres, tioésteres y amidas mediante la
accion de acidos carboxilicos y/o derivados. Debido a la presencia de acido
residual en el medio, los derivados no pueden inyectarse directamente en

el cromatografo y es necesario un paso previo de limpieza del derivado '3,
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En el caso de las reacciones de sililacion, los hidrogenos activos
son sustituidos por grupos trimetilsilil, donde la alta volatilidad y buena
estabilidad térmica de los derivados formados los ha convertidos en los
mas populares para el analisis de sacaridos por CG. Ademas, que a
diferencia de la acilaciéon, los derivados pueden inyectarse directamente al

equipo y la reaccién puede llevarse a cabo en un solo paso.

En la Tabla 2 (pagina 69) se presentan los reactivos mas

utilizados para este tipo de reacciones.

Para este estudio, se evalué el uso del N-metil-trimetilsilil-
trifluoroacetamida (MSTFA) como agente derivatizante, ya que permite
obtener derivados mas volatiles en comparacion a sus analogos (BSTFA,
BSA, etc). La reaccion general para este tipo de reacciéon se presenta en la
Figura 15.

FF EF
FF H
77N o ﬂ/\o HOW)(F

AN F .
JoN it/ Fe—s 0. .~ + —_—
RH Y T R7Si (;N\ - Rt P
\S./ / \ Si / \ S
(1) /'\ /\

Figura 15. Mecanismo de formacion de los trimetilsilil derivados.

La reaccion ocurre a través de un ataque nucleofilico SNy; el
heteroatomo mas electronegativo del analito ataca el atomo de silicio del
agente derivatizante lo que reduce las interacciones dipolo - dipolo y
aumenta la volatilidad de la moléculai*®*1¢7:1%%  E]l empleo de MSTFA
mejora los rendimientos de la reaccion, al poseer un buen grupo saliente,
mas electronegativo, capaz de estabilizar la carga negativa durante el

estado de transicion.
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En general, este tipo de reacciones involucran largos tiempos de
reaccion (entre 1 y 3 horas) a temperaturas superiores a los 70 °C
[123,159,140] En este sentido, con el fin de poder disminuir estos tiempos de
reaccion, se propuso emplear la radiacién de microondas como forma de

calentamiento.

Para ello, se estudi6é la reaccion de derivatizacion de los analitos
con MSTFA asistida por MW. Se evalud el efecto, sobre la reaccion de
derivatizacion, del: tiempo y la potencia de irradiacion y la relaciéon reactivo

derivatizante: analito (v/v).

IV. 4.4.1.1. Efecto del tiempo y potencia de irradiacion

Para evaluar el efecto de estas dos variables sobre la reaccion de
derivatizacion de cada analito se siguié el siguiente protocolo. En un vial
se colocaron 50 uL de la solucién patron de los analitos de concentracion 5
ug/mL en acetonitrilo y se le adicionaron 100 uyL del reactivo MSTFA. El
vial se someti6 a irradiacibn por MW en un horno de microondas
doméstico (LG Intelowave, MS-0745V) a una potencia determinada y
durante un tiempo de irradiacion. Los tiempos estudiados fueron 30, 60,
90 y 120 seg a tres potencias distintas 210, 420 y 630 W, es decir, a tres
temperaturas distintas de reaccidon. Los resultados obtenidos para cada
analito se presentan en la Figura 16.

En los graficos se puede apreciar en general como a medida que
se incrementa el tiempo de irradiacion tiene lugar un aumento en el area
de pico del analito. Adicionalmente, el cambio en €l area es mayor para
una potencia de 630 W. De igual forma, se observa que al usar esta
potencia de irradiacion la reaccion presenta un maximo a los 60 seg, a
valores superiores practicamente permanece constante. Por otra parte, es
importante mencionar que a 90 y 120 seg de irradiacién ocurria una
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sobrepresiéon en el vial que contenia la muestra, motivo por €l cual se

establecié como tiempo 6ptimo de irradiacion 60 seg a una potencia de 630

w.
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Figura 16. Efecto del tiempo de irradiacion con microondas a tres

potencias distintas para la reaccion de sililacién de una mezcla en

acetonitrilo de 5 pg/mlL) de fructosa (A), glucosa (B) y sacarosa (C).
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A fin de complementar estos estudios y corroborar que el
calentamiento por MW no disminuia la eficiencia de la reaccion de
derivatizacidon, se llevd a cabo la sililacion de los analitos en estudio
usando calentamiento convencional en un bano termostatizado a 70°C

durante 3 horasii?3},

Los resultados obtenidos se muestran en el grafico de barras de
la Figura 17; se puede apreciar como el empleo de radiaciéon por MW
incrementa significativamente la velocidad de la reaccion, ya que el area de
los derivados obtenidos por calentamiento por irradiaciéon con MW son
mayores que las obtenidas por el método de calentamiento convencional.
En consecuencia, se puede decir que el uso de MW nos permitié disminuir
significativamente el tiempo de reacciéon de 3 horas a 1min, sin afectar los

rendimientos de la reaccion.

O Fructosa
600000 - g} Sacarosa
500000 A B Glucosa
—
< 400000 -
-
'
© 300000 -
g
e { 200000 A
100000 -
0
Calentamiento convencional Calentamiento por MW
Tipo de calentamiento

Figura 17. Comparacion de las areas de los derivados obtenidos en la
reacciéon de derivatizacion de una solucion de fructrosa, glucosa y sacarosa
en acetonitrilo de 5 ug/mL por calentamiento convencional (3 horas a 70
°C) y por MW (60 seg a 630W).
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1V. 4.4.1.2. Relacion reactivo derivatizante: analito

Con el objeto de asegurar la completa derivatizacion de los
analitos en estudio, se llevd a cabo un estudio de la relacion volumétrica
del reactivo derivatizante en funcién del volumen de la mezcla de los
analitos. Para ello se selecciondé un volumen fijo de mezcla y se varid el
volumen de reactivo derivatizante. El estudio se realiz6 para dos niveles de
concentracién de los analitos de acuerdo a los valores reportados para
muestras de cacao en la literatura?®: 0,18 - 18,78 g/Kg. Los resultados
obtenidos se presentan en la Figura 18 donde se observa: que luego de la
relaciéon 1:2 (v/v) las variaciones en las areas de los analitos son pequefias.
Sin embargo, a fin de obtener el maximo de conversion de los analitos en
derivados volatiles se seleccion6 como relacion analito:reactivo

derivatizante la de 1:4 (v/v) para el resto de los analisis.

5000000 A
4500000 { G
4000000 { A
ss00000 {
3000000 §- S

2500000 {- e

2000000 {
1500000 {

1000000 4 - P : e :
500000 () ‘ ~A-Sacarosa

L) L 8

(1:1) (1:2) (1:3) (1:4)

Area (U.A)

o -Glucosa

Relacion volumétrica analitos : Reactivo derivatizante

Figura 18. Estudio de la relaciéon analito:MSTFA (v/v)
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IV. 4.4.2, Separaciéon cromatogréfica

Resolucidn (Rs): magnitud que expresa el poder de resolucion de

la columna y se define:

tr: tiempos de retencion de dos analitos

Rs= .2_@__'_.1.[11 contiguos
W, + Wy

w: anchos de los picos a la base

Esta magnitud depende:

»  Pardametros termodindmicos. determinan la retencion (t::

depende de la naturaleza de la fase estacionaria y de la temperatura)

4 Parametros cinéticos. determinan la eficiencia de la columna
(w: ancho del pico a la base, depende de: flujo del gas de arrastre,

caracteristicas de la columna

Por ello la optimizacion de una separacibn con una buena

resolucion pasa por:

=> Selecciéon de la columna: naturaleza de las fase estacionaria,

longitud y diametro, espesor de fase estacionaria.

=> Naturaleza del gas de arrastre y flujo del gas de arrastre.

Para obtener una buena retencién lo primero fue seleccionar una
columna con una fase estacionaria que retuviera los derivados. Teniendo 3
en cuenta que los derivados sililanizados (TMS-azlicares) son compuestos

de baja polaridad, se selecciono:
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© Una columna capilar Agilent HP-Sms (5% fenil - 95%
metilpolisiloxano), de 30 m x 0,25mm con un espesor de pelicula de
0,25 pm. (Figura 19)

%f%h
2 ¥ g o
§ % difenil v e{:’%
95 % dimetil e ] — £33
pelisiloxano 7§
fase ho polar . & & i,
1 Pt -

Temperatura
60 a 340 °C

Figura 19. Composiciéon de la fase estacionaria de la columna

Es una columna del tipo WCOT (wall coated open tubular} o de
pared cubierta. Consiste en un tubo capilar de silice fundida con una
cubierta protectora de poliimida en su exterior y cuya pared interna esta
cubierta por una pelicula de la fase estacionaria. Para este tipo de
columna capilar se recomienda el empleo de Helio como gas de arrastre,

debido a su gran difusibilidad e inercia quimica.

Una vez seleccionada la columna cromatografica y el gas de
arrastre, se procedié a la separacion de los derivados y los parametros

involucrados en la optimizacién fueron:
= Flujo del gas portador

=  El programa de temperatura en la columna que determina

los tiempos de retencion de los analitos
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=>  La temperatura del inyector, que permitiera la completa

volatilizacién del extracto de la muestra inyectado.

&>  El volumen de muestra a inyectar, influye en la eficiencia

de la columna.

El flujo del gas portador afecta la duracion del proceso
cromatografico, asi como también lograr una buena eficiencia en la
separacion. A medida que se aumentaba, se obtenian picos mas finos y
tiempos de retencion menores. Sin embargo, flujos superiores a 1 mL/min
reducen la sensibilidad del detector de masas debido a que el gas portador
inhibe la ionizacién y la fragmentacién de los analitos. Adicionalmente
aumentaba el sangramiento de la columna. En vista de esto, se fijo a

1ml/min el flujo de He para la separacion de los analitos.

La temperatura es el factor clave en CG y existen dos zonas
donde esta variable debe controlarse con precision: en la zona de inyecciéon
y en la columna (horno).

En el inyector, la temperatura debe ser relativamente alta,
consistente con la estabilidad térmica de la muestra pero que permita la
volatilizacion de toda la muestra antes de entrar a la columna. Teniendo
en cuentas estas premisas, se fij6 a 280 °C la temperatura del inyector.

El otro parametro que se optimizé fue la cantidad de muestra a
inyectar en la columna que depende de la capacidad de carga de la
columna y esta relacionada con la eficiencia (obtencién de picos finos y
simétricos) y con la sensibilidad necesaria para detectar los analitos en las
muestras de cacao. En consecuencia, se debe lograr un buen compromiso
entre una buena resolucion y los parametros mencionados. En este trabajo

se utilizé la modalidad "Splitless" en la cual la totalidad de la muestra es
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inyectada en la columna, la linea “Split” se encuentra cerrada por la
valvula solenoide un tiempo programado (Figura del Split 20). Cuando la
transferencia de la muestra ha sido completa, se abre la linea “Split” para
limpiar el inyector. De esta forma se logra una sensibilidad mayor que el
“Split” que por el contrario divide la muestra antes de su entrada en la
columna. El mejor resultado se obtuvo realizando la inyeccién con la
modalidad Splitless con un tiempo de cierre de la valvula solenoide de 0,7

min y se fijé6 para el resto de los analisis.

Etapa 1
Valvula solencide cerrada

...... ]

Todo el ﬂujo de la muestra ¢ Z""I - DF3PUé$ de un tiEmPO ﬁjado. la
entra en la columna 1 valvula se abre al modo split

-Todo el remanente de lainyeccion se
ventea fuera del inyector

Modalidad Splitless

Figura 20. Configuracién del inyector: modalidad splitless

La temperatura de la columna es una variable fundamental para
lograr la separacion ya que influye sobre la constante o relacion de
distribucion de los analitos (reparto entre la fase gaseosa y la fase
estacionaria). Por ello la columna se introduce dentro de un horno de
temperatura controlada. La temperatura 6ptima depende del punto de

ebullicion de los analitos y del grado de separaciéon requerida. A altas
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temperaturas los componentes de la muestra pasaran la mayor parte del
tiempo en la fase gaseosa, por lo que eluyen con rapidez pero con una
resolucion. A bajas temperaturas, los analitos pasaran mas tiempo en la
fase estacionaria y se eluiran con lentitud, la eficiencia disminuye por el
ensanchamiento de los picos y la resolucion es incompleta. Por ello es
necesario la optimizaciéon de la temperatura y en general, caben dos
posibilidades: (a) Modalidad Isotérmica, en la que la temperatura
permanece constante durante toda una corrida. (b) Modalidad gradiente de
temperatura, en la que durante el proceso de separacion cromatografica se
varia de manera gradual y estrictamente controlada. Para el caso de
mezcla de varios componentes con diferentes puntos de ebullicion, se
ajusta la llamada rampa de temperatura con lo cual ésta va aumentando
ya sea de forma continua o por etapas (gradiente de temperatura). En
nuestro caso, se trabajé con la modalidad gradiente de temperatura y se
optimizé variando la temperatura inicial, final y las velocidades de
calentamiento (rampa). Se establecio el siguiente programa de temperatura
para la columna: 100 °C (3 min) hasta 170 °C a una velocidad de
calentamiento de 20,0 °C/min y luego hasta 300 °C (3min) a una velocidad
de 7 °C/min.

IV. 4.4.3. Sistema de detecciéon

Como se menciond anteriormente, el detector espectrometro de
masas se basa en la ionizacién de una muestra en estado gaseoso usando
diversos procedimientos para ello. Los iones producidos son separados de
acuerdo con su relacion masa/carga, finalmente son enviados a un
detector el cual los registra y los cuantifica en funcién de su abundancia
relativa. Dependiendo del método que se emplee para producir la
ionizacion de la muestra, van a depender los parametros involucrados en

la optimizacion de la deteccion.
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Para el desarrollo de este trabajo se empled ionizacidbn por
impacto electronico con una energia de 70 eV, por lo que las variables a

tener en cuenta durante la detecciéon fueron:

v Corriente de emision del filamento, que controla la emision y
aceleracion de los electrones que van a colisionar con las moléculas de los
analitos que emergen de la columna en la camara de ionizcién. Al variar la
corriente del filamento se encontré que a medida que aumentaba, la sefal
crecia, pero a valores superiores a 30 pA también aumentaba el ruido de
fondo y la relaciéon senal/ruido disminuia por lo que se perdia sensibilidad.

Por ello se establecié 20uA como corriente del filamento.

v Voltaje del electromultiplicador (detector), el cual es fijado
directamente por el equipo, el valor aportado fue de 2550 V. Sin embargo,
hay una variable que puede manejarse y que indirectamente influye en el
voltaje del electromultiplicador que es el multiplicador offset que puede
variarse entre 0 - 200V y aumenta el voltaje del detector en el momento de
la salida del analito aumentando asi la sensibilidad. Este parametro se
estableci6 en 100 V.

v Modulacién axial de la trampa de iones (analizador), influye

directamente en la calibracion de la misma y se fijo en 3,9 V.

v Temperatura del trampa, del manifold de la trampa y linea

de transferencia se fijaron en 280, 40 y 250 °C, respectivamente.

Por otra parte, en vez de hacer las medidas en todo el intervalo de
la masa molecular (en €l caso de CG-MS entre 40-650 umas) el
instrumento se programé para medir masas concretas. A esta forma de
trabajar se le denomina monitorizacién de ion especifico (SIM). De esta
forma se obtienen cromatogramas de menor numero de picos y limites de

deteccion mejores.
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En la Tabla 8 se resumen las condiciones optimizadas tanto del

sistema de separacion como el de deteccion.

Tabla 8. Condiciones optimizadas del sistema cromatografico

AUTOMUESTREADOR Volumen de inyeccion 1 uL
Modalidad de inyeccion splitless
Temperatura del 280 °C
inyector
Columna capilar
HP-5ms (5% fenil - 95% 30 m x 0,25mm, espesor de
metilpolisiloxano) pelicula: 0,25 uym
CROMATOGRAFO Agilent
DE GASES Programa de 100 °C(3min) —
temperatura 170 °C (20 °C/min) —
It 300 °C (7 °C/min, 3min)
Gas portador Helio
Flujo del gas portador 1 mL/min
Volumen de inyeccion Splitless (0,7) min
Modalidad Impacto electronico (70 eV)
Corriente del filamento 20 pA
Temperatura de la.lmea 240 °C
de transferencia
ESPECTROMETRO
Temperatura del 40 °C
DE MASAS mainfold
Temperatura del 0
trampa 280 °C
Voltaje del
electromutiplicador 2550V

Wendy Josefina Orozco Contreras
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Bajo estas condiciones se inyectd una mezcla de todos los
derivados preparados a partir de una solucién patrén de fructosa, glucosa
y sacarosa de 5 ug/mL en acetonitrilo y tratada con el procedimiento

propuesto. En la Figura 21 se muestra el cromatograma obtenido.
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Figura 21. Cromatograma obtenido para una mezcla de patrones de

fructosa, glucosa y sacarosa de concentracion 5 ug/mL en acetonitrilo

Se puede apreciar que luego de la sililacion se observan varios
picos del derivado para cada analito. La identificacion de cada uno de

estos picos se llevé a cabo inyectando de manera individual cada uno de

los patrones derivatizados.

Para el caso de la fructosa, €l cromatograma obtenido se presenta
en la Figura 22. Se observa que el derivado TMSi-fructosa inyectado
genera 3 picos (13,48, 13,61 y 13,75 min), los cuales se han asociado al

............

predominio de ciertas formas tautoméricas de la fructosa, los anomeros a-

y B-de las formas furanosa y piranosaii9%,
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Figura 22. Cromatograma obtenido para una solucion de fructosa de

5 ug/mL en acetonitrilo derivatizada por el procedimiento propuesto

Es importante recordar que se define anomero a los isomeros de
los monosacaridos de mas de 5 atomos de carbono que han desarrollado
una uniéon hemiacetalica que les permitié tomar una estructura ciclica y
determinar 2 diferentes posiciones para el grupo hidroxilo, o 0 f si su
orientacién es bajo el plano o sobre el plano respectivamente®®57) (Figura
1y2)

Estos anomeros poseen diferentes propiedades, lo que permite su

separacion por CG y su identificacion puede llevarse a cabo por EM.

En las Figuras 23, 24 y 25 se muestran los espectros de masas
obtenidos para cada uno.

Los dos primeros picos del cromatograma a tiempos de retencién
13,48 y 13,61 min (Figura 22) presentan el mismo espectro de masas

(Figuras 23 y 24), cuyo ion de fragmentaciéon mas abundante es el m/z
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217 y corresponde a las formas ao- y B- furanosa del TMS-fructosa de

acuerdo con lo reportado en la bibliografia [*23,140, 143},

73 217 OTMS
O/, &
100% —OTMS
/
& 75%+ TMSO ;
H TMSO  OTMS

a-D-Fructofuranosa-TMS

147 257 437

347
lL oL kh;i l; j 523 616

B | ] ] | | L g m
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1z

Figura 23. Espectro de masas de a—Fructofuranosa-TMS (tr=13,48 min)
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Figura 24. Espectro de masas de B-Fructofuranosa-TMS (tr=13,61 min)

Iz

En consecuencia, ambos anémeros solo pueden diferenciarse en

funcién de su tiempo de retenciéon en el cromatograma.
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En el caso del pico a tiempo de retencién 13,75 min (Figura 22),
su espectro de masas (Figura 25) muestra una disminucion de la
intensidad del ion de fragmentacién m/z 217 y la aparicién de los iones
m/z 204 y 191, los cuales son caracteristicos de la forma piranosa de la
TMSi-fructosalt®7.140.1411 Estos dos Ultimos iones no se observan en el
espectro de masas de las formas furanosas del derivado (Figura 23 y 24),
por lo que esta diferencia podria utilizarse para diferenciar entre estas dos

formas taumeéricas de los derivados TMSi de azucares.

100%4 73 H
217

O ¢H,0TMS
IS? 5

=
-
A

® 75%- TMSO OTMS
g THMSO W
&
T 50%- a-D-Fructopiranosa-TMS
3 147 204
< 2509/, = 347 437
Iﬂ | 541
0%
a B | 3 | | ] L] mlz
100 200 300 400 500 600

Figura 25. Espectro de masas de o—Fructopiranosa-TMS (tr=13,75 min)

En el cromatograma (Figura 22) se puede apreciar como los
derivados de las formas o~y B-Fructofuranosa predominan sobre la forma
piranosa y que el pico correspondiente al derivado B-Fructofuranosa

presenta la mayor area.

Una vez identificados cada uno de los picos asociados a los
derivados de la fructosa, para su cuantificaciéon se seleccioné aquél que
presenté mayor area y el mismo comportamiento durante todo el intervalo

de concentraciones estudiado (0,5 — 30 ug/mL). En este sentido, se utilizo
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el pico a 13,61 min correspondiente a la B-Fructofuranosa-TMS para

llevar a cabo la cuantificacion de la fructosa.

El mismo protocolo se aplico para la identificacion y seleccion de

los picos correspondientes a los derivados de la glucosa y sacarosa. Los

espectros de masas obtenidos para estos derivados se presentan en la

Figura 26 y 27.

100% 204 TMSO
© 75%
) 73
[
< 50% OTMS
5 191 a-D-Glucopiranosa-TMS
£
< 259% 147 | |217

0% . { , 305  a3s 537 626

100 200 300 400 500 600 ™/z
Figura 26. Espectro de masas de la a-yB—~Glucopiranosa-TMS
(tr= 13,75 min)
100% 361
73
s 75%
% 217 TMSO OTMS
B 50%
g Sacarosa-TMS
£
< 25% 169
{ 271
Ll 319 437
0% bbb lad i 595
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Figura 27. Espectro de masas de la sacarosa-TMS
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En estos espectros se puede observar que para el caso de la
glucosa el ion de fragmentacion caracteristico y de mayor abundancia es el
m/z 204 correspondiente a la forma piranésido, mientras que para la

sacarosa es el m/z 361 tipico de un disacarido #49.1431,

En la Tabla 9 se resumen los tiempos de retencion y los iones

especificos para cada uno de los derivados formados.

Tabla 9. Tiempos de retencion de los trimetilsilil derivados

13,48 (a-furanosa)

217, 437, 147 y

Fructosa 13,61 (B-furanosa)
. 204(piranosa)
13,75 (a-piranosa)
Lz 3((1_ plranosa)
Glucosa 204, 191, 217
15,89 (3-piranosa)
g 3383 217,361 e

Los iones monitoreados y los picos utilizados para llevar a cabo los analisis son los que se
encuentran marcados en negrita

Adicionalmente, de acuerdo con los espectros de masas
presentados anteriormente (Figura 23 a 27) y analizando los patrones de
fragmentacion para los derivados, pudimos asociar a cada uno de los picos
el posible i6bn que lo origina y compararlos con los reportados en la

bibliografia. Los mecanismos de fragmentaciéon se detallan en la Figura 28.

En ese sentido, los iones de fragmentaciéon mas abundantes son
el m/z 204 y 217 que corresponderian a los iones (MesSiOCH=CH-
OSiMesz)+ y MesSiO-CH-CH=+0SiMes), respectivamente. El pico m/z 191
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también presenta una intensidad moderada y corresponderia al ion
(MesSiO-CH*=0SiMes).

QSiMe; QOSiMes OSiMe;
@
o) 2 o & o
1. MesSio OSiMey — Me;SiO OSiMe; —— Me,Si0 OSiMe; ——>
MesSiO OSiMes MesSio OSiMey Me4Sio L;SiMea
OSiMes
, @ @3,-»_\:
Me;Sio Me,Si0  OSiMes
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MesSio OSiMe,

OS'MQ3 OS)ME:; OSiMe - 5
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ME:gslo OSlMe_; Me»;SrO OSlMea Meas|o S!Mz&a
e O H H
i @ i Me;SiO .
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n/z 217

Me;,SiO OSi M83

Figura 28. Mecanismos de fragmentaciéon de los iones m/z 204, 191, 217

Otros picos caracteristicos son el m/z 73, 103 y 147,

correspondientes a los iones:
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mfe 73 m/c 147

Numerosos estudios de los derivados TMSi de los carbohidratos
por GC-MS han sido reportados y dilucidado el mecanismo de

fragmentacion!*42i,

En nuestro caso, del analisis de los espectros de masas, a cada
pico en el espectro se le puedo asignar el ion de fragmentacion

correspondiente.

Un procedimiento de sililaciobn produce multiples picos y si se
analiza una mezcla de azlicares se obtiene un cromatograma complejo. Sin
embargo, el cromatograma se simplifica gracias a, la alta eficacia
proporcionada por las columnas capilares que permite separaciones
satisfactorias de los picos y a la modalidad de monitoreo de ion especifico
del detector de espectrometria de masas. El nimero de picos, sus tiempos
de retencién y las proporciones relativas son caracteristicos de cada

monosacarido y disacarido.

En conclusién, el analisis de los espectros de masas obtenidos
para cada uno de los picos de los derivados en el cromatograma permitio
confirmar la identidad de los correspondientes a glucosa, fructosa y

sacarosa y seleccionar aquéllos que se utilizarian para la cuantificacion.

IV. 4.5. Validacion del método analitico

El objetivo principal de la validacién analitica es el de asegurar que
un procedimiento analitico dara resultados reproducibles y confiablesii43i,

Algunos de los requisitos o criterios de validacion que debe cumplir un
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método analitico y que deben ser determinados en el procedimiento de
validacion son: precisién, exactitud, linealidad y efecto matriz, limite de

deteccién y limite de cuantificacion.

IV. 4.5.1. Precision

La precision es el grado de correlacion o cercania entre los
resultados analiticos individuales que se obtienen al aplicar repetidamente
el método a varias muestras. Para llevar a cabo los estudios de
repetibilidad y reproducibilidad generalmente esta reconocida la

realizacion de al menos S determinaciones para cada unot!44:145i

La precision puede calcularse matematicamente a través del

coeficiente de variacién o variabilidad (CV) segun:

S:es la desviacion estandar

—— 2

> (X = X;)
R S ——
(5,* n—1

« 100

It
||

X &5 el valor medio obfenido de las diferentes repeticiones

X; s el valor individual obtenido para cada una de fas diferentes deferminaciones
n &5 el nimero de deferminaciones (repeticiones realizadas)

Un método serda mas preciso, en tanto menor coeficiente de variacion
se obtenga, es decir, cuanto mas se acerquen entre si los resultados

obtenidos de varios analisis realizados a una misma muestra.

En este punto es importante diferenciar entre los términos
repetibilidad y reproducibilidad de un método, ambas son medidas de

precision (Figura 29), pero generalmente se confunden. En la Tabla 10 se
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resumen los factores que pueden o no variar en un estudio de repetibilidad

y de reproducibilidad.

Tabla 10. Variaciéon de factores en el estudio de la precision

Instrumento Igual Diferente

Dia de anadlisis Igual Diferente

Analista Igual Diferente

Laboratorio Igual Diferente
PRECISION

REPETIBILIDAD

REPRODUCIBILIDAD

|

\

INSTRUMENTO

REPETIBILIDAD DEL REPETIBILIDAD DEL

METODO

Figura 29. Tipos de estudios de precision

En este estudio de precision se prepararon 5 réplicas de los

derivados de soluciones mezcla de patrones de los analitos a diferentes

niveles de concentracion y se inyectaron cada una un minimo de 5 veces.

Los resultados obtenidos entre dias y durante un mismo dia se presentan

en la Tabla 11. Se puede apreciar que el coeficiente de variacion (CV) es

menor al 3,10 % para los estudios realizados en un mismo dia, indicando

Wendy Josefina Orozco Contreras
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una buena repetibilidad instrumental y de la reaccion de derivatizacion.
En el caso de los estudios de precision en dias diferentes, se obtuvo un CV
< 3,5 % lo que se interpreta como una buena estabilidad del sistema

cromatografico empleado.

IV. 4.5.2. Exactitud

La exactitud indica la capacidad del método analitico para dar resultados
lo mas proximo posible a un valor verdadero. Es un concepto cualitativo y
no es posible medirlo sino a través de la veracidad o justeza y precision. La
veracidad o justeza: es la proximidad de la concordancia entre el valor
promedio obtenido en una serie de resultados del método y el valor de
referencia aceptado de la propiedad analitica que se estd midiendo, o sea,
el contenido verdadero de un analito dentro de la muestra en estudio. La
veracidad se expresa matematicamente en forma de porcentaje de
recuperacion de la cantidad del analito presente en la muestra o bien en

forma de diferencia entre el valor hallado y el valor verdaderot*4# 145,

La determinacion del porcentaje de recuperacion se puede llevar
a cabo a través de dos procedimientos: método de adicion de patron y
comparacién con otro método analitico ya validado. En el método de

adicion de patréon:

» Se trabaja con el extracto del analito obtenido de la matriz

original por un procedimiento adecuado.

» De esta solucion se toman como minimo dos alicuotas, a una de
ellas se le afiade una cantidad conocida de un patrén de referencia del

analito, y ambas se analizan en paralelo.
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» Los resultados obtenidos de ambas determinaciones se
procesan y la diferencia (muestra + patrén) — (muestra sin patron)
indica la cantidad cuantificada del patrén afiadido por el método en

cuestion.

»  Este valor se compara con la cantidad de patréon afiadido (valor
verdadero) y los resultados se expresan como porcentaje de

recuperacion.

Si la adicién del patron del analito se realiza desde las primeras
fases del estudio (directamente a la matriz) el % Recuperaciéon indica la
veracidad del método, es decir que permite evaluar también la eficiencia
del proceso de aislamiento o extraccion del analito de interés de la matriz

en la cual se encuentra presentel!4¢i,,

La exactitud del método se estimé realizando estudios de
recuperacion de los analitos desde muestras de cacao. Para ello, se
analizaron muestras de cacao enriquecidas con los analitos a diferentes
niveles de concentracion y se compararon las areas de los picos obtenidos
con las obtenidas para las soluciones de patrones al mismo nivel de

concentracion.

Los porcentajes de recuperacién obtenidos para los tres azlicares
estudiados se presentan en la Tabla 11, donde se puede observar que para
todos los casos se encuentran entre 95 - 108% con un coeficiente de
variacién < 4% (n=>5). Estos resultados confirman la exactitud del método
confirmando la buena eficiencia del proceso de extraccion sélido - liquido

de los analitos desde las muestras de cacao.
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Tabla 11. Caracteristicas analiticas del método CG - EM para determinacion de fructosa, glucosa y sacarosa

en soluciones patrones y muestras de cacao

Patrén Muestra
1,0-30 1,0 - 30
489658x 488972x+4e*5
0,9966 0,9994
3,10 3,25
2,25 2,43
2,49 3,11
3,01 2,56
2,89 3,02
2,76 3,31
98,5 + 2,06
98,0 £ 2,33
108,0 £ 3,11
0,08
0,04

Patron Muestra
1,0-30 0,2-30
239240x 238408x+5e+5
0,9939 0,9995
3,11 2,99
2,03 2,34
2,41 2,76
2,45 2,99
1,78 2,21
3,02 3,21
99,0 + 3,68
107,0 £ 3,01
101,0 £ 2,99
0,08
0,04

Patron Muestra
1,0 - 30 1,0-30
442522x 453045x+3e*S
0,9989 0,9998
2,80 3,02
1,29 2,55
1,63 2,21
2,22 2,78
1,98 2,30
2,56 2,22
99,0 + 2,76
102 £ 3,05
103 £ 3,67
0,09
0,06
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IV. 4.5.3. Linealidad y efecto matriz

La linealidad se refiere a la capacidad de un método analitico de
obtener resultados proporcionales a la concentracion de analito en la muestra

dentro de un intervalo determinadoli44 -146i,

El ensayo de linealidad puede efectuarse tanto sobre soluciones de
concentraciones crecientes del analito que se determina o sobre muestras
problemas a las que se han adicionado cantidades crecientes de un patrén del
analito. En ambos casos el procedimiento se conoce como “curva de calibrado”.
Posteriormente se determina la proporcionalidad existente entre la
concentraciéon y la respuesta del método analitico, calculando por el método de
ajuste minimos cuadrados la ecuacion de regresion lineal del tipo: Y= mx + a,
donde: x = concentracién, m = pendiente, y = respuesta del método, a =
intercepto. Los términos m (pendiente) y a (intercepto) pueden ser calculados a

través de las siguientes expresiones matematicast 4%

VXS oy : .
m o = . Iy — o= = F—
< x2 - '-ZX»J n
et ™

Al calcular la ecuaciéon se obtiene un coeficiente de correlacion r cuyo
valor demuestra que el método considerado presenta una buena linealidad, en
el rango de concentraciones estudiadas. Es una medida del grado de relacién o

proporcionalidad entre Xy Y

En el estudio de linealidad, para establecer el intervalo lineal de
trabajo se realizaron curvas de calibrado de soluciones patrones de azlicares a

distintos niveles de concentracion. En cada curva de calibrado se incluydé un
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minimo de seis puntos mas un blanco y se midieron al menos tres veces cada
punto. En la Tabla 11 se presentan las ecuaciones de regresion lineal para
cada analito y el intervalo de concentraciones estudiados, cuya seleccion se
basé en los niveles de concentracidon reportados por la bibliografia para los
azucares en muestras de cacao para los distintos dias de fermentacion y
tostado. Se puede observar que los coeficientes de regresion lineal (r) fueron >
0,9950 para los tres analitos lo que indica que existe buena linealidad en el

intervalo de concentracién estudiado.

El efecto matriz consiste en una disminucién o aumento de la
respuesta instrumental del analito debido a la presencia de otros componentes,
es decir, para la misma concentracion de analito, el analisis de una muestra
real o de una disolucién patréon del analito no proporciona la misma respuesta
instrumental. Este efecto puede determinarse mediante la comparacion de la
recta de regresion lineal obtenida (pendiente) para el analito puro, con la
correspondiente al analito + matriz (adicion de patrén). La no correspondencia
de las rectas indica problemas por efecto matriz y esta relacionada con la

exactitud del método.

La determinacion del efecto matriz se realizé6 construyendo curvas de
calibrado por adiccion de patrén empleando como soluciones muestras de
cacao enriquecidas con los mismos analitos a los mismo niveles de
concentracion que los de las curvas de calibrado de patrones. En la Figura 30
se presentan las graficas correspondientes para los tres analitos y en la Tabla
11 las curvas de regresion lineal para todos los casos. Se puede observar que
no existen diferencias entre las curvas de calibracion de patrones con las de
adicion de patréon por lo que podemos concluir que no hay efecto de la matriz
en el analisis. Adicionalmente, se llevé a cabo un estudio estadistico (t de
Student) con el fin de comparar las pendientes de las rectas de calibrado y las
de la adicion estandar. Los resultados mostraron que no existia diferencia

significativa, con un 95% de confianza. En consecuencia, se pueden utilizar las
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curvas de calibraciéon de los patrones para determinar la concentracion de los

distintos azlcares en las muestras de cacao.
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Figura 30. Curvas de calibrado de soluciones patrones y de las muestras de

cacao (adicion de estandar) para: (a) fructosa, (b) glucosa y {c) sacarosa
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IV. 4.5.4. Limite de deteccién y limite de cuantificacion

Para un método analitico determinado, se entiende por limite de
cuantificaciéon (LQ) de dicho método, la minima cantidad o concentracion del
analito presente en la muestra que se puede cuantificar, bajo las condiciones
experimentales descritas, con una adecuada precision y exactitud. Mientras
que el limite de deteccion (LD) se define como la minima concentracion del
analito en la muestra que se puede detectar pero no necesariamente

cuantificar bajo en las condiciones experimentales indicadas!*46l.

En el caso de los métodos cromatograicos, €l LD se define como la
concentracién de los analitos que cumplen con una relaciéon sefial:ruido de 3:1
y para nuestro caso fueron de 0,04, 0,04 y 0,06 ug/mL para fructosa, glucosa y
sacarosa.

Por su parte, el LQ definido como la concentracién de analito que
proporciona un area de pico que guarda una relacion 10:1 con respecto al
ruido de fondo (sefial / ruido de 10:1) con una buena reproducibilidad y
exactitud fue de 0,08 pg/L para fructosa, 0,08 para glucosa y 0,100 para
sacarosa.

IV. 4.6. Analisis y discusion de las muestras de cacao

El método desarrollado se aplicé a la determinacion de fructosa,
glucosa y sacarosa en las muestras de cacao tomadas antes, durante y
posteriormente a los procedimientos de fermentacion y del tostado (Capitulo III,
seccion III.1, pagina 42). En las Tablas 12-21 (Anexos, paginas 283 - 287) se
presentan los resultados obtenidos para cada uno de los analitos en cada una

de las muestras analizadas de acuerdo al procedimiento descrito.
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Por otra parte, en las Figuras 31 a 33 se presentan los resultados
correspondientes al estudio de los analitos durante el proceso de fermentacion.
En ellas se grafican el contenido de fructosa, glucosa y sacarosa en funcion de
los dias de fermentaciéon para cada variedad estudiada. Se puede apreciar como
a medida que transcurre la fermentaciéon el contenido de sacarosa disminuye
mientras que los de azlcares reductores (glucosa y fructosa) aumentan,
llegando a un maximo entre el 2° y 3° dia de fermentacion para los cacaos
criollos, 4° y 5° dia para los forasteros y entre 4° y 7° dia para los trinitarios.
Adicionalmente se observa que la disminucion de la sacarosa es paralela a la
formacion de los azlcares reductores. Hacia el final de la fermentaciéon los
cambios en el contenido de sacarosa son menos pronunciados, mientras que
para los azucares reductores, principalmente para la fructosa, se observa un
drastico incremento de su concentracién. Este comportamiento es
consecuencia de que durante el inicio de la fermentacion ocurre la muerte del
embrion y a partir de ese momento comienzan las actividades enzimaticas que
favorecen la formacion de estos precursores. En este caso se produce la
hidrolisis enzimatica de la sacarosa por la accion de la enzima invertasa. Como
producto de la misma se forman la glucosa y la fructosa. Resultados similares
fueron reportados por Crossi*48 y Hashim y col.i“¢l en granos de cacao
Sanchez provenientes de Republica Dominica (5 dias de fermentacion) y
mezclas de cacaos hibridos de Malasia (6 dias de fermentacion),
respectivamente. En ambos casos, observaron que los azlcares reductores
alcanzan su maxima concentracion alrededor del 4° dia de fermentaciéon, a
partir de entonces, sus concentraciones disminuyen sutilmente hasta el final

de la fermentacion.

Por otra parte, si observamos las Tablas 12 a 21, se puede apreciar
como en las almendras sin fermentar el carbohidrato predominante es la
sacarosa con valores entre 8-12 g/Kg, lo que representa méas del 95% de total

de azlicares presentes en los granos. Sin embargo, las cantidades para la
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Figura 31. Tendencia de'los azlicares durante el proceso de fermentacion en cacaos forasteros
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glucosa y la fructosa se encuentran entre 0,097-0,375 g/Kg y 0,083-0,357
g/Kg respectivamente que representan menos del 5% restante de los

azlcares totales presentes en los granos.

Estos resultados estan de acuerdo con los de la bibliografia
consultada. Comportamientos similares han sido reportados por varios
autores, entre los que destacan Reineccius y col.i®3}, quienes estudiaron estos
azlcares en granos de cacao provenientes de Trinidad, encontrando un
contenido de 15,8 g/Kg para la sacarosa y trazas de fructosa, glucosa y otros
azucares reductores en las almendras sin fermentar. Por su parte,
Berbert[147l, en su investigacién reporta que el contenido de sacarosa en los
granos sin fermentar representa alrededor del 90% (24,8 g/Kg) de los
azlcares totales, mientras que la fructosa y la glucosa solo contribuyen con
el 6%.

Hashim y col*®l, también encontraron un comportamiento similar y
reportan concentraciones de sacarosa, fructosa y glucosa de 18.78 g/Kg

(95% de los azucares totales), 0,33 g/Kgy 0,21 g/Kg, respectivamente.

En este punto es importante indicar, que si bien la tendencia de los
resultados es la misma, hay diferencias en las cantidades individuales para
cada analito con respecto a las reportadas en la literatura y también entre
las reportadas. Evidentemente esto se debe a las diferencias entre las formas
de realizar los procedimientos de cosecha y fermentaciéon (niimero y tiempos

de volteo) asi como también al tipo y origen de los granos.

En las Tablas 12-21 se aprecia también que hacia el final de la
fermentacion, las concentraciones de fructosa se encuentran entre 2,2 y 3,8
g/Kg y las de glucosa entre 0,78 y 1,05 g/Kg respectivamente. Sin embargo,
de acuerdo con la estequiometria de la reaccion de hidrélisis de la sacarosa,
se esperaba que el incremento de ambos aziicares reductores fuera en una

proporcion de 1:1 (p/p). Por el contrario se observa que, a medida que
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transcurre la fermentacion, el contenido de fructosa es 2, 3 y hasta 4 veces,
en algunos casos, mayor que el contenido de la glucosa. De acuerdo con
varios autoresi55,62] esta diferencia puede atribuirse a que una fraccion de la
glucosa sufre un proceso de polimerizacién a medida que transcurre la

fermentacién, de ahi que se encuentre en menor proporcion.

Algunos autorest®5:601 han reportado que el contenido de azucares
reductores al final de la fermentacion puede significar un criterio para
evaluar el proceso de fermentacion del cacao. Asi mismo otros refieren que el
contenido de sacarosa hacia el final de la fermentacién es un parametro
indicativo de como se realizd el proceso de fermentaciéon. Segiin Hashiml46],
cuando las muestras de cacaos presentan un contenido de sacarosa al final
de la fermentacion menor a 1 g/Kg se habla de una buena fermentacién para
estos granos. En nuestro caso como ya se ha mencionado, durante la
fermentaciobn de las almendras de cacao, los niveles de sacarosa
disminuyeron drasticamente desde valores entre 8-12 g/Kg hasta valores
entre 0,78 y 1,30 g/Kg. En este sentido podriamos concluir que de acuerdo a
estos resultados, los granos de los cacaos estudiados fueron sometidos a un

adecuado proceso de fermentacion.

Adicionalmente, otro parametro que permite evaluar el grado de
fermentaciéon de los granos es la relaciéon fructosa/glucosalssl, un valor de la
relacion de 1:1 (p/p) se asocia a granos poco o no fermentados y 2:1 a granos
ligeramente fermentados, es decir, a medida que se incrementa la relacién a
favor de la fructosa mayor sera el grado de fermentacion que presenten los
granos de cacao. Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que la
relacion frutosa/glucosa fue = 3 para todos los casos, demostrando una vez

mas que los granos se encontraban bien fermentados.

En la Figura 34 se han agrupado los resultados obtenidos en un

grafico de barras donde se muestra el contenido de sacarosa, glucosa y
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fructosa para el dia cero (sin fermentar) y para el ultimo dia de
fermentacién para las diferentes variedades de cacao estudiadas. Se puede
observar la variabilidad en los contenidos de sacarosa antes de comenzar
la fermentacién (Tiempo=0). También, como ya lo discutimos, se aprecia
que a mayor contenido de sacarosa en los granos sin fermentar mayor sera
el contenido de fructosa y glucosa al final de la fermentacion. Esta
variabilidad nos demuestra que la formacion de este tipo de precursores
no solo pueden ser atribuidas al genotipo y a las condiciones bajo las
cuales se realice la fermentacion sino que también depende de otros
factores entre los que destacan las condiciones bajo las cuales se ha
desarrollado la planta como radiacién solar, precipitacion, edad de la
planta en el momento de la cosecha. Estos factores edafoclimaticos
influyen directamente en la formacion de sacarosa en los granos de cacao.
Esto fue confirmado por Zambrano y colii”! en su estudio sobre la
evaluacion quimica de precursores de aroma y sabor durante la
fermentacion del genotipo cacao criollo meridefio cultivado en dos
condiciones edafoclimaticas diferentes. Ellos concluyeron que las
condiciones edafoclimaticas generaron cambios en el comportamiento

quimico de los precursores de aroma y sabor.

Una vez finalizada la fermentaciéon los granos de cacao se
someten a la torrefaccion o tostado etapa en la cual se expresa el aroma y
sabor a chocolate. Durante esta etapa, se agregan nuevos compuestos
volatiles a la fraccion aromatica ya sea aumentando el contenido de
algunos que ya estaban disponibles o disminuyendo el nivel de otrosf®%i,
Varios trabajos realizados sobre la caracterizacién del impacto de los
compuestos volatiles sobre el aroma del cacao, reflejan la importancia de
la fermentacion y el secado en la expresion de los materiales en la calidad
aromatica ¥ 1481491 Es decir que sin los precursores necesarios y en las

cantidades adecuadas como resultado de una buena fermentaciéon, la
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torrefaccion no puede cumplir a cabalidad su funcion de culminar el
desarrollo aromatico. Esto limita el impacto de la fraccion volatil en la

percepcion sensorial del aroma y sabor a chocolate.

Por ello en esta etapa tienen lugar cambios importantes en el
contenido de los precursores estudiados en este trabajo: azlcares y
aminoacidos. Esto es debido a la participacion de estas especies, como
reactivos, en la reaccion de Maillard para la formacion de los compuestos
heterociclicos (pirazinas entre otros) con aromas y sabores

caracteristicosi!5%,

En nuestro caso, de acuerdo a los resultados obtenidos (Tablas
12-21. Anexos, paginas 283-287) se observa que la reduccion del
contenido de los azlcares reductores (glucosa y fructosa) es muy
significativa. Adicionalmente si comparamos con la reduccién de los otros
precursores estudiados los aminoacidos (Capitulo V), encontramos que la
de estos Ultimos es parcial. En base esto podriamos decir que quienes
limitan la reaccion de Maillard que ocurre durante la torrefaccién parecen
ser los azucares reductores. Resultados similares ya fueron ya reportados

por otros investigadorests® 151},

Por otro lado, la presencia de fructosa como azlcar reductor
predominante favorece la formacién de especies volatiles, ya de acuerdo
con Kato y col.[1401) las cetosas son alrededor de tres veces mas reactivas
que las aldosas en la formacién de este tipo de compuestos.
Comportamiento que podria explicar el por qué la formacién de las
pirazinas durante el tostado, es mucho mayor y mas rapido cuando los
granos han sido sometidos a adecuados procesos de fermentacionl4dl y
corroborando la importancia y el efecto que juegan los azlicares
reductores, principalmente la fructosa, en el desarrollo de especies

aromaticas durante el tostado a través de la reaccion de Maillard.

Wendy.Josefina Orozco-Contreras



) | .
Tesis Doctoral Carbohidratos

IV.4.7. Conclusiones

e  Se optimiz6 y validé un método por cromatografia de gases con
deteccién por espectrometria de masas para la determinacion simultanea

fructosa, glucosa y sacarosa en muestras de cacao.

4w Se utilizé6 el N-metil-N- trimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA)
como agente derivativatizante de los azlicares para su transformacion en
derivados volatiles y térmicamente estables para su separacion e
identificacion por CG-EM. La reaccion se asistié con irradiacion por MW
permitiendo disminuir los tiempos de reaccion de 3 horas a 1 min,

favoreciendo asi el aumento en la frecuencia de analisis.

©= El reactivo derivatizante (MSTFA) también favorecié la
deteccion de los derivados por espectrometria de masas, al incorporar
grupos funcionales en las moléculas de carbohidratos que aumentaron su
sefial de respuesta, permitiendo la identificacién de los distintos iones de

fragmentacion asociados con los analitos estudiados.

> El empleo de sonicacién (agitacién con ultrasonido) durante la
extraccion de los analitos con agua de las muestras de cacao, favorecio el
procedimiento disminuyendo el tiempo de extraccién de 30 a 15 minutos

con relacion a lo reportado en la bibliografia.

®e Los porcentajes de las recuperaciones de glucosa, fructosa y
sacarosa desde las muestras se encontraron entre 95 y 108 % con una
variacién < 4%, lo que indica que el proceso de extraccién con sonicacion

fue cuantitativo.
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% La validacion del procedimiento descrito se realizd con
estudios de precision y exactitud. Para todos los casos los coeficientes de
variacion para evaluar la dispersion de los valores obtenidos fueron
menores a 3,5 %. Estos resultados indican una buena precision del
método y asegura una buena estabilidad del sistema cromatografico
utilizado.

2o  Se comprobd que no hay efecto de matriz en el método, por lo
que las muestras de cacao pueden ser evaluadas con una curva de

calibracion preparada a partir de estandares de los analitos.

¥ La metodologia propuesta se aplicé a la determinacién de
fructosa, glucosa y sacarosa en muestras de cacao Criollo, Trinitario y
Forasteros venezolanos durante el transcurso de la fermentaciéon. Los
resultados obtenidos indicaron un aumento progresivo de la fructosa y
glucosa a medida que transcurre la fermentacion, al mismo tiempo que
tiene lugar una disminucion del contenido de sacarosa en los granos. No
se observaron diferencias significativas en el contenido de alguno de los
analitos estudiados que permitiera la diferenciacion entre los distintos
tipos de cacao. Sin embargo, se podria decir que el contenido de azicares
reductores (fructosa y glucosa) al final de la fermentacién depende del

contenido inicial de sacarosa en los granos.
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V. AMINOACIDO

V. 1. Definicion y estructura

Los aminoacidos, como su nombre lo indica, son bifuncionales. Son
compuestos que contienen un grupo amino basico y un grupo carboxilo acido
unido al carbono a (el carbono o de un acido organico es el inmediato al
carboxilo)®l. Por ello, se consideran como o — aminoacidos y su estructura
general se indica en la Figura 1, donde R corresponde a la cadena lateral y
puede ser desde un protéon como en el caso del aminoacido mas sencillo
(glicina), hasta un resto alifatico, aromatico o heterociclico portador de otros

grupos funcionales.

Figura 1. Estructura general de los aminoacidos

V. 2. Clasificaciéon y propiedades

Los aminoacidos se diferencian s6lo en la naturaleza quimica de la
cadena lateral (R), las propiedades fisico-quimicas, como la carga neta, la
solubilidad, la reactividad quimica y las posibilidades de establecer puentes de

hidrégeno dependen de las caracteristicas que presente esta cadena. En este
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sentido, desde el punto de vista de la polaridad de la cadena lateral se puede

realizar la siguiente clasificacion:

e Aminodcidos con cadena lateral sin carga y apolar:
alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, triptéfano y
metionina. Son menos solubles en el agua que los aminoacidos polares y

su hidrofobicidad aumenta con la longitud de la cadena lateral.

e Aminoacidos con cadena lateral sin carga y polar:
serina, treonina, cisteina, tirosina, asparagina y glutamina. Tienen
grupos funcionales neutros y polares que son capaces de formar enlaces

de hidrégeno con algunas moléculas.

e Aminodacidos de cadena lateral cargada: acido aspartico,
acido glutamico, histidina, lisina y arginina, cuya cadena lateral posee

una carga negativa o positiva a pH fisiologico.

En base a esta clasificacion, en la Tabla 1 se presenta un resumen de
algunas de las propiedades fisicoquimicas de los principales aminoacidos
constituyentes de las proteinas. Todos ellos son aminoacidos excepto dos, que
son iminoacidos, la prolina y la hidroxiprolina pero se consideran como
aminoacidos por su similitud estructural. En general, estos aminoacidos son
solidos, con estructuras cristalinas muy variadas y puntos de fusién entre los
200 y 300 °C pero tienden a descomponerse antes de alcanzar esas

temperaturas.

A pesar de que generalmente los aminoacidos se escriben con un
grupo carboxilico (-COOH) y un grupo amino (-NH,}, su estructura real es
ionica y depende del pH. En un solucién acida, el grupo —COO- se protona y se
obtiene el grupo —COOH, y la molécula tiene una carga total positiva. Si el pH
aumenta, el grupo —COOH pierde su protén aproximadamente a pH = 2. A

este punto se le denomina pKai, primera constante de disociacion acida. Si el
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Tabla 1. Estructura y propiedades fisicoquimicas de los aminoacidost**%

Aminoacidos Neutros
Alanina Ala (A) 89 HL 2,34 9,69 6,01 Agua 297
1\ QH
Asparagina Asn (N) 132 N 2,02 8,80 5,41 Agua 236
I . OH
Cisteina Cys (C) 121 \[)’x 1,96 10,28 8,18 5,07 Agua  ---
HS/ (=33
Glutamina Gin (Q) 146 /1\/\)\ 2,17 9,13 5,65 Agua 186
Glicina Gly (G) 75 \/‘L 2,34 9,60 5,97 Agua 233
H N . on
Isoleucina Ie (1) 131 VKHJ\ 2,36 9,60 6,02 Agua 284
Leucina Leu (L) 131 i 236 9,60 508 Agua 337
CHy o,
Metionina Met (M) 149 ] \A(“\ 2,28 9,21 5,74 Agua 283
Aminodcidos Neutros
Fenilalanina Phe (F) 165 F“‘\/\i‘ 1,83 9,13 5,48 Agua 283
cot
Prolina Pro (P) 115 " /;J\ 1,99 10,60 6,30 Agua 220
”\r o
I
Serina Ser (S) 105 \/SY 2,21 9,15 5,88 Agua 228
Treonina Thr (T) 119 /LWJ\ 2,09 9,10 5,60 Agua 257
Tirosina Tyr (Y) 181 b 2,20 9,11 10,1 566 HClu 344
7L
Triptofano Trp (W) 204 - i 2,83 9,39 - 5,89 Agua 289
oo
Valina Val (V) 117 ) i 2,32 9,62 5,96 Agua 315
Aminoécidos Acidos
Acido Asp (D) 133 ),\ 1,88 9,60 3,65 2,77 Agua 2,69
Aspirtico T\L o
Acido Glu (E) 133 jk/ i 2,19 9,67 4,25 3,22 Agua 247
Glutamico o \H\m
Aminoacidos Bésicos
Arginina Arg (R) 174 ¢ 2,17 9,04 12,48 10,8 Agua 230
Histidina His (H) 155 Dt 1,82 9,17 6,00 7,59 Agua 287
< e
Lisina Lis (K) 146 i 2,18 8,95 10,53 9,74 Agua 255
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pH sigue aumentando, el grupo —NHas* pierde su protén a un pH entre 9 y 10.
A este punto se le denomina pKao, segunda constante de disociaciéon acida. Por

encima de este pH, la molécula tiene una carga total negativa (Figura 2)i67-:152

-H - -H . - .
N O — O e H N H—COC H-N— € H—COO
H:N CH COOH - ; ! > %
forma cationica forma anfotera o neutra Jorma anionica
(acido) thase)

Figura 2. Comportamiento de los aminoacidos en medio acido y basico

El pH en el cual las dos formas del aminoacido se encuentran en la
misma proporcion (el ion dipolar o zwitterién presenta una carga neta de cero)
se le conoce como pH isoelectréomnico o punto isoelectrémico (pl) y por lo

general depende de la estructura del aminoacido (Tabla 1).

Esta naturaleza dipolar de los aminoacidos hace que tengan algunas
propiedades caracteristicas %1, ejemplo de ello es su solubilidad en agua, la
cual es muy variada y se encuentra muy influenciada por el pH de la
disolucion, siendo minima en su pl y aumenta al aumentar la temperatura. La
adicion de acidos o alcalis por lo general, aumenta la solubilidad del
aminoacido por formacion de sales. Del mismo modo, la solubilidad aumenta
en presencia de otros aminoacidos. Como regla general, se puede considerar
que son mas solubles en agua los aminoacidos que tienen grupos polares
adicionales, por ejemplo - OH, - SH, - COOH, - NHo..
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YV 3. Andlisis de aminoacidos

Los aminoacidos, péptidos y proteinas son componentes importantes
de los alimentos. Por un lado proporcionan los elementos necesarios para la
sintesis proteica. Por otro lado, los aminoacidos y péptidos contribuyen
directamente al sabor de los alimentos y son precursores de los componentes
aromaticos y las sustancias coloreadas que se forman mediante las reacciones
térmicas y/o enzimaticas que ocurren durante la obtencién, preparacion y

almacenamiento de los mismos.

En la literatura se han reportado una gran diversidad de métodos
para el analisis de aminoacidos en distintas matrices, los cuales involucran el

empleo de diferentes técnicas analiticast!®4158,156,157,158,159],

Los métodos colorimétricosi*35, espectrofotométricos!? 38 159,
electroquimicos!'®® no son selectivos y por lo general se han aplicado a la

determinacion individual aminoacidos.

Sin embargo, el analisis de aminoacidos en muestras de alimentos se
caracteriza por la presencia de un numero considerable de aminoacidos en un
amplio rango de concentraciones. Por ello, las técnicas cromatograficas de
gases y liquidos acopladas a distintos detectores han sido las mas ampliamente

utilizadas.

Es importante sefialar que desde el punto de vista analitico, la
separacion y deteccion de aminoacidos ha sido uno de los problemas mas
estudiados y mejor desarrollados por todas las técnicas cromatograficas!*¢%, Su
gran aplicabilidad reside en la variedad de condiciones que pueden utilizarse
para separar dichos compuestos. Se han utilizado diferentes fases moviles
(gases, liquidos o fluidos supercriticos) con una diversidad de fases

estacionarias compatibles, que han permitido la separacion cromatografica de
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estos compuestos con la especificidad, sensibilidad, linealidad y

reproducibilidad necesarias para su cuantificacion.

A continuacién se resume el desarrollo de dichas técnicas en el tema

gue nos ocupa.

V. 3.1.Cromatografia de gases

La cromatografia de gases (CG) es una de las técnicas analiticas de
separacion que se ha estudiado y utilizado intensamente durante mas de 40
afios en la resoluciéon de una gran variedad de problemas analiticos. Gracias a
ello, se han encontrado condiciones validas para la separacion de casi todo tipo
de compuestosi’®ll, Esta técnica cromatografica, como ya se dijo, ofrece un
excelente poder de resolucién para compuestos organicos volatiles y su
principal limitacién se encuentra en la labilidad térmica de los solutos, los

cuales deben ser estables a la temperatura requerida para su volatilizacion.

Es por ello que su aplicacion al analisis de aminoacidos se vi0
limitada por la presencia de los diferentes grupos polares en las moléculas de
estos compuestos. Los grupos carboxilo y amino no sélo le confieren a los
aminoacidos una alta polaridad sino que también la tendencia a formar
puentes de hidréogeno lo que se ve reflejado en su baja volatilidad. En
consecuencia, el analisis de aminoacidos por CG requiere de su conversion
cuantitativa en derivados menos polares y mas volatiles para facilitar su

separacion y/° deteccion.

La derivatizacion se puede realizar tanto en el grupo funcional amino

como en el carboxilo y para ello se han utilizado diferentes reactivos.

Zumwalt y coll*¢?l, | realizaron la derivatizacion de los aminoacidos en

un procedimiento de dos pasos. El primer paso consisti6 en la esterificacion del

Wendy Josefina Orozco Contreras



! . s .
Tesis Doctoral Aminoacidos

grupo carboxilico utilizando diferentes alcoholes alifaticos de cadena corta. El
segundo en una reaccién de acilaciéon de la funciéon N-(O,S) con varios acidos
anhidridos. Estos procedimientos de esterificacion/acilacion se han llevado a
cabo utilizando distintas combinaciones de alcohol/anhidridos entre las que
destacan isopropanol/pentafluoropropil anhidrido o isopropanol/trifluoacético
anhidrido!*®3i,

Patzold y coli*®l,, aplicaron este tipo de derivatizacion para la
determinacion de L y D-aminoacidos libres en varias muestras de cacao
convirtiéndolos en derivados volatiles pentafluoropropil aminoacidos. La
esterificacion del aminoacido se llevé a cabo utilizando 2-propanol en presencia
de cloruro de acetilo a 100°C por una hora y la acilacion con &acido
pentafluropropionico (anhidrio) en diclorometano a 100 °C por 20 min. Estos
derivados se separaron en una columna capilar enantioselectiva Chirasil (25m

x 0,25mm; 0,12um) y detectaron por espectrometrometria de masas.

La derivatizacion de aminoacidos también se ha llevado a cabo
utilizando alquilcloroformiatos y alcohol, donde los grupos carboxilicos se
convierten directamente a ésteres y los grupos aminos a carbamatos. Esta
reaccion es catalizada por piridina o picolina (2-metilpiridina) y puede
realizarse en medios acuosos. La reaccion entre los aminoacidos y los alquil
cloroformiatos son bastante rapidas, transcurren en cuestion de

segundos!!¢4:165]

HuSek y coli*®3! utilizaron cloroformiatos de fluoroalquil con tres y
cuatro atomos de carbono para la derivatizacion de aminoacidos contenidos en
medio acuoso. La separacion de los derivados (méas de 30) con una buena
resolucion, se consiguié con una columna 5% fenilmetilpolisiloxano y deteccion
por espectrometria de masas o ionizacién de llama. El intervalo lineal de
concentraciones del método estuvo entre 0,1 - 100 nmol, con limites de

cuantificacién desde 0,03 pmol para la prolina hasta casi 20 pmol para el acido
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glutamico. Los autores concluyeron que el método propuesto es sencillo,
rapido y robusto, permitiendo el analisis de aminoacidos en medios acuosos en

menos de 15 minutos.

Sin embargo, las reacciones de sililaciéon han sido las mas utilizadas
ya que se desarrollan en un solo paso, donde el agente derivatizante actiia
simultaneamente sobre los hidrogenos activos de los grupos amino y carboxilo
de los aminoacidos. Este es uno de los motivos por los cuales se prefiere este
tipo de derivatizacién sobre los métodos de derivatizacion de varios pasos, los

cuales son complejos y tienden a consumir tiempo.

Existen varios reactivos de sililaciéon y la seleccion de alguno de ellos
va a depender de las condiciones bajo las cuales se realice la reaccion de
derivatizacion. En el caso de los aminoacidos, el mas utilizado ha sido el
BSTFA y por lo general, las condiciones de derivatizacion implican altas
temperaturas (120 - 150°C) y largos tiempos de reacciéon (30 — 180 min) a fin
de asegurar la completa derivatizacion de todos los aminoacidos presentes en

la ].frll‘lestraﬁ1@‘99 166, },@‘?}@

En algunas ocasiones, ciertos aminoacidos como la glutamina,
asparagina, triptéfano, lisina y glicina pueden generar varios derivados, lo que
se traduce en varios picos para un mismo aminoacido. En estos casos, una
modificacion en las condiciones de reaccién, como el cambio en el tiempo de
reaccion y tipo de solvente que se utilice pueden prevenir este

comportamientoi*¢8l,

En conclusion, la principal desventaja de la cromatografia de gases en
el analisis rutinario de aminoacidos es precisamente la reaccion de
derivatizacién, que anexa una etapa mas en el procedimiento analitico.
Adicionalmente, hay que asegurar la exactitud y precision en la formacion de
derivados volatiles estables de todos los aminoacidos. Sin embargo, tiene la

ventaja de ser compatible con la deteccién por espectrometria de masas que
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mejora la selectividad de la respuesta y, permite la determinacion estructural

de compuestos desconocidos.

V. 3.2. Cromatografia liquida de alta resolucion

En los ultimos afios la cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR)
se ha convertido en la técnica mas seleccionada en la determinacion de
aminoacidos ya que mantiene la especificidad de CG, sin embargo, la etapa de
la preparacion de la muestra, limitaciones de la matriz y tiempo de anélisis se
reducen considerablemente. Ademas, en CLAR algunos andlisis se pueden

llevar a cabo sin necesidad de derivatizacion.

La cromatografia de liquidos abarca todas las técnicas cromatograficas
en las que la fase moévil es un liquido. Esta técnica analitica deriva de la
evolucion de la cromatografia preparativa en columna, cuyos términos de
selectividad y de resolucién fueron mejorados por la utilizacion de fases
estacionarias muy elaboradas. Para aumentar la eficacia de la separacion y asi
incrementar la resolucidén se desarrollaron fases estacionarias con tamafio de
particula del orden de micrémetros (3, 5, 10 um) empacadas en columnas de 3
a 30 cm con diametros desde 2 a 4,6 mm que permiten una mayor difusiéon de
los solutos entre las fases movil y estacionaria. Sin embargo, proporcionan
gran resistencia al flujo de la fase moévil, o sea una gran caida de presion. Por
ello, es necesario emplear sistemas de bombeo de alta presion que hagan fluir
la fase moévil a una velocidad razonable a través de la columna, para
posteriormente con un detector situado en la salida de la misma, se

proporcione el registro continuo de la composicién del liquido que saleii¢t.102],

El instrumental utilizado en CLAR se puede describir con las

siguientes partes, donde cada una de ellas se ve reflejada en la Figura 3:
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Figura 3. Componentes de un cromatografo de CLAR

1. Una fuente de fase mévil

2. Un sistema de regulacion y medida de la presion de la fase

movil

3. Un sistema de inyeccion de la muestra: se trata de un
dispositivo que permite introducir la muestra en la corriente de fase

movil

4. La columna es la parte fundamental, ya que en ella se
produce la separaciéon, donde la forma de distribucion de la fase
estacionaria y el valor de la relacion de las fases, dan lugar a los

diferentes tipos de columnas.

5. Un horno termostatizado para controlar la temperatura de la

columna.

6. Un sistema de deteccién: dispositivo que mide en continuo y
transforma en una sefial eléctrica una propiedad del fluido que

generalmente es fisica.
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7. Un sistema de ampliacién y tratamiento de la sefal eléctrica

generada por el detector.

El principio de su funcionamiento consiste en disolver la muestra en
la fase mévil (FM) liquida que se inyecta, y, es la FM la que la transporta a la
columna que contiene la fase estacionaria (FE). Los componentes de la muestra
se distribuyen de modo diferente entre la FM y FE dependiendo de la afinidad
por ambas fases, desplazandose a velocidad diferente. Debido a esta diferencia
en la movilidad, los componentes se separan en bandas discriminadas que
pasan por la celda del detector y se registran como una sefial en el

cromatograma.

El desarrollo de los detectores fue de la mano con el de las columnas
de alta eficiencia, con volimenes de inyeccién muy pequefios, que deben ser
minimos comparados con el volumen de la celda de deteccion y la dispersion
que alli ocurre. Todo ello llevé a efectuar el rediseno del detector, teniendo en
cuenta: menores volumenes de las celdas de deteccion, diferente geometria y
menores longitudes de las conexiones entre la columna y el detector. El

detector ideal para CLAR deberia cumplir con las siguientes propiedadesi**-

103}

e Ser universal.

e Ser igualmente sensible a todos los picos eluidos o registrar

solamente aquéllos de interés.

e Permanecer inafectado por cambios en la temperatura, la

velocidad de flujo o la composicion de la fase movil.

e Ser capaz de monitorear pequefias cantidades del compuesto

de interés.
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e Evitar la dispersion del analito.

e Adecuada velocidad de deteccién, de manera que pueda
detectar correctamente picos angostos, los cuales pasan rapidamente a

través de la celda.

e Tener una respuesta lineal.

Capaz de trabajar en un amplio intervalo dinamico.

Ser facil de manipular.

Ser robusto.

Ser preferiblemente no destructivo.

La CLAR tiene un campo de aplicacion muy amplio y cubre una gran
variedad de compuestos gracias a las interacciones que se presentan entre el
analito, la fase movil y la fase estacionaria, que permiten actuar de forma muy
precisa sobre la selectividad. De esta premisa parte la clasificacion de los

diferentes tipos de cromatografia cuyo esquema se puede observar en la Figura

4 1101},

Los métodos por CLAR, como hemos dicho, son los métodos
cromatograficos mas empleados en el analisis de aminoacidos para todo tipo de
muestra y en un rango muy amplio de concentraciones. Las columnas mas
utilizadas para el analisis de aminoacidos son las de silice unida a cadenas C8
o C18 (cromatografia en fase reversa). También se utilizan las de intercambio
ionicol®?-1731, Es primordial en CLAR el papel que juega la fase movil, ya que
variando su composicion, pH, entre otros parametros se puede modificar
considerablemente la selectividad del sistema cromatrografico en la separacion

de los aminoacidosiio2l,
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Liquida de Alta
Resolcuion (CLAR)

/ Cromatografia \

Figura 4. Clasificacion de la cromatografia liquida de alta resolucién

Por lo general, los aminoacidos pueden detectarse por UV en un rango
de longitudes de onda entre los 190 y 210 nm. Sin embargo, trabajar a estas
longitudes puede resultar conflictivo ya que la mayoria de los solventes
también absorben a estas longitudes, asi como también otros componentes de
la muestra. En vista de ésto, en el transcurso de los afios se han venido
desarrollando numerosos procedimientos que involucran la formacion de
derivados de aminoacidos sujetos a la deteccion fluorescente, visible o

ultravioleta.

La transformacion de los aminoacidos a derivados detectables a
longitudes de onda mas altas o fluorescentes puede llevarse a cabo antes de la
separacidon cromatografica o inmediatamente después de la elucion de la
columna, dependiendo de si se desea mejorar las caracteristicas de retenciéon
y/o proporcionar una respuesta selectiva de los analitos en matrices
complejas. Es importante destacar, que cada una de estas formas de

derivatizacién posee sus ventajas e inconvenientes y es el operador quien
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decide cual método utilizar dependiendo de la muestra y del equipo que

disponga.

Actualmente, los reactivos derivatizantes mas utilizados para el

analisis de estos compuestos se presentan en la Tabla 2i*69,170},

Tabla 2. Reactivos derivatizantes mas utilizados para el analisis de

aminoacidos

Fluorescencia

Isotiosianato de fenilo (PITC) 1°y 2° CFR Pre- uv
(240-255 nm)

Cloruro de dansilo(DABS-C1) 1°y2° CFR Pre- UV-Visy
Fluorescencia
7-cloro-4-nitrobenz-2-oxa- 1°y 2° CFR Pre- y post- Fluorescencia
1,3-diazole (NBD-CI1)
7-fluro-4-nitrobenz-2-oxa-1,3- 1°y2° CFR Pre- y post- Fluorescencia
diazole (NBD-F)
Cloruro de 9-fluoroenilmetil 1°y2° CFR Pre- Fluorescencia
cloroformato (FMOC-CI)

EC = Electroforesis Capilar; CFR = Cromatografia en Fase Reversa.

En este contexto Kirchhoff y coli?®24, evaluaron el contenido de
aminoacidos libres en muestras de cacao por CLAR en fase reversa. Para ello
transformaron los aminoacidos en OPA-derivados, los cuales presentaron una

longitud de excitacién y emision a 334 y 425 nm, respectivamente.

Pripis-Nicolau y coli'74l., también emplearon el OPA como agente
derivatizante de los aminoacidos para la determinacion de su contenido en
vinos. Sin embargo, utilizaron un segundo agente derivatizante a fin de
también poder detectar por fluorescencia aminoacidos que contenian azufre en

su estructura molecular.
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Puziah y coli*®l,; estudiaron los cambios en los precursores del aroma
y sabor en cacaos forasteros y trinitarios a medida que transcurria su
fermentaciéon. Entre ellos, evaluaron el contenido de aminoacidos por el método
propuesto por Cohen y coll*?3l,, el cual utiliza el PITC como agente
derivatizante, donde el aducto que se forma, feniltiocarbamato, puede
detectarse a 254 nm por UV.

Fabiani y colt*?%! desarrollaron un método para la determinacion de 16
aminoacidos en jugos de frutas comerciales. Estos compuestos eran
convertidos en derivados estables utilizando cloruro de 9-fluoroenilmetil

cloroformato y se detectaron por UV a una longitud de 263 nm.

Orly y col 1¢i,, también utilizaron el FMOC-CI en la determinacion de
aminoacidos en muestras de cacao por cromatografia liquida de reparto en fase
reversa con deteccion por fluorescencia. El analisis de los aminoacidos lo
llevaron a cabo en un cromatégrafo liquido que contaba con una valvula de
inyeccion automatica adicional que permitid automatizar la reaccion de
derivatizaciéon precolumna. De esta forma se favorecié la frecuencia de analisis
y los resultados mostraron una mayor exactitud y precision debido a una

disminuciéon de los errores por parte del operador.

La deteccion amperométrica por pulsos también ha sido utilizada en
el analisis de aminoacidos y es la que mayor auge ha tenido en los ultimos
afios. Este tipo de deteccion se acopla perfectamente con la separaciéon de los
analitos por cromatografia de intercambio anibénico, convirtiéndola en una
técnica selectiva y especifica sin la necesidad de un tratamiento que implique
la derivatizacion de estas especies. Sin embargo, su empleo se ha visto
restringido en muchos laboratorios de rutina ya que el detector electroquimico,

quizas por su costo, no es habitual en ellos!?59:172,173]
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V. 3.2.1. Tratamiento de la muestra en CLAR para aminoacidos

Es importante destacar que la aplicacion exitosa de estas técnicas
cromatograficas no solo depende de la seleccion adecuada de la columna, el
sistema de deteccién y/° reacciones de derivatizacion sino también de una
etapa previa de tratamiento de la muestra (extraccién de los analitos y limpieza

de la muestra) antes de introducirlos en el sistema cromatografico.

En la mayoria de los casos, estos analitos se encuentran contenidos
en matrices de naturaleza muy compleja y heterogénea. En consecuencia
contienen sustancias que interfieran durante su analisis, ademéas de causar el
deterioro y contaminacion del sistema cromatografico. En vista de esto, para la
determinacién de aminoacidos en cualquier matriz es necesario un tratamiento
previo de la muestra que contribuye a mejorar la selectividad y sensibilidad del

analisisi176l,

El tratamiento de muestras en quimica analitica es una de las etapas
mas importantes y complejas del proceso analitico y, que por lo general
contribuye a la mayor fuente de error en los resultados. Comprende una serie
de operaciones cuya funcién principal es la de adecuar y conservar la porcién
de la muestra tomada para su introducciéon en la unidad de inyeccion del

cromatoégrafo.

Los principales objetivos que se persiguen en la preparacion de la

muestra para un analisis por CLAR son{?*174l;

Disolver los analitos en un solvente adecuado y compatible

con €l sistema cromatografico seleccionado.

@ Aislar los analitos desde la muestra con el minimo posible de

compuestos que interfieran en el analisis.
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¢ Preconcentrar a los analitos en el caso de analisis de trazas.

@ En ciertos casos es necesario derivatizar los analitos, ya sea,
para mejorar su discriminacion (separacion) en la columna

cromatografica o para mejorar la deteccion (sensibilidad).

Estas etapas pueden considerarse como una serie de operaciones

unitarias:

a. Estabilizacion y liberacion del analito de 1la matriz.
b. Eliminacién de los compuestos endoégenos o interferentes.

c. Incremento de la sensibilidad y/° selectividad.

Estas operaciones involucran el uso de un gran numero de técnicas
analiticas de separacion (Figura 5).

La seleccion de cualquiera de ellas va a depender del estado de

agregacion en el que se encuentre la muestra y de ciertos factores como:

@ Propiedades fisicas y quimicas de los analitos

@ Concentracion del analito en la muestra

@ Naturaleza de la matriz en la muestra

¢ Forma en la que se presenta el analito en la muestra

@ Compatibilidad de los medios de solubilizacion y extraccion

con el sistema cromatografico
@ Tipo de detecto

® Compatibilidad con el detector
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Figura 5. Diagrama esquematico del tratamiento de muestra de acuerdo con

su naturaleza

En este sentido, de acuerdo con la bibliografia consultadal?®.24.25,71}
cuando se utilizan matrices soélidas, la separacion o liberacion de los
aminoacidos de la matriz, se realiza mediante procesos de extraccion sélido-
liquido. El solvente por eleccion es agua, debido a la alta polaridad que poseen

los aminoéacidos.

Carpena y coll*”7l, enfocaron su trabajo en el estudio de las mejores
condiciones entre dos métodos de extraccion (agitacion y soxhlet) para la
determinacion aminoacidos libres en hojas de tomate. De acuerdo con trabajos
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previos, €l solvente de extraccion consisti6 en una mezcla de etanol:agua
(80:20; v/v) y las condiciones estudiadas fueron: preservaciéon de la muestra
antes de la extracciéon, temperatura de extraccién, relacién cantidad de
muestra: volumen de extracciéon y tiempo de extracciéon. Los mejores resultados
se obtuvieron cuando las muestras fueron preservadas por liofilizacion y la
extracciéon se llevo a cabo por Soxhlet durante 6 horas a 40 °C y una relacion
de 1g de planta/80 mL de etanol al 80%.

Por lo general, en el analisis de aminoacidos en muestras de cacao la
mayoria de los autores siguen el protocolo de extraccidn propuesto por
Kirchhoff y col.23:241, Este consiste en mezclar el polvo de cacao desgrasado en
un determinado volumen de agua y agitacion constante por una hora a 60 °C.
Posteriormente, la solucién es centrifugada, filtrada y lista para el analisis

cromatografico.

Rohan y Stewart!®!! también utilizaron agua como solvente de
extraccion de los aminoacidos en cacao. Posteriormente emplearon una
columna de intercambio cationico (Amberlite IR120H) para remover los

aminoacidos de la solucion de extraccién para su posterior analisis.

Bertazzo y col.it7®! examinaron la presencia de triptofano (libre y
unido a proteinas) en granos de cacao de varios origenes. La separacion de este
aminoacido de la muestra se llevé a cabo realizando dos extracciones sucesivas
con agua por 1 hora a 37 °C y con agitacion constante, cada una.
Posteriormente, se centrifugd por 40 min a 12.000 rpm y la solucién acuosa se
ultrafiltr6 usando membranas Diaflo XM-50. Parte del filtrado se utilizd para

determinacién cromatografica del analito.

El agua si bien es un buen solvente para la extraccién de los
aminoacidos desde las muestras de cacao, tiene el inconveniente de no ser
selectiva, ya que también puede extraer otros compuestos polares en

cantidades importantes que pueden causar interferencias durante el analisis
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cromatografico. En ese sentido, el extracto contendra otros compuestos ademas
de los de interés, lo que hace necesario su limpieza previo a su inyeccion en el

sistema cromatografico.

La eliminacion de estos compuestos endogénos se puede realizar
mediante el empleo de técnicas como la precipitacién con solventes organicos,
la ultrafiltraciéon y la extraccion en fase sélida. De estos procedimientos, el mas

utilizado en los Gltimos afios ha sido la extraccion en fase so6lida (EFS).

V. 3.2.1.1. Extraccion en fase sélida

La extraccion en fase soélida (EFS; SPE: solid phase extration, siglas
en inglés) es una de técnicas mas utilizadas para la limpieza de la muestra en
CLAR. El término “extraccion en fase sélida” se debe a que el material soporte

utilizado es un soélido, a través del cual pasa un liquido o un gas.

La forma de operar consiste en hacer pasar el extracto que contiene
los analitos a estudiar sobre una fase sélida que los adsorbe de manera
especifica. Tras la adsorciéon, los analitos son extraidos con una pequefia

cantidad de disolvente que tiene mas afinidad por ellos que la fase sélida.

Generalmente, la extraccion se realiza en una pequefia columna,
denominada cartucho, de polipropileno donde la fase solida o absorbente se
empaca en forma de sandwich entre dos filtros (placas de polietileno con 20 um
de diametro de poro) y la fase liquida se hace fluir a través del mismo ya sea
por succiébn o por presion. La cantidad de fase solida es variable ya que
depende del volumen de muestra y de la concentracion de los analitos

presentes.

Las fases estacionarias empleadas en la EFS son similares a las

utilizadas en cromatografia liquida. De acuerdo con el caracter quimico del
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grupo funcional unido a la silice o al copolimero, las fases resultantes se
pueden clasificar en: no polares, polares o de intercambio iénico (Tabla 3). La
eleccion del disolvente va a depender de la naturaleza de la fase estacionaria.
La seleccion del sorbente dependera de las propiedades del analito, de su nivel

de concentracion y del disolvente en el que se encuentre.

Tabla 3. Materiales de relleno de los cartuchos de extraccion en fase solidal*7#i

Diamino - Intercam 1a§210r anidnico deébi
Amonio Cuaternario - (CHz2)aN*(CHs)sCl- Intercambiador anidnico fuerte
Acido Carboxilico - (CH2)sCOOH Intercambiador catiénico débil

Acido Sulfénico - CeH2S0.0H Intercambiador catiénico fuerte

Alamina , Sorbente polar

Florisil Silicato de magnesio activado Sorbente polar
Silicagel Sorbente polar
Tierra de diatomea , Sorbente polar
Ciano - (CH2):CN Sorbente de polaridad media
Amino - (CH2)sNH, Sorbente de polaridad media
Fenilo - GCeHs Sorbente no polar
Octilo - GCgHir Sorbente no polar

La aplicacion de esta técnica implica el cumplimiento de una serie de

pasos que se detallan a continuacién!*7®!:

i. Etapa de acondicionamiento. Consiste en la activacién del

adsorbente y de los grupos funcionales pasando un solvente apropiado a través
del cartucho. Para activar adsorbentes hidrofébicos (por ejemplo C-18) se usa
generalmente metanol o acetonitrilo, mientras que para los hidrofilicos (por

ejemplo silice) se usa hexano o cloruro de metileno.

ii. Etapa de carga de la muestra. Se aplica la muestra en la

parte superior del cartucho. Las interacciones entre las moléculas de la

muestra y la fase estacionaria controlan la retencién en el adsorbente. El
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material endégeno de la matriz puede pasar por la columna sin ser retenidos

mientras que los componentes de interés han de retenerse.

iii. Etapa de lavado: Permite la eliminacion de cualquier

resto de compuestos endogenos de la matriz que puedan interferir

manteniendo los analitos en el adsorbente. Se pueden utilizar un solvente o
una serie de solventes de fuerza creciente de eluciéon que eliminen la mayoria

de los contaminantes, mientras que los analitos de interés queden retenidos.

iv. Etapa de Secado: lLas trazas de solvente se eliminan

haciendo circular aire a través de la columna durante 2 a 10 minutos. Esta

etapa mejora el rendimiento de la extraccion.

v. Etapa de Elucidon: Se pasa un solvente adecuado por el

cartucho para eliminar la interacciéon analito-sorbente y eluir el 100% de los
compuestos de interés. El solvente adecuado debe tener la maxima interaccion
con el analito y una interaccion minima con las demas impurezas, dejandolas
en el lecho del adsorbente. El volumen de eluciéon ha de ser lo menor posible

para mantener alto el factor de concentracion.

Spanik y col.t*#9 usaron la extraccion en fase sOlida con diferentes
intercambiadores ionicos para la separacion y preconcentracion de amioacidos
contenidos en muestras liquidas. Para ello, utilizaron tres tipos de resinas
intercambiadoras: una de intercambio anionica fuerte, una de intercambio
aniénica débil y una de intercambio catiénico fuerte. Se observé que el
cartucho de intercambio cationico era el mas adecuado para la separacion y
preconcentracion de los aminoacidos en soluciones acuosas. La recuperacion
global del proceso de extraccidon se calculdé como el valor promedio de tres
mediciones encontrandose en un intervalo de 75 - 99% dependiendo del tipo de

aminoacido.
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La EFS, como se puede apreciar, implica una serie de etapas que
hace que el procedimiento sea tedioso y consuma tiempo en su ejecuciéon. Sin
embargo, en los Giltimos afos se ha logrado el acoplamiento de esta técnica con
los sistemas CLAR, permitiendo asi la automatizacion de algunas etapas del
tratamiento de la muestra. En consecuencia, se pueden llevar a cabo las etapas
de extraccion y eliminacion de los compuestos interferentes en linea,
disminuyendo en gran parte el tiempo de analisis y logrando una mayor

precision y exactitud en el método.

La automatizacién de la EFS se logra mediante el empleo de los
sistemas de columnas acopladas (Switching-Column: siglas en inglés)
introducidos por Huber y col.18ll y en los ultimos tiempos, han sido muy

utilizados en la limpieza de muestras y concentraciéon de los analitos.

V. 3.2.1.2. Automatizacion de la extraccion en fase soélida

Los sistemas de columnas acopladas comprenden todos los sistemas
en los cuales la direccion de la fase movil cambia por el uso de valvulas de alta
presion automaticas o manuales. Asi, el eluido de una columna se transfiere a
otra en determinado intervalo de tiempo. Por lo general, se utilizan diferentes
tipos de columnas. Consisten de una valvula manual o automatica y de dos o
mas columnas, dependiendo del numero de pasos que involucre el tratamiento
de la muestra. Por lo general, en la primera columna se realiza una extraccion
en fase sdlida de los analitos y limpieza de la muestra eliminando los
compuestos enddégenos de la muestra. Finalizado este proceso los analitos son
transferidos a la columna analitica donde tiene lugar su separacion y
subsecuente deteccién a la salida de la columna. Es importante sefialar que la
transferencia de una columna a la otra puede también realizarse con eluyentes

de diferente poder de elucion.
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Por lo general se utilizan cuatro modalidades, las cuales dependiendo
de la fase movil que realiza la transferencia y del origen de la misma se

clasifican en: directa, indirecta, reversa y de circuito (Figura 6).

Jandik y col.l*#2! desarrollaron un método automatizado que permitio
la eliminacion de los carbohidratos de las muestras previo a la determinacion
de los aminoacidos por cromatografia de intercambio anidnico con deteccion
amperométrica de pulso integrado. En este caso, el primer paso consistié en la
inyeccién de la muestra en el sistema y su transferencia a una columna de
intercambio catiénico de hidrégeno, donde los carbohidratos pasan a través de
ella mientras que los aminoacidos son retenidos. En este paso la fase movil
(fluido de limpieza) es agua, ya que es la Unica que permite que los
aminoacidos queden completa e inmediatamente retenidos en esta columna.
Posteriormente, la columna de intercambio catidénico se pone en serie con la
columna analitica de cromatografica de intercambio aniénico y se transfieren
los aminoacidos con la fase moévil (NaOH, pH 12,7), donde los aminoacidos se
separan sin ninguna interferencia por parte de los carbohidratos. Para cada
inyeccion de la muestra, el intercambiador catiénico se debe regenerar con
protones por lo que existe una etapa de reacondicionamiento antes de cada
inyeccion. Todo el procedimiento se automatizé6 y el método presenté una
reproducibilidad para cada aminoacido con una desviacion estandar promedio
del 3,9% (n=5) y un porcentaje de recuperaciéon para los analitos en un
intervalo de 73 — 100%.

La automatizacion de la EFS utilizando los sistemas de columnas
acopladas representa una excelente alternativa para la etapa de tratamiento de
la muestra. El procedimiento de limpieza y concentracion de la muestra es mas
selectivo, eficaz y rapido por lo que la frecuencia de analisis aumenta. En
consecuencia el costo por analisis disminuye, aumenta la seguridad del

operador y los procedimientos son menos contaminantes del medioambiente.
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Figura 6. Modalidades de los sistemas de columnas acopladas
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V. 4. Propuesta de trabajo v objetivos

Luego de una evaluacion critica de la bibliografia consultada se pudo
constatar que dentro de los métodos mas empleados en la determinacion de
aminoacidos, tienen un papel muy importante los métodos cromatograficos.
Particularmente la cromatografia de liquidos de alta resolucion ha tenido gran

aplicacién para el analisis de de aminoacidos.

Los aminoacidos, como ya lo hemos dicho, son de naturaleza polar y
su deteccion con los detectores convencionales de CLAR como UV y
fluorescencia no es posible debido a la ausencia de grupos cromoéforos o
fluoréforos en la estructura molecular de muchos de ellos. Por ello, las
reacciones de derivatizacién precolumna de estos compuestos no solamente
permiten su deteccion por UV-arreglo de diodos sino que ademas mejoran su
retencion y discriminacion en columnas con empaque apolares del tipo Cis. En
la revisidon bibliografica se reportan una gran variedad de reactivos
derivatizantes entre los que se destaca el isotiocianato de fenilo (PITC) que
reacciona tanto con los aminoacidos primarios, como con los secundarios de
acuerdo con el método propuesto por Bidlingmeyer y col.*®3 formando
derivados (PTC-AA) estables que pueden detectarse por UV entre los 240 y 255
nm.

Por otra parte, si bien la cromatografia liquida ha sido la técnica mas
utilizada y reportada en la literatura en el analisis de aminoacidos, la
cromatografia de gases también se puede utilizar para este fin. En algunos
casos, como hemos dicho, ya sea por la disponibilidad de la instrumentacion o

costos operacionales puede ser la mejor eleccion.

La cromatografia de gases es una técnica mas accesible a muchos

laboratorios de rutina y, si se combina con la espectrometria de masas como
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sistema de deteccion, el resultado es una metodologia analitica de elevada

selectividad y sensibilidad y amplio intervalo dinamico.

Sin embargo, la naturaleza polar de las moléculas de los aminoacidos

requiere que sean derivatizados previo a su analisis por cromatografia de gases.

El objetivo de la derivatizacion es hacer un analito méas volatil, menos
reactivo, y por lo tanto mejorar su comportamiento cromatografico. La sililacion
es el procedimiento de derivatizacibn mas ampliamente utilizado para el
analisis de aminoacidos por GC. Los reactivos de sililacion son populares

porque son faciles de usar y forman facilmente derivados.

En base a todo lo expuesto y atendiendo a: la disponibilidad de los
reactivos involucrados y a la infraestructura con que se cuenta en el
Laboratorio de Espectroscopia Molecular, dentro del marco de este capitulo de

la Tesis proponemos:

= Desarrollar y walider metodologias analiticas

utilizando Ila cromatografia lguido de «alta resolucidén y Ia
cromatografia de gases para evaluar el perfil de aminodcidos libres en

muestras de cacaos durante el beneficio postcosecha.

Para cumplir con esta propuesta de trabajo nos propusimos los
objetivos que se detallan a continuacion.

V.4.1. Objetivos

vl

V.4.1.1. Objetivos generales

¢ Desarrollar y validar un método automatico por
cromatografia liquida de alta resoluciéon en fase reversa con deteccion

UV-arreglo de diodos y con tratamiento de la muestra en linea para
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evaluar el perfil de aminoacidos libres en muestras de cacaos durante el

proceso de fermentacion y tostado.

¢ Desarrollar y validar una metodologia alterna por
cromatografia de gases con deteccion por espetrometria de masas para la

determinacion de los aminoacidos libres en las muestras de cacao.

V.4.1.2. Objetivos especificos
V.4.1.2. 1. Para cromatografia liguida de alta resolucién

¢ Optimizar un procedimiento de extraccion de los

aminoacidos desde las muestras de cacao.

% Optimizar la reaccion de derivatizacion entre el isotiocianato

de fenilo (PITC) y los aminoacidos

¢ Optimizar la etapa de separaciébn de los aminoacidos
derivatizados (PTC-AA) por cromatografia de reparto en fase reversa
utilizando una columna analitica del tipo Cis y la del detector UV con el

fin de obtener la mejor sensibilidad.

¢ Montar un sistema de columnas acopladas que permita
automatizar la etapa de extracciéon en fase sélida de los derivados de los

aminoacidos desde los extractos.

¢ Validar el procedimiento realizando estudios de precision y
exactitud.

¢ Aplicar la metodologia desarrollada en la determinacién de
aminoacidos muestras de cacao en diferentes etapas del proceso

postcosecha (fermentacién y tostado)
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V.4.1.2.2. Para cromatografia de gases

¢ Optimizar la reaccion de derivatizacion entre N,O-

Bis(trimetill-silil) trifluoroacetamida (BSTFA) y los aminoacidos.

¢ Seleccionar la columna analitica y optimizar un método por
cromatografia de gases y deteccién por espectrometria de masas que
permita la deteccion y cuantificacion de los derivados de los

aminoacidos.

¢ Aplicar la metodologia desarrollada para la determinacion de

los derivados de los aminoacidos de las mismas muestras de cacao.

V. 8. Parte experimental

g &

V. 5.1, Secciéon cromatografia liguida de alta resolucion
V.5.1.1. Reactivos y solventes

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico. El acido
acético (99.7%) de ANALAR, el acetato de sodio (99%, p/p) de MERCK, el
feniltiocianato (reactivo derivatizante, grado de secuencia proteinica) de SIGMA
y la trieltilamina (99%, p/p) de Aldrich.

Los patrones de los aminoacidos (DL-Aminacidos 99%, p/p) se
obtuvieron de Sigma (St. Louis, MO, USA).

Los solventes empleados, etanol y acetonitrilo, fueron de grado HPLC
provenientes de las casas comerciales J.T Baker (Pillipsburg N.J USA) y Fisher,
respectivamente. El agua utilizada se purificé en un sistema Milli-Q SP TOC
(Water. Millipore, Milliford, MA, USA).
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V. 5.1.2. Soluciones de trabajo
V. 5.1.2.1 Soluciones patrones de aminoacidos

Se prepararon soluciones acuosas de 17 aminoacidos presentes en el
cacao a una concentracion de 10.000 ug/mL. Para ello se pesaron 0,0500 g de
cada aminoacido y se disolvieron en agua Milli-Q hasta un volumen final de 5
mL, con excepcion del triptéfano que disolvié en acido clorhidrico diluido
(0,1M). Estas soluciones se almacenaron bajo refrigeracion a 4 °C y las
soluciones de trabajo de menor concentracién se prepararon semanalmente por

dilucion de éstas en agua Milli-Q.

V. 5.1.2.2. Fases moviles

Se dividen en dos tipos de fases moéviles, las utilizadas para la
limpieza de la muestra y las utilizadas para la separacion de los aminoacidos

en la columna cromatografica.

Las fases moviles empleadas en la etapa de limpieza de la muestra y

extraccion de los analitos fueron:

1) La fase movil de limpieza, de bajo poder de elucion consistio en una
solucion 2% de acetonitrilo en buffer acetato 0,05M (pH 5,1). El buffer acetato
se preparé a partir de una solucion 0,05M de acetato de sodio (CH3COONa)

cuyo pH se ajusté a 5,1 con acido acético concentrado (CH3COOH).

2) La fase movil de transferencia, con un poder de elucién mayor, se
preparé a partir de la fase limpieza y etanol en una relaciéon porcentual de
10:90 (v/v), y se utilizd para transferir los analitos desde la precolumna a la
columna analitica.
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Para la separacion de los aminoacidos en la columna analitica

también se emplearon dos fases:

1) Fase movil A: solucién al 2 % de acetonitrilo en buffer acetato 0,05M
(pH 5,1).

2) Fase movil B: una soluciéon de acetonitrilo:agua (60:40; v/v).

Todas las soluciones se filtraron a través de membranas de 0,45 pm
de diametro de poro (HV, Millex de Millipore) y se desgacificaron durante 20

min en un bafio ultrasénico (Branson 2210) antes de su uso.

V. 5.1.3. Muestras de cacao

El método desarrollado se aplicé a la determinacién de aminoacidos
en las muestras de cacao que se detallaron en el Capitulo III, seccion III.1,

pagina 42,
V. 5.1.3.1. Extraccion de los aminoacidos de las muestras de cacao

Un esquema del procedimiento de extraccion de los aminoacidos se

muestra en la Figura 7.

En un tubo de ensayo se pesaron 0,800 g de licor de cacao en polvo
desgrasado y se sometieron a un proceso de extraccién con 15 mL de agua
desionizada (18 Q). El tubo se coloc6é en un bafo ultrasénico a 70 °C durante
15 min. El extracto obtenido se dejo enfriar a temperatura ambiente y se
centrifugd a 2000 r.p.m. El sobrenadante se transvas6 a un matraz aforado de
25 mL, se enrasé con agua y se filtré al vacio utilizando filtros Millipore de 0,22
um (Waters Corporation. Milford, Massachussets USA). Finalmente, se tomaron
200 uL del filtrado, se realizd la reaccion de derivatizacién de los aminoéacidos y

se analizaron los derivados en el sistema cromatografico propuestof®i.
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Figura 7. Esquema del procedimiento de extraccién de los aminoacidos desde

el licor de cacao desgrasado.

V. 5.1.3.2. Reaccion de derivatizacion de los aminoacidos

Los derivados PTC-AA se prepararon de acuerdo con el método
propuesto por Bidlingmeyer y Coheni*®3l con algunas modificaciones a fin de
reducir el tiempo de reaccion. El proceso de derivatizacion, consistié en mezclar
100 puL. de la muestra y 200 uL de 1la solucién derivatizante
[Etanol:Trietilamina:Agua:PITC (7:1:1:1, v:viv)]. La reaccién de derivacion fue
asistida por radiacion de microondas en un horno de microondas doméstico
(LG Intelowave, MS-0745V) a una potencia de 340 W durante 40 seg.

V. 5.1.4 Instrumentacion

La determinacién de los aminoacidos en las muestras de cacao se
realizd por cromatografia liquida de alta resoluciéon con introducciéon de la

muestra en linea, empleando el instrumental que se detalla a continuacion:
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= Un cromatografo liquido marca Perkin-Elmer Serie 200,
provisto con una bomba cuaternaria de alta presion, un desgasificador
en linea para las fases moviles, un automuestreador, un horno con
modulo de control de temperatura para la columna, un detector UV-
Visible de arreglo de diodos y un computador digital provisto con un
Software TotalChrom (versién 6.3), que permite el control de todos los
componentes del sistema, asi como: el registro, almacenamiento y

procesamiento de los datos.

=> Una valvula de inyeccion manual Rheodyne modelo 7125 con
un bucle de 100 uL. Para el acoplamiento del sistema en linea se
emplearon dos valvulas selectoras Rheodyne de seis puertos marca
Supelco.

= Una bomba Knauer modelo 64 para suministrar la fase movil

de lavado.

= Una bomba Water modelo 515 para suministrar la fase de
movil para la transferencia de los analitos desde la precolumna 1 a la

precolumna 2.

= Una columna Oasis HBL de 20 mm de longitud, 3,9 mm de

diametro interno y 25 um de diametro de particula (Precolumna 1).

= Una columna Supelcosil™ LC-18 de 20 mm de longitud, 3

mm de diametro interno y 5 um de diametro de particula (Precolumna 2).

=> Una columna analitica Advantage Kromasil C18 100A de 150
mm de longitud, 3,0 mm de diametro interno (DI) y 3um de diametro de

particula (dp).

= Un pHmetro marca Orion Research modelo 701A/digital

ionalyzer para controlar el pH de las diferentes soluciones.

Wendy Josefina Orozco Contreras



Tesis Doctoral Aminoacidos

= Un barfio ultrasonico marca Branson modelo 2510.

V. 5.1.5. Procedimiento empleado

La determinacién de los aminoacidos se llevdé a cabo empleando un
sistema de columnas acopladas en la modalidad de transferencia en circuito,
utilizando dos valvulas automaticas. En este tipo de sistema, las columnas
(precolumna 1 y columna analitica) no estan conectadas en serie durante el
periodo de transferencia (Figura 8). El eluido de la precolumna 1 es enviado a
otra precolumna y al girar la valvula es transferido a la columna analitica. El

ciclo de analisis para este sistema consta de las siguientes etapas:

A. Inyeccion y lavado de la muestra
B. Transferencia

C. Analisis y reacondicionamiento

A. Inyeccion y purificacion de la muestra: Consiste en
la introduccion de la muestra en un bucle de 100 puL a través de un inyector
automatico, la muestra es arrastrada hasta la Precolumna 1 (columna Oasis
HLB) por la fase mévil de lavado (linea naranja), la cual es suministrada por la
Bomba 1 a un flujo de 1,5 mL/min. Bajo estas condiciones los derivados de los
aminoacidos son retenidos en la Precolumna 1 mientras los compuestos
endogenos presentes en la muestra son eliminados y llevados al desecho
durante un tiempo de lavado de 0,5 min. En este tiempo, la valvula VS1 se
encuentra en la posicion de carga. Simultaneamente, la fase movil de anélisis,
suministrada por Bomba 3 circula por la Precolumna 2 (Supelcosil™ LC-18) y la

columna analitica a un flujo de 1,7mL/min (linea azul)(Figura 8).
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Figura 8. Sistema de columnas acopladas en su modalidad de transferencia

en circuito. Valvulas VS1 y VS2 en su posicion de carga.

B. Transferencia: En esta etapa, la valvula VS1 y la

valvula VS2 cambian a la posicion de inyeccion permitiendo asi que la
Precolumna 1 se acople en serie con la Precolumna 2 (linea punteada morada).
Durante este proceso, la fase movil de mayor poder de eluciéon (Bomba 2: fase
de transferencia) pasa por la Precolumna 1 en sentido inverso a la fase de
lavado a un flujo de 1,8 mL/min y transfiere a la fraccion de muestra que
contiene a los analitos hasta las Precolumna 2, donde se retienen. El tiempo de
transferencia es de 0,13 min (Figura 9). Culminado este tiempo la valvula VS2

cambia a su posicion de carga, finalizando la transferencia.
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Figura 9. Sistema de columnas acopladas en su modalidad de transferencia en

circuito. Valvulas VS1 y VS2 en su posicion de inyeccién.

C. Analisis y Lavado: Durante esta etapa, la fase de

elucion proveniente de la Bomba 3 lleva a los analitos de la Precolumna 2 a la
columna analitica dando inicio a su separacion y deteccion por espectroscopia
ultravioleta a una longitud de 254 nm. Posteriormente, luego de 7 minutos
valvula VS1 retorna a su posicion de carga, asegurando de esta manera la
eliminacion de cualquier resto de muestra en la Precolumna 1 y su reequilibrio

con la fase movil de lavado para una nueva inyeccion (Figura 10).
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Figura 10. Sistema de columnas acopladas en su modalidad de transferencia

en circuito. Valvulas VS1 y VS2 en su posicion de carga.

V.5.1.6. Resultados y discusiones
V.5.1.6.1. Optimizacion de la reaccién de derivatizacion

En el Laboratorio de Espectroscopia Molecular contabamos con el
reactivo isotiocianato de fenilo (PITC) que reacciona tanto con los aminoacidos
primarios como con los secundarios formando derivados (PTC-AA) estables que
pueden ser detectados por espectroscopia ultravioleta. Por ello se selecciono

como reactivo derivatizante para el desarrollo de este trabajo.

La derivatizacion de los aminoacidos con PITC se llevdo a cabo de

acuerdo con el método propuesto por Bidlingmeyer y Coheni!®3 pero con
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algunas modificaciones que realizamos con el fin de disminuir tiempo

involucrado en la reaccion.

V.5.1.6.1.1. Método de derivatizacion de Bidlingmeyer y Cohen!*&3l,

El mecanismo de la reaccién de derivacion se presenta en la Figura
11, donde el PITC reacciona con el grupo amino N-terminal del aminoacido en
condiciones levemente alcalinas para formar un aducto, feniltiocarbamato

(PTC-AA), que puede detectarse por UV entre los 240 y 255 nm.

En este ensayo, la etapa de derivatizacion se realizd en un tubo de

ensayo pequeno.

TN & | /L
P / N i
H ™ { i piL SO wiT Dy

\');‘//%.//? s ':; 154 \r

AMINOACIDO C/’ é
‘ |
S

PITC PTC-AMINOACIDO

Figura 11. Mecanismo de reaccion del PITC con los aminoacidos.

Se tomaron 20 uL de una mezcla de dos patrones de aminoacidos
(acido glutamico y treonina) y 20 uL de una solucién de
etanol:agua:trietilamina (2:2:1; v/v). Esta mezcla se sec6 al vacio con un flujo
de nitrégeno por 5 min. El reactivo derivatizante consistia en una mezcla de
etanol:trietilamina:agua:PITC (7:1:1:1; v/v). Para la formacion de los derivados
feniltiocarbamato se adicionaban 20 uL de este reactivo a la muestra seca, se

tapaba el tubo de ensayo y se dejaba reaccionar por 20 min a temperatura
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ambiente. Finalizado el tiempo de reacciéon se eliminaba el exceso de reactivo
por evaporacion al vacio con un flujo de nitrégeno. Posteriormente el derivado
se reconstituia en 1 mL de agua y se inyectaban 20 pL en el cromatdgrafo. En
la Figura 12 se muestra un esquema del procedimiento utilizado por los

investigadores.

20pL de muestra + 20pL Etanol:Agua: Trietilamina (2:2:1)

{Aplicar vacio N,

Residuo seco
| 20 uL de Reactivo derivarizante
[Etanol: Trictilaminoa:Agua:PITC (7:1:1:1)]

Tiempo de derivatizacion:
20 min a 25 °C

,: {Aplicar vacio N,

Residuo seco

{ mL de Agua

20 uL al Cromatografo liuido

Figura 12. Esquema del procedimiento de derivatizacién de los aminoacidos de

acuerdo a Bidlingmeyer y Cohen!?#:!

En nuestro caso, en un principio reprodujimos la metodologia
Bidlingmeyer y Cohen!'#¥! para la formacion de los derivados y realizamos un
estudio trabajando a temperatura ambiente y variando el tiempo de reaccion
con el fin de ver si lo podiamos reducir. Se evalué el efecto del tiempo de
derivatizacion sobre el rendimiento de la reaccion. Para ello se realizd la
reaccion de derivatizacion a 2,5, 5, 10, 15 y 20 minutos. Los resultados
obtenidos se muestran en la Figura 13, donde se graficé las areas obtenidas

para los picos de los derivados de acido glutamico y treonina en funcion del
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tiempo de reaccion. Se puede observar que a medida que aumenta €l tiempo de
derivatizacion hay un incremento en el area de los picos, pero luego de los 15

minutos de reacciéon los cambios en las areas de los picos eran poco

significativos.
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2000000 A
7 A A
=) 1500000 - J—
: @ M:r,-mwﬁ“‘?"”'”“mw%ﬂ
k g 1000000 - -
«O-Acido Glutamico
500000
A Treonina
0 v . . . . . . r ,
o 25 5 7,5 10 12,6 15 17,5 20 22,5
Tiempo de reaccion (min)

Figura 13. Efecto del tiempo de derivatizacién sobre el rendimiento de la

reaccion

En base a estos resultados pensamos que el tiempo de la reaccion era
muy largo y que lo podriamos disminuir estudiando el efecto de la temperatura
sobre la velocidad de la reaccidon de derivacion. Adicionalmente, la experiencia
que se tiene en el Laboratorio en el uso de las microondas, nos indujo a pensar
que podriamos utilizar como forma de calentamiento la radiacién con

microondas en lugar del calentamiento convencional con bafio Maria.

Como dijimos en el capitulo anterior, la aplicacién de las microondas
a los sistemas quimicos representa un nuevo método para acelerar las
reacciones quimicas, con el consiguiente ahorro de tiempo. En general, al

utilizar el método asistido por microondas es comun que:

* Las condiciones de reaccién sean mas suaves
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* Los tiempos de reaccion sean mas cortos
* Se obtengan rendimientos mas altos

Concretamente, las microondas interaccionan con las moléculas de
agua, desde la frecuencia de 2450 MHz, incrementando la velocidad de
calentamiento. En presencia de las microondas, las reacciones quimicas
experimentan una fuerte aceleracion, bien sea por la interaccion directa de los

reactivos 0 bien indirectamente por medio del disolvente.

V. 5.1.6.1.2. Reaccion de derivatizacion asistida por microondas

En un vial se colocaron 20 pL de una solucién mezcla de los patrones
de acido glutamico y treonina y se le adiccionaron 20 uL de etanol y 20 uL de la
solucion del reactivo derivatizante [etanol:trietilamina:agua:PITC (7:1:1:1; v/v)].
Esta mezcla se someti6é a radiacion por microondas en un horno de microondas
doméstico (LG Intelowave, MS-0745V). Se optimizaron: el tiempo de irradiacion,
el nivel de potencia y la relaciéon (v/v) entre la cantidad de aminoacido y

reactivo derivatizante.

A. Tiempo y potencia de irradiacion: Uno de los
parametros fundamentales es la potencia de irradiacién ya que es la que
establece la temperatura a la que se realizara la reacciéon y el otro es el tiempo
de irradiacién. Los primeros experimentos se realizaron a una potencia de
radiacion en 200W. Inicialmente se fijé6 un valor bajo de potencia teniendo en
cuenta que la reaccion reportada por Bidlingmeyer y Cohen!!83! se realizaba a
temperatura ambiente. Para evaluar el efecto del tiempo de irradiaciéon sobre la
reaccion se seleccionaron cuatro valores: 20, 30, 40 y 60 segundos a la
potencia de radiacion en 200W. En la Figura 14 se muestran los resultados

obtenidos.
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Figura 14. Efecto del tiempo de irradiacion a una potencia de 200W

Se puede observar que a medida que se aumenta el tiempo de
irradiacion hay un incremento progresivo en el area de los derivados, lo que
permitié pensar que todavia podia quedar parte de los analitos sin reaccionar

con el reactivo derivatizante.

En vista de ésto se decidid6 aumentar la temperatura aumentando la
potencia de irradiacion. Para ello se fijé la potencia de irradiacién a 340 W y se
estudiaron los mismos tiempos de reacciéon. Los resultados se muestran en la
Figura 15, en este caso se puede apreciar que las areas de los picos de los
derivados aumentaron significativamente hasta un tiempo de 40 seg; para

valores superiores las areas permanecen casi constantes.

Estos resultados nos indicaron que se podia disminuir
significativamente el tiempo de reaccién de 20 min a 40 seg aumentando la
temperatura de la reaccion utilizando la radiacién por microondas como forma
de calentamiento. En este punto es importante sefialar que no se evaluaron
valores superiores de la potencia de irradiacién a 340 W debido a que esta
reportado en la literatura la degradacion del reactivo PITC a altas temperaturas
11841 Por lo tanto se establecié como tiempo 6ptimo de irradiacién 40 seg a una

potencia de 340W, como un buen compromiso entre un rendimiento muy
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similiar al que se obtiene cuando se aplica la metodologia de Bidlingmeyer y

Cohen!!#3! pero con una disminucion muy importante en el tiempo de reaccion

(Figura 16).
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Figura 15. Efecto del tiempo de Irradiacién a una potencia de 340W
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Figura 16. Comparacion de las area obtenidas por el método de derivatizacion
tradicional (15 min a temperatura ambiente) y utilizando microondas (40 seg a
340W).

B. Relacion reactivo derivatizante:analito (vfv): De
acuerdo con el mecanismo de reacciéon del PITC con los aminoacidos (Figura
11), la relacién estequiométrica es de 1:1. Sin embargo, en la matriz a analizar

se encuentran alrededor de 15 aminoacidos por lo que es necesario asegurarse
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que la relacion reactivo:aminoacido es la adecuada para derivatizar a todos los
aminoacidos presentes en la muestra. Para ello, se realizé6 un estudio variando
el volumen del reactivo derivatizante en 8, 12, 20, 40, 60 uL y el volumen de
aminoacidos en 20, 50 y 100 uyL para varios aminoacidos. Los resultados se
muestran en la Figura 17. Se puede observar un maximo de rendimiento de la
reaccion para la relacidén aminoacido:reactivo derivantizante la 1:2 (v/v) por lo

que se seleccioné para el resto de los analisis.

1000000 , 2 Alanina -a-Tirosina -o-Leucina -o-Fenilalanina
200009 1 ’ (Mﬁ,
800000 4
< 700000 o ag ~w~ ,MMWMMWWWWMW
5 600000 M_,,«,M*““”"'
: 500000 4 MWWWNWMMmm,,_,,.,u
2 400000 -
< 300000 - ) 0 O o
200000 - 1 O
AW\ wm,waA A
0 . . : '
{1:0,4) (1:0,6) (111) m2) .
Relacion Aminoacido:Reactivo Derivatizante

Figura 17. Relacion entre los aminoacidos y el reactivo derivatizante

V.5.1.6.2. Sistema de columnas acopladas

La optimizacion de los parametros instrumentales del sistema de
columnas acopladas se llevo a cabo utilizando el método univariado, es decir,
variando un parametro a la vez, para lo cual se realizaron los siguientes

estudios:

= Seleccion de la precolumna de extracciéon en fase sélida
de los derivados PTC-AA (precolumna 1) y optimizacién de las fases de
lavado y de transferencia y sus flujos de circulacion.
= Optimizacion de la separaciéon de los PTC-AA en la
columna analitica (composicion de la fase elucion, pH, temperatura y
Wendy Josefina Orozco Contreras
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flujo) para lograr una buena resolucién entre los analitos y un tiempo
de analisis satisfactorio.

— Montaje del sistema de columnas acopladas y
determinacion de los tiempos para los cambios de las valvulas

selectoras de columnas de la posicion de carga a la de inyeccion.

V.5.1.6.2.1. Optimizacion de la extraccion en fase solida de los PTC-AA

Se estudio:

1. La seleccion del material de empaque de la precolumna
de extraccion (fase estacionaria) a fin de obtener la maxima

retencién de analitos (PTC-AA) durante la etapa de limpieza.

2. La seleccion de la fase mévil de limpieza, la cual, debe
permitir la retencion de los PTC-AA en la fase estacionaria de la
precolumna y la eliminacion del mayor numero de compuestos
endogenos de la matriz para evitar su posible interferencia durante

la separacion.

La seleccion de estos parametros dependen de las propiedades
fisicoquimicas de los analitos a separar. Se sabe que los aminoacidos son
especies anfoteras; su estructura y propiedades fisicoquimicas se encuentran
influenciadas por el pH de la soluciéon que los contiene. Ademas, debido a las
diferentes caracteristicas del grupo R que posee cada uno de ellos, existe una
variacion de su polaridad, lo que influye en su interaccién con el empaque de
la columna. Sin embargo luego de la reacciéon de derivatizacién no solo se
mejora la deteccion de los aminoacidos, sino que también se aumenta su
caracter hidrofobico como consecuencia de la presencia del grupo fenilo en su

estructura molecular.
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Tomando en cuenta lo anterior, se estudié el comportamiento de una
columna Qasis HBL (2,0 cm x 3,0 mm (DI) y con un diametro de particula de
25 um) en la extracciéon en fase solida de los PTC-AA durante la etapa de
limpieza de la muestra. Este tipo de columnas se caracterizan por presentar un
relleno con balance hidrofilico-lipofilico, es decir, su composicion consiste de
una proporcion equilibrada de dos monémeros quimicamente diferentes. Esto
permite la retencién de los compuestos polares a través de interacciones
dipolo-dipolo con el monémero de N-vinilpirrolidona (caracter hidrofilico) y la
retencién de los compuestos no polares mediante fuerzas de Van de Waals con
el monémero de divinilbenceno (caracter lipofilico)!*# 1861, En la Figura 18 se

muestra la estructura del empaque de este tipo de columnas.

. DIVIMILBENCENO

A
EQUILIBRIC HIDROFILICO-LIPOFILICO

Figura 18. Composicion del empaque Oasis HBL

Uno de los mayores beneficios del empleo de este tipo de columnas es
que se puede aumentar la selectividad al variar el pH y la proporciéon entre
solvente organico y agua en la fase moévil. De esta forma, modificando estas
variables se puede aumentar la retencién de los PTC-AA. Si los analitos son
muy polares o ionizables, tendran menor retencion en la fase estacionaria de la
columna y para eluirlos se pueden utilizar fases méviles débiles (acuosas con

bajo contenido en solvente organico). Por otra parte, si al modificar el pH de la

Wendy Joseﬁna Orozco Contreras



Tesis Doctoral  Aminoacidos

fase movil, los analitos se encuentran bajo su forma neutra, tendran mayor
afinidad por el empaque de la columna y seran retenidos por interacciones
hidrofobicas con la superficie de la fase estacionaria. Por ello, para eluirlos se
necesitara de fases moviles mas fuertes, con contenidos elevados del solvente
organico. En la Figura 19 se muestra un diagrama donde se puede observar el

comportamiento descrito para los empaques OASIS.
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Figura 19. Comparacion del factor de retencion (k) y el pH para compuestos

acidos, basicos y neutros

Todas estas caracteristicas convierten a los empaques Oasis en una
excelente eleccion para llevar a cabo el proceso de EFS de los PTC-AA y fue

seleccionada la columna OASIS HLB para la realizacion de este trabajo.

Para estudiar el comportamiento de los analitos en la precolumna
OASIS HLB durante las etapas extraccion y limpieza, se conecté la precolumna
directamente al detector UV de arreglo de diodos y se optimizé la composicion
de la fase movil de extraccion y lavado y sus flujos de circulacion. En nuestro
caso para lograr la retencion de los analitos se vario el pH y la proporcion de
solvente organico. Para ello, se inyectaron en la precolumna 100 yL de un
blanco y de los derivados de dos patrones de aminoacidos. Se seleccionaron el

acido aspartico y la lisina que de acuerdo a sus estructuras moleculares
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podrian formar los derivados menos retenido y el mas retenido en la
precolumna. Para la deteccién de los PTC-AA se fijo la longitud de onda del

detector UV-arreglo de diodos en 254 nm.

Los mejores resultados se obtuvieron con la moévil constituida por una
solucion al 2% acetonitrilo (MeCN) en buffer acetato 0,05M (pH 5,1) circulando
a un flujo de 1,0 mL/min. A este pH los derivados PTC-AA se encontraban bajo
su forma molecular favoreciendo su retencién por interaccién hidrofébica con
la superficie de la fase estacionaria de la columna Oasis. Adicionalmente un
tiempo de 0,5 min (tiempo de lavado) permitia eliminar los compuestos

endogenos de la matriz sin pérdida de los PTC-AA.

El tiempo de lavado se establecié entre el tiempo en que finalizaba de
eluir de la precolumna todo el material endégeno de la matriz y el tiempo en
que comenzaba a eluir de la misma el PTC-AA menos retenido (PTC-acido
aspartico) (ver Figura 20). La identificaciébn de estos tiempos permitira
establecer el programa de tiempo en las valvulas selectoras al momento de

acoplar todo el sistema.

1.: Trempo de lavado-> 0,5 min

Tx: Tiempo en que comieza a eluir el analito
menos retenido -» 0,60 min

Ts: Tiempo en que termina de eluir el analito
mads retenido - 1,2 min

Tx: Tiempo en que fermina de eluir el reactivo

LOMPUESTOS ANALITOS Reactv derivatizante > 7 min

ENDOGENOS DERIVATIZANTE

Figura 20. Condiciones 6ptimas para establecer los tiempos de limpieza de la

muestra y extraccion de los analitos en la columna.

Seguidamente se procedié a estudiar el proceso de transferencia de
los analitos desde la precolumna a la columna analitica. Durante esta etapa se

eluyen los PTC-AA de la precolumna en el sentido inverso al que fueron

Wendy Josefina Orozco Contreras



Tesis Doctoral | Aminoacidos

)

introducidos con el fin de comprimir los picos de los analitos. De esta forma, se
evita una pérdida de eficiencia y como consecuencia de resolucion entre ellos

durante su separacién en la columna analitica.

En ese sentido, se evaluaron la naturaleza y composicion de la fase
movil de transferencia y su flujo de circulaciéon. Como solvente organico se
utilizd etanol; su composiciéon porcentual en la fase movil se varioé entre 50 y
90% y los flujos de circulacién se estudiaron entre 1,2 y 2,2 mL/min. El mejor
resultado se obtuvo empleando como fase mévil una solucién de 90 % etanol
en un buffer de acetato 0,05M (pH 5,1) (v/v) circulando a un flujo de 1,8

mL/min.

En este punto es importante sefialar que la optimizacion de esta etapa
fue la mas critica para la automatizacion de la EFS. Se necesitaba una fase
movil con gran poder de elucibn para comprimir todos los picos
cromatograficos de los PTC-AA presentes en las muestras de cacao para que
pudieran transferirse en el menor tiempo posible al loop de inyeccion en la
columna analitica. En ese momento en el sistema en lugar de la Precolumna 2,
habia un loop de inyeccion. Sin embargo la utilizacion de la fase 90 % etanol en
buffer de acetato 0,05M (pH 5,1) (v/v) para transferir los derivados desde la
precolumna OASIS al loop como solvente de la muestra a inyectar creaba
muchos problemas, como la pérdida de eficiencia en la separacion del los PTC-

AA en la columna analitica.

La eficiencia de una columna cromatografica, que se evalila por el
numero de platos tedricos (N), se describe por el ensanchamiento del pico que
ocurre cuando un compuesto pasa a través de la columna. En condiciones
ideales, el ancho del pico s6lo depende de los procesos que tienen lugar dentro
de la columna cromatografica y por ello depende mucho de las caracteristicas
fisicas del empaque y de las dimensiones de la columna. Sin embargo varios

componentes del cromatografo son responsables de un ensanchamiento
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adicional lo que lleva a una pérdida de la eficiencia. En la optimizacion de la
eficiencia de una separaciéon influye la inyeccién de la muestra tanto el
volumen y masa de la muestra inyectada asi como la naturaleza del solvente

que la contienet?®%161],

Para un analisis por CLAR la muestra a inyectar en el equipo debe
reunir varias condiciones, entre ellas, la solucibn a inyectar debe ser
compatible y miscible con la fase mévil. Es recomendable que el solvente de
disoluciéon de la muestra sea la misma fase mévil o en su defecto, un solvente
de menor poder de elucién que la misma. Si la fuerza de elucién del solvente es
mayor es posible que los componentes migren rapidamente en la cabeza de la

columna produciendo ensanchamiento y deformaciones de los picosti¢4,

La separacion de los PTC-AA en la columna analitica con una buena
resolucion en un tiempo corto es un desafio importante. Para lograrla se debe
trabajar bajo condiciones de méaxima eficiencia en la separaciéon en todo
momento. Nuestro problema influia directamente ya que el solvente de la
muestra tenia mayor fuerza de eluciéon que la fase movil que se utilizaba para

su separacion de los PTC-AA en la columna analitica.

Por ello para poder evitar este problema se sustituyo el loop de
inyeccion por una precolumna donde se transferian los PTC-AA desde la
columna OASIS y quedaran retenidos para posteriormente transferirlos a la
columna analitica pero con la fase movil de elucion que se utilizaba en la

columna analitica.

En ese sentido se sustituyo el loop por una precolumna Supelcosil™
LC-18 (Precolumna 2) y se estudiaron el flujo al que debia circular la fase movil
de transferencia antes mencionada y el tiempo de transferencia. Un flujo de 1,8
mL/min durantes un tiempo de 0,13 seg permitieron obtener, en el
cromatograma, las mayores areas para los picos de los PTC-AA y por ello se

fijaron para el resto de los analisis.
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V. 5.1.6.2.2. Separacion de los derivados en la columna analitica
La separacidon cromatografica de los PTC-AA se llevd a cabo por
cromatografia en fase reversa y la optimizacién de la separacion se realizo en
términos de la resolucion, a fin de poder obtener un valor comprendido entre

1,0 y 1,5, criterio aceptado cuando la muestra contiene mas de 10 analitosi*#71,

La resolucion (Rs) se refiere al grado de separacion de los
componentes de una mezcla en un sistema cromatografico y se puede calcular
a partir de los datos del cromatograma utilizando la siguiente ecuacion

(Ecuacién 1).

k": factor de capacidad

Re: VN (a-1) (k)

N: numero de platos teodricos de la
columna (factor eficiencia)

4 o (k'+D

a: factor de separacion

Ecuacion 1. Determinaciéon de la resolucion

Esta ecuacion es una relacion fundamental en la optimizacién en
cromatografia de liquidos puesto que resume las variables que se deben
optimizar experimentalmente para obtener la Rs deseada en la separacién.

Ellas son: retencién (k°), eficiencia de la columna (N) y selectividad (a).

Asi, k”y a son parametros de retencién que estan relacionados con la
constante de distribucion del equilibrio de los analitos entre la fase
estacionaria y la fase mévil. Por ello dependen de: la naturaleza de la fase

estacionaria, la naturaleza y composicion de la fase moévil y de la temperatura.

Por otra parte, N (numero equivalente de platos teéricos) es un
parametro cinético que determina la eficiencia de la columna y que se

manifiesta en la forma de los picos, finos y simétricos. Depende: de la velocidad
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del flujo al cual circula la fase movil y de los parametros fisicos de la columna

como longitud, diametro, diametro de la particula del empaque, etc.

De esta forma, podemos cambiar las condiciones de una separaciéon
optimizando cada una de estas variables experimentales.

En base a lo antes expuesto, se selecciondé una columna Kromasil Cis
[150 x 30 (DI) mm, 3um (dp)] que tiene un empaque apolar del tipo
octadecilsilano y que permite la retencion de los PTC-aminoacidos por

interacciones hidrofobicas.

Para lograr la separacion de los PTC-AA con la mayor resolucién
posible se optimizé la naturaleza y composicion de la fase movil y el flujo de

circulacion de la misma.

La selectividad de la fase moévil depende del tipo de interaccion de la
misma con los componentes de la muestra. La magnitud de las interacciones
para cada solvente fue tabulada y clasificada por Snyder en 8 grupos
distintivos, de acuerdo a sus propiedades basicas, en un esquema triangular
(triangulo de selectividad de Snyder)!*®Y. Tomando en cuenta esta clasificaciéon
se pueden seleccionar las mezclas de solventes adecuadas para obtener una

buena selectividad en la determinacién de los analitos en estudio.

Por lo general, la separacion de los PTC-aminoacidos se lleva a cabo
utilizando un buffer en un intervalo de pH entre S y 7, a fin de asegurar que los
derivados formados se encuentre en su forma moleculari!®¢!, El control del pH
en la fase movil es fundamental ya que afecta significativamente las posiciones
de elucion de algunos derivados. En vista de esto, se considerd como fase
movil inicial una solucién de buffer acetato 0,05M (pH = 5,1), y se ensayaron
diferentes modificadores organicos para disminuir los tiempos de retencion y
mejorar la selectividad entre los analitos durante la separaciéon. Por tal motivo,

se estudi6 el efecto del metanol, el acetonitrilo y mezclas de los mismos en
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soluciones acuosas y soluciones de buffer acetato, variando su composicion

porcentual entre 40 y 60 %.

Ademas, debido al nimero de analitos (al menos 15 PTC-AA)
presentes en la muestra, su separaciéon en la columna no se puede realizar en
la modalidad isocratica empleando una fase movil constituida Gnicamente por
el buffer acetato (fase movil A)i*89, Por ello utilizamos un gradiente de elucion
donde se establece un programa de gradiente que permite variar la
composicion de la fase movil a lo largo de la separacion. De esta forma, se va
aumentando el poder de eluciéon progresivamente para conseguir separar todos

los componentes de la mezcla en un tiempo razonable.

Adicionalmente, se estudio el flujo de circulacion, la cual se varié
entre 1 a 1,7 mL/min. El fluyjo no es una variable que discrimine en la
separacion cromatografica, sin embargo influye en la eficiencia permitiendo
obtener picos finos y simétricos que mejora significativamente la resolucion.
De esta forma se optimizaron todas las variables mencionadas y los mejores
resultados se obtuvieron para una fase movil constituida por: solucién A: una
solucion al 2% de acetonitrilo en de buffer acetato 0,05M (pH 5,1) (solucion de
menor poder de elucién) y, solucién B: una solucion 60% de acetonitrilo en
agua (60:40; v/v)) (solucion de mayor poder de elucién), operando con el

gradiente de elucién que se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Programa del gradiente de elucion

0 100 0

1 5 min 100 0

2 31 min 52 48

3 2 min 0 100 L7 45°C
4 5 min 0 100

5 2 min 100 0

a A: 2% MeCN en buffer acetato 0,05M (pH 5,1), b B: 60% MeCN en agua
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La temperatura de la columna es otro parametro que puede influir en

la optimizacién de una separacion cromatografica.

En nuestro caso en particular, la temperatura no influyé en Ia
selectividad, sin embargo si en la eficiencia ya que permitié6 disminuir la
viscosidad de la fase mévil. Por ello, se fijo una temperatura de la columna de

45 °C que nos permitié trabajar a flujos altos, generando presiones moderadas
en la cabeza de la columna.

En las Figuras 21 y 22 se muestran los cromatogramas obtenidos
bajo las condiciones cromatograficas optimizadas al inyectar 20 pL de un
blanco y de una mezcla patréon de los 15 aminoacidos derivatizados. En estas
figuras, los ultimos 5 picos, en ambos cromatogramas, corresponden al
reactivo derivatizante y se puede apreciar como la presencia de éstos afecta la

visibilidad de los picos de los derivados como consecuencia de gran
absortividad que posee.

3 37.54 5 340.4?
B 10 1 %

3 404 ¢

3 ¥ §
520,063 i {

3 }
wooo 304 32%&21 é@

3] -1 :
4000 6.31 ;S %

4 204 j §§ ;L
A 0.7 ?& EE ,35;,; \%

B 213 H H
360,007 }%; ,ﬁ&_ 206,54 30&2'5 284;‘23 %i‘w %
= ¢ 4 A% W N M

Figura 21. Cromatograma obtenido para un blanco.
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Figura 22. Cromatograma obtenido para una mezcla de patrones de 15 ug/mL

de los 15 aminoacidos

La identificacion, tanto de los tiempos de retencién como el orden de
elucion de los PTC-AA se realizé inyectando de forma individual cada uno de
ellos y finalmente se inyecté una mezcla de todos los patrones para comprobar

la resolucién de los picos cromatograficos. En la Tabla 5 se presentan los
tiempos de retenciéon de los PTC-AA.

En el cromatograma (Figura 21) también se puede observar que a
pesar de que todos los aminoacidos se encontraban a la misma concentraciéon
(30 ug/mL), las areas de los picos eran diferentes. Este comportamiento podria
atribuirse a las diferencias en la estructura de cada derivado. Si bien el grupo
cromoforo, que se introdujo en las estructuras moleculares de los aminoacidos

durante la derivatizaciéon, es el mismo para todos, cada uno de éstos
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presentaban ya una variacion en el grupo R. Esto, se reflejaria en las diferentes
absortividades molares que presentan los derivados y en consecuencia una

variacion en el area de cada pico.

Tabla 5. Tiempos de retenciéon de los PTH-AA

Acido Aspartico Asp 2,29 Valina Val 18,72
Acido Glutamico Glu 2,96 Metionina Met 19,31
Serina Ser 3,62 Isoleucina lle 23,23
Glicina Gly 4,18  leucina Leu 23,65
Alanina Ala 8,88 Triptofano Trp 26,36
Treonina Thr 9,47 Lisina Lis 28,08
Prolina Pro 11,68 Fenilalanina Phe 25,51
AVAY VA pervatmane P 8730 43,59

V.5.1.6.2.3. Montaje del sistema de columnas acopladas

Una vez determinadas las condiciones para llevar a cabo la limpieza y
extraccion de los analitos en la precolumna, asi como las mejores condiciones
para su separacion en la columna analitica, se procedi6é a ensamblar el sistema
completo de columnas acopladas en su modalidad de transferencia en circuito,
utilizando dos valvulas automaticas (VS1 y VS2) (Figura 8). Esta etapa consiste
en establecer el programa, en el software del equipo, indicando los tiempos en
que deben girar las valvulas automaticas para cumplir con las etapas de
limpieza de la muestra, transferencia de los PTC-AA a la precolumna de
inyeccion y su posterior transferencia a la columna analitica para su
separacion y deteccion. También se deben programar los tiempos de

regeneracion de las precolumnas para estar en condiciones para una nueva

Wendjz Josefina Orozco Contreras



Tesis Doctoral Aminoacidos

inyeccion. En la Tabla 6 se presenta el programa de tiempos de las valvulas

selectoras utilizado.

Tabla 6. Programa de tiempos de las valvulas selectoras de columnas

Carga 0 mi La muestra se inyecta en la precolumna 1 y tiene ugar e
Carga lavado de la muestra
. Finaliza el lavado y comienza a pasar la fase movil de
Inyecciéon .
. transferencia por la precolumna 1.
0,50 min . L. ..
. Por la precolumna 2 circula la fase mévil de separacién
2 Inyeccion s
de la columna analitica
1 Inyeccion . Inicia la transferencia de los analitos de la precolumna 1
0,55 min
2 Carga a la precolumna 2
. Termina la transferencia de los analitos desde la
2 Carga 0,68 min
precolumna 1 a la precolumna 2
.. . Se inicia la separacion de los PTC-AA en la columna
2 Inyeccion 0,69 min s
analitica
Todo el reactivo derivatizante se ha eliminado de la
1 Carga 7 min precolumna 1 y se inicia su reacondicionamiento para la
siguiente inyeccion.

Posteriormente se procedio a evaluar el programa de tiempos de las
valvulas automaticas sobre la separacion de los PTC-AA en la columna
analitica.

En este punto fue necesario realizar algunas modificaciones al
gradiente de elucion establecido inicialmente (Tabla 4). Los cambios realizados

se presentan en la Tabla 7.

En las Figuras 23 y 24 se muestran los cromatogramas obtenidos
bajo estas condiciones para una solucién patrén mezcla de todos los PTC-AA y
para una muestra de cacao tratada de acuerdo al procedimiento descrito. Se
observa que los picos asociados al reactivo derivatizante desaparecieron
mejorando asi la visualizacion de los picos de los PTC-AA. Esto nos muestra

que el procedimiento de limpieza de la muestra en el sistema de columnas
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acopladas fue efectivo. Adicionalmente el tiempo de corrida disminuy9, en la

Tabla 8 se presentan los nuevos tiempos de retencion de los PTC-AA.

Tabla 7. Programa de gradiente de elucion para la separacion de los PTC-AA en

el sistema de columnas acopladas

1 0,5 100 0

2 6,5 100 0

3 24 65 35

4 2 0 100 1,7 45
5 3 0 100

6 2 100 0

aA: 2% MeCN en buffer acetato 0,05M (pH 5,1), *B: 60% MeCN en agua

Figura 23. Cromatograma de la separacion de los PTC-AA obtenido en el
sistema de columnas acopladas a partir de una mezcla de patrones de

aminoacidos de concentracion de 30 ug/mL
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Figura 24. Cromatograma de una muestra de cacao en el sistema de columnas

acopladas.

Tabla 8. Tiempos de retencion de los PTH-aminoacidos en el sistema de

columnas acopladas.

Acido Aspirtico Asp 2,63 Tirosina Tyr 18,51

Acido Glutdmico Glu 3,27 Valina Val 19,84

Serina Ser 4,26 Metionina Met 20,47
Glicina Gly 4,81 Isoleucina Ile 24.47
Alanina Ala 9,39 Leucina Leu 24,84
Treonina Thr 10,09 Fenilalanina Phe 26,74
Prolina Pro 12,60 Triptofano Trp 27,68
Lisina Lis 29,63
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Por otra parte, se observa una buena resoluciéon entre los 15
aminoacidos en un tiempo de corrida bastante aceptable de 30 minutos. El
gradiente de elucién utilizado fue muy adecuado ya que si comparamos el
tiempo de corrida con los reportados en la literatura, este valor se encuentra en

un punto intermedio entre 12 min y 45 min.

En la Tabla 9 se resumen las condiciones optimizadas para todo el
procedimiento que permitieron obtener la separacion de todos los PTC-AA
presentes en las muestras de cacao con una buena resolucion y sin

interferencias de matriz.

Tabla 9. Resumen de las condiciones optimizadas de todo el sistema utilizado

en la determinacién de aminoacidos en muestras de cacao empleando un

sistema de columnas acopladas en su modalidad de transferencia en circuito

Inyeccion de la

Posicion de Inyeccidn.

Posiciéon de carga

muestra Valvula automatica de 6 puertos (# 1): Volumen de inyeccién:
{Tiempo = O Posicion de carga 1 derivado
i) Valvula automatica de 6 puertos (# 2):

Limpieza de la

muestra Columna de extraccion:
{Tiempo = 0,50 Qasis HBL
min} {2,0 cm x 3,0mmm; 28pum)

Transferencia de
los analitos:
{Tiempo = 0,13

Precolumna C18

Valvula automatica de 6 puertos (# 1):

Posicion de inyeccidn

Valvula automatica de 6 puertos (# 2):

min) Posicion de inyeccidn
Lavado de
precolumna 1 Valvula automatica de 6 puertos (# 1):
{Tiempo = 7 Posicidn de inyeceidn
maiz)

Separacion en la Valvula automatica de 6 puertos (# 2):
columna Posicién de carga.
analitica Columna analitica:

{Tiempo = 37,8 Advantage Kromasil C18 100A
mmndns) {150mm x 3,0 mu; 3pum)
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V.5.1.7. Validacion del método analitico
La validacién del método propuesto se realizé evaluando la linealidad,
precision, exactitud, limites de deteccion y los limites de cuantificacion para

PTC-AA asi como también el efecto de matriz.

V.5.1.7.1. Exactitud y Precision

La exactitud del método se estimé6 a través de estudios de
recuperacion. Se analizaron soluciones derivatizadas de muestras de cacao
enriquecidas con los aminoacidos a diferentes niveles de concentracion. En la
Tabla 10 se resumen los resultados obtenidos, se observa que los porcentajes
de recuperacion se encuentran entre el 81 y el 109 % para todos los casos, con
un coeficiente de variacién menor al 3,85 % (n= 3). Estos valores nos indicaron
que existia un buen rendimiento en todos los procesos de extraccion del

procedimiento ya que las recuperaciones para los analitos fueron cuantitativas.

La precision del procedimiento se estimé a través de la medicion de
las areas de los picos de 5 réplicas de soluciones aminoacidos derivatizadas por
el procedimiento descrito, tanto de patrones acuosos como de muestras de
cacao enriquecidas con los analitos a los niveles de concentracion estudiados.
En las Tablas de 11 a 16 se presentan los resultados obtenidos para el analisis,
durante un mismo dia y en diferentes dias para los diferentes PTC-AA. La
precision se expreso en funcion del coeficiente de variacion (C.V.) y se encontro
que, en el caso de los analisis realizados en un mismo dia el C.V. fue inferior al
2,5 % lo que corresponde a una muy buena precision del procedimiento. En el
caso de los analisis realizados entre dias, el coeficiente de variacion fue menor

a 3,5 %, lo que aseguré una buena estabilidad del sistema cromatografico.
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Tabla 10. Estudios de recuperacion para el método propuesto en muestras de cacao

101,24 1,74

105,18 0,78

Acido Glutamico 100,46 1,30
104,68 0,75

109,51 0,12

88,95 1,82

Serina 107,43 2,53
107,98 0,92

99,96 2,28

Glicina 106,14 1,82
105,11 1,11

95,61 0,86

Alanina 108,86 0,16
101,99 0,811

99,18 1,92

Tirosina 109,41 0,64
106,79 0,35

97,08 0,48

Valina 103,57 3,02
102,56 0,91

. . 96,40 1,38
Metionina 107,23 3.82
98,24 0,97

Isoleucina 105,80 0,63
101,23 1,27

95,68 0,30

Leucina 10,79 1,02
107,98 1,43

98,66 0,82

Fenilalanina 109,23 0,73
109,21 0,27

85,33 2,38

Triptofano 109,59 1,62
105,93 0,70

99.4 1,33

Lisina 106,99 1,85
103,52 0,35
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Tabla 11. Caracteristicas analiticas del método propuesto para patrones acuosos de aminoacidos acidos

Acido 7,5~ 45 pug/mL Y =8378,2 X 0,9983 1,40 1,45
Aspartico 0,60 1,92
0,61 3,45

Acido 7,5-45 pg/mL Y =19797 X 0,9983 1,59 1,09
Glutamico 0,40 0,78
0,49 1,21

Tabla 12. Caracteristicas analiticas del método propuesto para patrones acuosos de otros aminoacidos

Lisina 7,5-45pug/mL Y= 14027 X 0,9802 0,82 2,08
0,58 1,67

0,31 0,78

Serina  7,5-45pug/mL Y =41949 X 0,9974 1,53 2,86
0,20 0,46

1,14 3,38

Glicina  7,5-45 pg/mL  Y=71155X 0,9997 0,65 1,45
1,96 3,03

0,84 1,07

Treonina 7,5-45 pg/mL Y = 30215 X 0,9944 0,98 1,95
0,25 0,92

0,12 0,94
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7,5-45pg/mL Y = 49987X 0,0964 0,61 1,28

0,43 1,51

0,93 2,09

Alanina 7,5 - 45 ug/mL Y = 30996X 0,9971 0,59 1,45
0,52 0,77

0,12 0,65

Fenilalanina 7,5~ 45 pg/mL Y = 23351X 0,9934 0,73 2,48
0,89 1,57

0,09 0,59

Valina 7,5 - 45 pg/mL Y = 54109X 0,9926 0,43 0,94
0,11 0,50

0,50 1,46

Tirosina 7,5-45 pg/mL Y = 12036X 0,9983 0,88 1,91
0,59 1,07

0,21 0,67

Isoleucina 7,5~ 45 pg/mL Y = 31590X 0,9934 0,44 1,53
0,58 1,12

0,27 0,61

Prolina 7,5-45 ug/mL Y = 48021X 0,9971 0,79 1,06
0,18 0,50

1,5 2,10

Metionina 7,5 - 45 pg/mL Y = 35375X 0,9905 0,87 1,49
0,53 0,90

7 0,09 0,32

Triptofano 7,5 -45 pg/mL Y = 5380,3X 0,9906 2,47 2,87
0,82 1,40

0,30 1,82

Wendy Josefina Orozco Contreras

W



Tesis Doctoral | Aminodacidos

Tabla 14. Caracteristicas analiticas del método propuesto para los aminoacidos acidos en muestras de cacao

4
e

Acido 7,5 - 45 pg/mL Y = 8605,6X + 0,9994 1,60 2,48
Aspartico 11645 1,17 2,17
0,32 0,67

Acido 7,5 —-45 pg/mL Y = 20209X + 0,9983 0,66 0,62
Glutamico 31299 0,26 0,44
0,29 0,20

Tabla 15. Caracteristicas analiticas del método propuesto para otros aminoacidos en muestras de cacao

Lisina 7,5-45 pg/mL Y = 14753X + 0,9988 0,55 0,86
57148 0,58 0,21

0,17 0,58

Serina  7,5-45pg/mL Y = 45630X + 0,9977 0,16 0,36
34046 0,65 1,25

0,64 0,97

Glicina  7,5-45pg/mL Y = 72233X + 0,9981 0,70 1,72
222622 0,88 1,15

0,66 0,73
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Tabla 16. Caracteristicas analiticas del método propuesto para los aminoacidos hidrof6bicos en muestras de

cacao

Leucina 7,5-45 ug/mL Y = 52320X + 0,9977 0,18 i 0,11

316165 0,58 2,00
0,80 0,84
Alanina 7,5-45pg/mL  Y=31212X+ 0,9986 0,51 0,55
61868 0,21 0,50
0,99 2,08
Fenilalanina 7,5-45 ug/mL Y =25439X + 0,9996 0,57 0,60
116529 0,55 0,88
0,27 0,37
Valina 7,5 - 45 pg/mL Y =54312X + 0,9991 0,18 0,33
230151 1,08 1,07
0,62 0,98
Tirosina 7,5-45 ug/mL Y =12558X + 0,9987 0,61 0,75
110620 0,47 1,04
0,28 0,49

Isoleucina 7,5-45ug/mL Y = 33406X + 0,9997 0,53 0,38
94184 0,27 0,45
1,19 1,64
Prolina 7,5-45 ug/mL Y =46538X + 0,9964 0,65 0,42
988123 1,35 1,55
1,21 1,63
Metionina 7,5-45pg/mL Y =36979X + 0,9912 1,14 1,03
66793 0,26 0,40
1,27 1,16
Triptofano 7,5 -45 ug/mL Y = 5472X + 0,9923 0,55 0,86
6867 0,58 0,21
0,17 0,58

Wendy Josefina Orozco Contreras



V.5.1.7.2. Linealidad del método y efecto de la matriz

Para determinar la linealidad del método y estudiar el efecto de la
matriz en el analisis, se realizaron curvas de calibrado de soluciones patrones
de los aminoacidos en un intervalo de concentracion entre 7,5 y 45 ug/mL y de
muestras de cacao enriquecidas con los aminoacidos a los mismos niveles de
concentracion utilizando el método de adicion de estandar (Figuras 25 y 26).
Cada curva de calibrado incluyé al menos una serie de seis puntos y un blanco
y se midieron un minimo de tres veces cada uno. Todas las muestras se
procesaron por €l método propuesto y se evaluaron en el sistema
cromatografico optimizado. Se pudo observar que existia linealidad en las
curvas de calibrado de todos los aminoacidos en los intervalos de
concentracién estudiados con valores para los coeficientes de correlacion

r2>0,9900 (n=7) para todos los casos.

1400000 - H H
Fenilalanina
1200000 -
1000000 -
800000 Cu de

adicion estandar

Area

. 600000 -
Curva de
400000 - calibrado
200000
o s v : ’ *
0 10 20 30 40 50

Concentracion (pg/mL)

Figura 25. Curva de calibrado para la fenilalanina en el intervalo de
concentracién estudiado en la solucién patrén y en el licor de cacao

enriquecido con los analitos
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Figura 26. Curva de calibrado para la Isoleucina en el intervalo de
concentracion estudiado en la solucion patron y en el licor de cacao

enriquecido con los analitos

Adicionalmente, se evalué estadisticamente la linealidad de las

curvas. El estadistico de prueba que se utiliza se presenta en la Ecuaciéon 211431,

t = Ecuacion 2. Estadistico de prueba
T

Se asume como hip6tesis nula “la no correlacién entre X e Y?, donde X
se refiere a la concentracion e Y al area de pico del analito. La zona de

aceptacion (ZA) de esta hipoétesis con un 95% de confianza esta dada por:

ZA = {T] -tj1.a/2:02< T < +t{1.0/2in-2) }
ZA = {T | -to,9753) < T < +tj0,975;3) }

ZA={T/-3,182<T< 3,182}
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Si el valor observado de T (tr calculado) es mayor que el t tabulado (t -
+ 3,182) se rechaza la hipétesis, siendo la correlacion lineal significativa con
una probabilidad del 95%.

En la Tabla 17 se muestran los resultados obtenidos para el calculo
del estadistico t,, donde se observa que el tr calculado se encuentra fuera de la
zona de aceptacion de la hipétesis nula, se puede entonces concluir que existe

una correlacion lineal entre la concentracion y €l area de pico de los analitos

Tabla 17. Valores del estadistico ¢r calculado para el coeficiente de regresion

lineal del método propuesto.

Acido Aspartico 41,97 Tirosina 41,97
Acido Glutamico 41,97 Valina 20,06
Serina 33,92 Metionina 17,68
Glicina 99,98 Isoleucina 21,24
Histidina 37,76 Leucina 28,82
Alanina 32,12 Fenilalanina 21,25
Treonina 23,08 Triptofano 12,19
Prolina 32,12

Se evalud el efecto de la matriz comparando las pendientes de las
rectas de regresion de las curvas de calibrado de patrones acuosos con las de

adicion de estandar (Figura 25) aplicando el estadistico t de Student.

El estadistico t de Student (t), permite estimar con un 95 % de
confianza si existe diferencia significativa entre la pendiente de la curva de
adicion estandar y la de calibrado. El calculo de t se realizd mediante la

ecuacion 3i142,146]

Wendy Josefina Orozco C onireras
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1 - B2
t= Ecuacién 3 Determinacion del estadistico t
\ Sp?  +  Spf
SCH SCXE

Los subindices 1 y 2 hacen referencia a la curva de adicion estandar y
de calibrado, respectivamente. En la Tabla 18 se define cada parametro de esta

ecuacion y la manera como se determinat*#3i,

Tabla 18. Parametros asociados a la determinacion del t.

Varianza ponderada del grupo de datos para la curva de
calibrado y de adicién estandar
‘,f’v . o s \\
. | (§Pxy)*/ } - /(:‘ﬁ’ﬁ*xy— e/
Sevi = | Y /scxy | T SEy2 - * [scx, |
spz Qf’r‘*z m | / 4
Y n = 2+ ny ~ 2
Cuadrado de la concentracion de cada grupo
SCx; - SCx; vyz _ (LX) - noz (Y)Y
SC, = LX7 — Yl oy SC, = LY: -~ ‘n
Suma de productos de las concentraciones de cada grupo
- WA
Spxy: - Spxy2 SPxy = vz> X ¥, — LXK ’””‘y‘//;@
et
n; - nz Numero de medidas

La hipoétesis a prueba es que “no existen diferencias significativas
entre las dos pendientes de las curvas estudiadas”, es decir B1 = B2 y cuya zona

de aceptacion se encuentra en el siguiente intervalo:
ZA={T | -t(1-a/2;n-2) < T < +t(1-a/2;n-2)}

ZA = { T /| -£(0.975;3) < T < +t(0.975;3)}
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ZA={T [ -2.776 <T < 2.776)

En la Tabla 19 se muestran los valores obtenidos de t para cada
analito y se observa que todos ellos entran dentro del intervalo de aceptacion
de la hipétesis nula, por lo que se puede decir que no existen diferencias
significativas entre las pendientes de ambas curvas para un nivel de confianza
del 95 %. En consecuencia no hay interferencia de la matriz en el
procedimiento propuesto. Por ello, es posible utilizar el método propuesto para
la evaluaciéon de aminoacidos en muestras de cacao mediante el empleo de

curvas de calibrado.

Tabla 19. Valores de t calculado para la determinacién del efecto matriz sobre

el procedimiento de propuesto

Acido Aspartico 0,91 Tirosina 1,36
Acido Glutamico 0,63 Valina 0,09
Serina 2,46 Metionina 0,96
Glicina 0,64 Isoleucina 1,25
Lisina 0,58 Leucina 1,26
Alanina 0,21 Fenilalanina 1,96
Treonina 0,45 Triptofano 0,2
Prolina -0,73

V. 5.1.7.3. Limite de deteccion, limite de cuantificacion

Los limites de deteccion y de cuantificacion definidos como la

concentraciéon de los analitos que cumplen con una relaciéon sefial:ruido de 3:1

y 10:1 respectivamente se presentan en la Tabla 20. Los resultados permiten
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concluir que el método propuesto permite evaluar los aminoacidos en las

distintas muestras de cacao

Tabla 20. Limites de detecciéon y cuantificacion de cada aminoacido

Aminoacidos Limite de deteccién Limite de
(ug/mkL) cuantificacién (pg/mL)

Acido Glutamico | 0,05 0,10
Acido Aspartico 0,04 0,09
Serina 0,06 0,10
Glicina 0,05 0,09
Lisina 0,06 0,10
Alanina 0,05 0,09
Treonina 0,08 0,10
Prolina 0,04 0,10
Tirosina 0,05 0,08
Valina 0,04 0,09
Metionina 0,09 0,10
Isoleucina 0,05 0,09
Leucina 0,05 0,09
Fenilalanina 0,04 0,08
Triptofano 0,04 0,10

V. 5.1.8. Anailisis de muestras de cacao

Se analizaron muestras de cacaos venezolanos a diferentes dias de
fermentacion, O dias, 1 dia, 2 dias, 3 dias hasta 7 dias de fermentacion,
dependiendo de la variedad de cacao (criollo, trinitario y forastero). En la

Figura 27 se presentan los resultados obtenidos, correspondientes al contenido
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de los aminoacidos libres presentes en los granos de cacao en funcion del
tiempo de fermentacién. Se observa un incremento progresivo de la cantidad de
aminoacidos a medida que transcurre la fermentacién, con un maximo al
tercer dia para los cacaos criollos y en el séptimo dia para los forasteros (IMC -
67) y trinitarios (ICS - 1). De igual forma, es importante destacar que todas la
muestras estudiadas presentaron un contenido apreciable de aminoacidos

libres en ausencia de fermentacién (t=0).
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Figura 27. Tendencia de los aminoacidos durante el proceso de fermentacion

en muestras de cacaos
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Estos resultados concuerdan con los reportados por Cros y coli®®#ien
relacion a los cacaos Sanchez de Republica Dominicana. En este caso, los
granos sin fermentar presentaban un contenido de aminoacidos libres cercano
al 0,2% en peso, que aumentaba a lo largo del proceso de fermentacion.
Hashim, P y col.I*?l, también observaron la misma tendencia al estudiar cacaos
hibridos provenientes de Malasia, a medida que transcurria la fermentacion
habia un incremento casi lineal de la concentracion de los aminoacidos libres
hasta el 4° dia, luego del cual los valores permanecian relativamente
constantes hasta el final de la fermentaciéon. Kirchhoff y coli®®,, justifican este
comportamiento sobre la base de un efecto conjunto de los aminoacidos
presentes en los granos sin fermentar y de la actividad proteolitica que se

genera dentro de los granos durante la etapa de fermentacion.

Para profundizar este estudio y poder entender mas a fondo los
procesos que se desarrollan durante la fermentacion, en las Tablas 21 - 30 (en
Anexos, paginas 288-297) se detalla el contenido individual de aminoacidos
para cada una de las muestras estudiadas. En funcion de estos resultados se
grafico el contenido de aminoacidos acidos, aminoacidos hidrofébicos y otros
para los distintos dias de fermentacion (Figuras 28-30). En todos los casos
estudiados, se observa el aumento progresivo del contenido de aminoacidos
libres y los hidrofobicos son los que muestran un mayor incremento durante la
fermentacion, comportamiento que algunos investigadores como Voigt y coli%%
han asociado a la actividad proteolitica de ciertas enzimas sobre las proteinas
de reserva que tienen los granos de cacao, especificamente sobre las vicilinas o
globulinas 7S. Las enzimas involucradas en este proceso son la
endoproteinasa aspartica (pH optimo 3,5) y la carboxipeptidasa (pH o6ptimo
5,8). La primera actiia sobre las proteinas de reserva degradandolas a
oligopéptidos con residuos de aminoacidos hidrofobicos con extremos
carboxilo-terminall’?®,191,122] L3 segunda actiia en los extremos carboxilo-

terminal de los oligopéptidos, liberando por esta via aminoacidos hidrofébicos

[24,193]
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Figura 28. Tendencia de los aminoacidos durante el proceso de fermentaciéon de cacaos criollos
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La tendencia observada en estas figuras ya ha sido descrita con
anterioridad por varios investigadores, en base a estudios realizados con

diferentes variedades de cacaosi<®:24,29

Sin embargo, las cantidades individuales obtenidas en este trabajo
difieren de las reportadas por los otros autores, tanto para los granos sin

fermentar como los fermentados!*#sl,

Estas diferencias pueden estar asociadas a la actividad enzimatica,
que estd muy influenciada por algunos parametros propios de la etapa de
fermentacién como son: la cantidad de granos que se fermenten y el numero de
remociones que se realice, los cuales a su vez tienen una influencia directa

sobre la temperatura y el pH del proceso.

La masa de cacao que se fermenta se relaciona directamente con la
cantidad de calor que producen los microorganismos. Por su parte, la remocion
de los granos permite la aireacion de los mismos, lo que conlleva a una
regulacion tanto de la acidez del producto como de la velocidad del proceso
fermentativoi*®8l, Un exceso de aireacién da lugar a bajas temperaturas y, en
consecuencia a una disminucion de las velocidades metabdlicas asi como

también una alta concentracion de acido acético.

La carboxipeptidasa que es la responsable de la liberacion de los
aminoacidos hidrofobicos, disminuye su accién a bajas temperaturas y pH
elevados, ya que sus condiciones 6ptimas de acciéon se dan a un pH cercano a
S5 y a temperaturas sobre los 45 °Ci?”l. En este sentido, la cantidad de
aminoacidos y oligopéptidos liberados durante 1la protedlisis varia

considerablemente de un cacao a otro.

Las Figuras 28-30 muestran un segundo comportamiento: la
disminucion en el contenido de aminoacidos acidos (acido glutamico y acido

aspartico) durante los primeros dias de fermentaciéon. Seiki!’®s!, observé un
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comportamiento similar para el acido glutamico al realizar la fermentacion en
cestas y rumas, mientras que Hashim y col??l,, sélo observaron una pequena
disminucién del acido aspartico durante los dos primeros dias de esta etapa.
De acuerdo con Kirchhoffl?3:241 no se puede asegurar que ningun otro
aminoacido, ademas de los acidos, disminuya su concentracién en Ila
almendra, ya que cualquier degradacion puede ser compensada por su
formacion proteolitica, especialmente para el caso de los aminoacidos

hidrofébicos.

Los resultados obtenidos que muestran las Tablas 21-30 y la Figura
31 permiten diferenciar los cacaos fermentados de los no fermentados en

funcién del tipo de aminoacido que predomine en la almendra.

Los granos de cacao sin fermentar presentan cantidades pequenas de
aminoacidos libres (2,33 - 5,96 g/Kg) pero con alto contenido de aminoacidos

acidos (entre el 15 y el 63 % dependiendo del tipo y la variedad de cacao.

Por €l contrario, los granos de cacao bien fermentados, presentan un
mayor contenido de aminoacidos libres entre 9,07 - 16,90 g/Kg con un
predominio de aminoacidos hidrofobicos (entre el 56 y 72%) y una disminucién
bastante drastica, de mas del 25%, de los aminoacidos acidos hacia el final de

la fermentacion.

Este comportamiento concuerda con los resultados reportados por
Hashim9 y Kirchhofl23:24], para cacaos provenientes de Malasia y Ghana,
donde los granos sin fermentar, secos y libres de grasa presentan cantidades
pequenias de aminoacidos libres (2,25 - 6,24 g/Kg) y los granos bien
fermentados, secos y libres de grasa provenientes de Africa poseen entre 8 — 14
g/Kg de aminoacidos libresi’“l, Ellos reportan que la relacion aminoéacidos
hidrof6bicos:acidos:otros varia de 30:18:52 en granos sin fermentar a 46:6:48
en granos fermentados para los cacaos de Malasia y de 33:30:37 a 58:16:26

para los granos provenientes de Ghana

Wendfy Josefina Orozco Contreras



Tesis Doctoral  Aminoacidos

14 - )
DAcidos Hidrofébicos [Otros [DTotales

12 A
-~
o
X
2 109 2 %
0 0 ©
n ©
2 8 1
"]
[~}
2 6 4
0
3 .

X
P X
< )
2 A Aol |
o : o .
Zea 2004 Zea 2004 IMC - 67 IF.IiC 2003 IMC - 67 IF.IC 2003 1SC - 1 IF.IC 2002 ISC - 1 IF.IC 2002
0 horas 72 horas 0 horas 168 horas 0 horas 168 horas

Muestras de cacao

Figura 31. Cambios de los aminoacidos libres entre el primer y ultimo dia de fermentacién para distinto tipos

de cacao

Wendy Josefina Orozco C onireras



Tesis Doctoral % Aminoacidos

Esta relacion permite apreciar como el contenido de aminoacidos
acidos es mayor en los cacaos sin fermentar que en los cacaos
fermentados, asi como también que estos Ultimos presentan un mayor

contenido de aminoacidos hidrofébicos.

En nuestro caso los resultados obtenidos siguen la misma
tendencia que lo reportado por Hashimi?°! y Kirchhof?3:24, A manera de
ejemplo para el forastero IMC-67, que seria equivalente a los
anteriormente mencionados, la relacién hidréfobos:acidos:otros para uno
de los ciclos estudiados fue 41:15:44 en los granos sin fermentar y de 72:

4: 25 en los granos fermentados.

Como ya se menciond con antelaciéon, al final de la fermentacién
los aminoacidos predominantes son los hidrofébicos, en este trabajo se
encontr6 que las concentraciones de leucina, fenilalanina, valina, alanina e
isoleucina aumentaron significativamente durante esta etapa. Rohan y
col®4l,, observaron el incremento de aminoacidos durante la fermentacion,
aunque este aumento solo se observé para la leucina, fenilalanina y valina.
Por su parte, Seike{*®%l, Hashimi<“! y Kirchhoff!?3:24 también encontraron
considerables cantidades de aminoacidos hidrofébicos como la leucina,
fenilalanina, alanina y tirosina, los cuales se asocian con la formacion del
aroma del cacao, debido a su elevada reactividad con los azucares

reductores.

Los resultados obtenidos permiten inferir entonces que los
aminoacidos son liberados en cantidades limitadas y poco constantes, pero
este proceso esta muy influenciado por el pH y la temperatura que se
desarrollan durante la fermentacion. Ademas, los cacaos fermentados
pueden diferenciarse de los no fermentados por la cantidad de
aminodacidos libres y la relacion aminoacidos hidrofébicos/aminoacidos

acidos presentes en la almendra.
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También se realiz6 un estudio comparativo del contenido de
aminoacidos libres presentes en las distintas variedades de cacao criollos
provenientes de un mismo ciclo de cosecha y fermentacion. Estos

resultados se presentan en la Figura 32.

Se pueden apreciar diferencias significativas entre las distintas
variedades de un mismo tipo de cacao. En un principio se podria atribuir
este comportamiento a diferencias genéticas entre las variedades
estudiadas. Sin embargo, los cacaos criollos meridefio San Juan y
meridefio Zea son cacaos genéticamente equivalentes pero cultivados en
zonas diferentes. Por este motivo, las diferencias de composicion
observadas no se pueden atribuir exclusivamente al genotipo, son el
producto de la influencia combinada de diversos factores: variedad,

condiciones de cultivo y cosecha y tratamiento postcosechall=:28:29.48,192]
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Figura 32. Estudio comparativo de aminoacidos libres en distintas

variedades de cacaos criollos
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En vista de lo anterior, varios investigadores han estudiado los
cambios en los niveles de aminoacidos libres en el transcurso de la
fermentacién y han podido constatar que muchos parametros tienen efecto
sobre la composicién final, tales como: condiciones climaticas durante la
formacién del fruto, el grado de madurez de las bayas, el estado
nutricional de la planta madre, el material genético, ademas de las

condiciones de fermentacion y secadol?®l,

El analisis de las muestras IMC - 67 (Figura 33), refleja
claramente esta situacion. Estas muestras provienen de un mismo tipo y
variedad de cacao, pero fueron recolectadas en distintos periodos del afio
(ciclos) y ademas, en cada ciclo se realizaron dos fermentaciones

dependiendo de la maduracién que presentaba la mazorca.

L of. OAcidos [ Hidrofobicos [@MOtros [ Totales
g’ 16 1 :
9 14
0
¢ 12, .
8 S
= 10
n o
2
0
‘®
=}
£
£
g
IMC - 67 IF.IC 2003 IMC - 67 IF.IIC 2003 IMC - 67 HIF.IC 2003
Muestras de cacao forastero (IMC - 67)

Figura 33. Estudio comparativo del contenido de aminoacidos libres en
una variedad de cacao forastero (IMC - 67) para distintos ciclos de cosecha

y periodos de fermentacién en un mismo afio.
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En la grafica de la Figura 33 se observa también como hay un
ligero aumento en el contenido de aminoacidos hidrofébicos en la segunda
fermentacion en relacion a la primera para las muestras IMC-67 IF.IC
2003 y IMC-67 IIF.IC 2003 respectivamente. De acuerdo con Portillo y
col.i¥7} la demora en el desgrane y apertura de las mazorcas origina un
incremento brusco de la temperatura durante la fermentacion, lo cual
puede favorecer los procesos de protedlisis y en consecuencia la liberacion

de aminoacidos hidrofébicos.

En el caso de las muestras recolectadas en distintos ciclos y afios
(Figura 34), se observa que tanto para cacaos forasteros como trinitarios la
variaciéon en el contenido de aminoacidos es mucho mas pronunciada. En
este caso, no sélo influyen los parametros mencionados anteriormente sino
que también los tratamientos postcosecha (tipo de fermentacion, tiempo
de fermentacion, frecuencia de volteo, condiciones del secado) y de las
condiciones climaticas de la zona en donde se cultive la planta y donde se
lleven a cabo los procesos de fermentaciébn y secado (temperatura,

radiacion solar, precipitaciones).

Al final de la fermentacién, el contenido de humedad en las
almendras es ligeramente superior al 60% y, de acuerdo con las normas
COVENIN, debe reducirse hasta valores de un 6 a 7% antes de almacenar,
vender, transportar y/° exportar los granos. Un contenido de humedad por
debajo de estos valores, hace que la cascara del grano se torne quebradiza
mientras que valores superiores, hacen que €l grano sea susceptible al
ataque de hongos y adquiera olores desagradablesi*®l, De acuerdo con
Zambrano y coli*”l,; el secado es un proceso fisico, quimico y mecanico el
cual se puede llevar a cabo de forma natural (por exposicion de los granos
al sol) o de forma artificial (mediante equipos con corrientes de aire
caliente). La eleccion de cualquiera de estos métodos va a depender de las

caracteristicas de cada tipo de cacao, de la cantidad de mazorcas
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recolectadas y de las condiciones climaticas que prevalecen después

recoger las mazorcasi!®®l,
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Figura 34. Estudios comparativos del contenido de aminoacidos libres en
muestras de cacao forasteros (IMC - 67) y trinitarios (ICS - 1) en distintos

anos de fermentacion.
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La etapa de secado es importante. En ella contintia la fase
oxidativa de la fermentacion que influye en la disminucién de la
astringencia, amargor y acidez del grano. Como las enzimas toman parte
en los cambios quimicos que ocurren al inicio del secado, este proceso no
debe ser muy rapido pues la temperatura elevada y el bajo contenido de
humedad pueden causar la inactividad de las enzimas, antes de que se
hayan completado los cambios quimicos esenciales!*?198 En nuestro
caso, no nos suministraron muestras tomadas a diferentes tiempos
durante la etapa de secado. Por lo tanto, no se pudo determinar la funcién
respectiva del secado en la formacion de los compuestos, implicados en el

sabor final.

De acuerdo con Crosi*®l, como ya se menciono, €l aroma del cacao
proviene de distintas fuentes: una fraccion inicial (presente en la almendra
fresca), una fraccién desarrollada durante la fermentacion y secado y por
ultimo por una fraccion que se genera durante el tostado. En la etapa de
fermentacién se forman los precursores necesarios para poder obtener el
aroma especifico del cacao en el tostadoi!®?l. Varios autores han reportado
que el aroma y sabor a chocolate en los granos de cacao es exclusivo de los
granos fermentados posteriormente secados y tostados. En los granos que
son tostados, sin una etapa previa de fermentacién, no se obtiene ese

sabor tipico en el cacaoi!®1,195,200,201]

El desarrollo térmico del aroma de cacao es un fendémeno
realmente complejo, que depende de las condiciones de tiempo y
temperatura en las que se realice el tostado, asi como de la composicion
quimica del granof202l, Para la seleccion de las condiciones de tostado,
como lo hemos mencionado con anterioridad, se deben considerar
diferentes factores, entre los que se destacan: tipo de cacao, origen,
tratamiento postcosecha y el grado de tostado que se deseei?®3l. Por lo

general, se trabaja a temperaturas de 110 °C, 130 °Cy 145 °C para cacaos
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criollos, trinitarios y forasteros, respectivamente con tiempos entre los 25 y

30 minutos.

En nuestro caso, los resultados obtenidos para las muestras
durante esta etapa, indican que el tostado ocasiona una disminucion
drastica de la concentracion de aminoacidos libres en las tres variedades

de cacao estudiadas (Figuras 28-30 y Tablas 21-30).

Nuestros resultados estan en concordancia con los reportados
por Rohan y coli?%% quienes concluyen ademas que esta degradacion
muestra una correlacion lineal con el tiempo de calentamiento; la
disminucion de cada aminoacido va a depender de las condiciones bajo las

cuales se realice el tostado.

De acuerdo con Jinap. S y coli?%?l,) la intensidad del sabor del
cacao puede estar asociada con la presencia de metilpirazinas y, los
aminoacidos hidrofébicos podrian ser sus precursores potenciales. Por
tales razones, la disminucién en la concentracién de aminoacidos a
medida que transcurre la torrefacciéon (Figuras 28-30) se debe a su
participacion en la degradacion de Strecker durante la reaccién de
Maillard, que se ve favorecida por las altas temperaturas. Esta condicion
facilita la interaccion del grupo amino de los aminoacidos con los grupos

carbonilos de los azuicares reductores.

En la literatura se pueden encontrar varios trabajos cuyos
resultados avalan esta premisa, ya que tras el tostado de los granos se
observa un aumento significativo en la concentracion de metilpirazinas a
la par de una disminucién de los aminoacidos libresi®329%1 Yusep y col.,
Jinap y col#l,, sostienen que los aminoacidos libres son los precursores
especificos del aroma del cacao, los cuales actian como sustrato para la

formacioén de las metilpirazinas.
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En ese sentido, varios autores afirman que las metilpirazinas
pueden ser utilizadas como indices del proceso de tostado debido a su
pronunciada formacion durante la torrefaccion y a su influencia en el

aroma final del cacaoi#93.266},

Sobre la base de estas premisas, en el Laboratorio de
Espectroscopia Molecular se decidié realizar un estudio comparativo del
contenido de alquilpirazinas entre cacaos criollos, forasteros y trinitarios, a

fin de determinar si existia alguna discriminacién entre ellos.

Para llevar a cabo este trabajo se desarrollé y validé un método
por cromatografia de gases con deteccion por espectrometria de masas
(CG-EM) e introduccion de la muestra en linea empleando la técnica de

espacio de cabeza (EC)i?051,

La técnica de espacio de cabeza permitid llevar a cabo el
tratamiento e introduccién de la muestra en el cromatografo de gases, a
través de una extracciéon (sOlido-gas) simple y cuantitativa de las
alquilpirazinas presentes en el licor de cacao, con un minimo de
interferencias. Esta propuesta disminuyé significativamente el tiempo de
tratamiento de la muestra previo al analisis y, permitié el acoplamiento

directo con el cromatografo de gases y el detector espectrémetro de masas.

Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que la
ctilpirazina no estaba presente en los cacaos criollos, mientras que en los
forasteros y trinitarios se encontraba en distintas concentraciones.
También se observé que la relacion trimetilpirazina/tetrametilpirazina
agrupaba a los cacaos criollos y los separaba claramente del resto de los

tipos de cacaos.

En nuestro caso, muchas de las muestras que analizamos

coincidian con las del trabajo de Delgado y coli?v%l,
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Por ello, pudimos hacer una comparacion de nuestros resultados,
con respecto al perfil de aminoacidos libres durante el ultimo dia de
fermentacién y a lo largo de la etapa de tostado, con el contenido de
pirazinas obtenido por Delgado y col. Los resultados se muestran en las

Figuras 35 a 37 y son consistentes con las premisas expuestas con

anterioridad.
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= — o Aminoécidos §
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Figura 35. Efecto del tostado en el contenido de aminoacidos, aztGicares

reductores y pirazinas en muestras de cacaos forasteros.
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Figura 36. Efecto del tostado en el contenido de aminoacidos, aztcares

reductores y pirazinas en muestras de cacaos criollos.
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Figura 37. Efecto del tostado en el contenido de aminoacidos, azicares

reductores y pirazinas en muestras de cacao trinitario.

En primer lugar, se observa una disminuciéon importante en la
concentracién de aminoacidos libres en la transicion de la etapa de

fermentacion a la de tostado.

En segundo término, se destaca el aumento del contenido de

pirazinas durante el proceso de tostado.

En esta ultima etapa, también podemos observar la desapariciéon
de los azucares reductores, resultados que avalan la tesis que plantean
Rohan**1 y Mermeti#®7l: los azlcares reductores representan el factor
limitante en el desarrollo de un buen aroma. Estos son los primeros que se
consumen durante el desarrollo de la reaccion de Maillard, por lo que
actian como el reactivo limitante de esta reaccién. En consecuencia,
también limitan la formacion de los compuestos aromaticos caracteristicos

del cacao: las pirazinas.
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IV. 5.1.9. Conclusiones

e En este trabajo se desarrolld una nueva propuesta
metodolégica para la determinaciéon de aminoacidos libres en muestras de
cacao donde se tuvo especial atencién en mejorar los parametros analiticos
caracteristicos como: automatizacion, tiempo de analisis, precision,
exactitud, volumen de muestra reducido, bajo coste y bajo impacto

ambiental.

“@» El tiempo de la reaccion de derivacién de los aminoacidos se
disminuyé significativamente desde varios minutos (10 a 60 min.) a unos
segundos (40 seg.), utilizando un horno de microondas doméstico para
acelerar la reacciéon con radiacion de microondas.

©e En la etapa del tratamiento de la muestra luego de la
reaccion de derivatizacion, se automatizé la extraccion en fase sélida de los
derivados en un sistema de columnas acopladas utilizando una
precolumna Oasis HLB, minimizando los errores experimentales asociados
a un tratamiento manual. Adicionalmente, este sistema garantizé bajo
consumo de solventes organicos y baja generacion de residuos téxicos por
lo que la propuesta metodologica se enmarca dentro de la filosofia

general de la Quimica Analitica Verde.

®% La validacion de la metodologia indicé una buena exactitud
y precision demostrando la alta eficiencia de los todos los procedimientos

de extraccion propuestos.

= Utilizando la metodologia propuesta se analizaron muestras
de cacaos criollos, forasteros y trinitarios, cultivados en distintas regiones
de Venezuela, antes, durante y después de los procesos de fermentacion y

tostado. Los resultados obtenidos para los cacaos forasteros y trinitarios
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mostraron las mismas tendencias de cambios que las reportadas en la
literatura. Para los cacaos criollos venezolanos, estos resultados son
originales, ya que en la literatura especializada no se reportan trabajos que

aborden este tema para esta variedad de cacao.

Por todo lo expuesto, esta propuesta representa una nueva
alternativa metodologica atractiva y valida para la determinacion de
aminoacidos en muestras de cacao, que podra contribuir
significativamente al conocimiento sobre la calidad final de los cacaos

venezolanos.

V. 5.2. Seccidén cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas (CG/EM])

En el marco de este capitulo de la Tesis también nos propusimos
desarrollar y validar un método por cromatografia de gases con deteccion
por espectrometria de masas para la determinaciéon de aminoacidos y que

se describe a continuacion.

Utilizando este método se evalué el perfil de aminoacidos libres
en las mismas muestras de cacao lo que permitié confirmar la veracidad
de los resultados obtenidos por el método por cromatografia liquida de alta

resolucion.

V.5.2.1. Reactivos y solventes

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico y los
solventes de grado HPLC. El acetonitrilo fue sumistrado por J. T Baker
(Phillisbrug, NJ, USA) y el agua utilizada se purificé en un sistema Milli-Q
SP TOC (Water. Millipore, Milliford, MA, USA). Los gases utilizados: aire
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(99,999%), nitrogeno (99,999%) y helio (99,999%) fueron suministrados
por AGA de Venezuela.

Para el desarrollo de este método se emple6 como reactivo
derivatizante el N,O-Bis(trimetilsilil] trifluoroacetamida (BSTFA),
proporcionado por Sigma (St. Louis, MO, USA) y los patrones de

aminoacidos fueron los mismos que se utilizaron en CLAR.

V.5.2.2. Patrones de aminoacidos y muestras de cacao

Se prepararon soluciones de los aminoacidos en acetonitrilo por

dilucién de las soluciones patrones de 10.000 pg/mL utilizadas en CLAR.

Las muestras de cacao analizadas en este estudio fueron las

mismas que se utilizaron en CLAR.

V.5.2.3. Sistema cromatografico

=» Se utiliz6 un cromatoégrafo de gases VARIAN modelo 3800
acoplado a un espectréometro de masas VARIAN Saturno 2000 (con un
analizador de trampa de iones) y a un automuestreador automatico
modelo VARIAN 8200 con un carrusel para 48 viales de volimenes de

2,0y 0,1 mL, respectivamente.

=» La separacion cromatografica se llevé a cabo utilizando una
columna capilar 5% fenil-metil-polisiloxano, HPS ms (Agilent) de 30 m

x 0,25mm con un espesor de pelicula de 0,25 um.

= La deteccion de los distintos derivados se realizé6 mediante el
monitoreo de ion especifico (SIM, selected ion monitoring; siglas en

inglés) y la identificacion de los analitos se realizdé utilizando las
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librerias WILEY y NIST integradas en el software del equipo. Ello
permitio seleccionar los siguientes iones: m/Z 102 para la glicina, 116
para la alanina, 142 para la prolina, 144 para la valina, 158 para la
leucina e isoleucina, 156 para la lisina, 176 para la metionina, 202
para el triptofano, 204 para la serina, 218 para la treonina, tirosina y
fenilalanina, 232 para el acido aspartico y 246 para el acido

glutamico.

V.5.2.4. Resultados y discusiones
La optimizacion de las condiciones de trabajo se realizo
empleando el método univariado, es decir, se modifico un parametro a la

VEZ.

Para el sistema propuesto se optimizaron todas aquellas variables
involucradas tanto en la etapa de derivatizacion de los aminoacidos, como
en la separacion y deteccion de los derivados.

Los distintos estudios que se realizaron fueron:
a. Reacciéon de derivatiacion de los aminodcidos asistida por microondas:
¢ Tiempo de irradiaciéon
e Potencia de irradiacion
b. Separacion cromatogrdfica de los derivados:
e Seleccion de la columna cromatografica

o Condiciones cromatograficas para obtener una buena
resolucion entre los analitos en un tiempo de analisis
satisfactorio (programa de temperatura del horno, programa
de temperatura del inyector y flujo del gas portador).

Wendy Josefina Orozco Contreras



Tesis Doctoral  Aminoacidos

¢. Condiciones de deteccién de los derivados:

» Condiciones del detector de masas para lograr la mejor
sensibilidad para la deteccion de los distintos aminoacidos en
las muestras de cacao (modalidad de impacto electronico,
temperatura de la linea de transferencia, de la trampa de iones

y del manifold).

IV. 5.2.4.1. Reaccidén de derivatizacion de los aminoacidos

Los aminoacidos, como ya lo hemos dicho, son compuestos
polares con una volatilidad muy baja, por lo que no pueden ser analizados
por cromatografia de gases sin su conversién previa en derivados volatiles
y estables. Dentro de las reacciones organicas mas utilizadas en la
conversion de aminoacidos en derivados volatiles, la sililacion es el método
de derivatizacién mas versatil, por ser una reaccién que puede llevarse a
cabo en un solo paso. En este procedimiento se sustituyen los hidrégenos
activos (-COOH y NH2) de la molécula por grupos trimetilsilil [(CH3)3Si-;
TMS] (Figura 38), reduciendo asi la polaridad del analito y la formaciéon de
puentes de hidrogeno, lo que trae como resultado un incremento en su

volatilidad.

m
0 /Si(CH,,,), ?
NH,—(I:H-—COOH + ZCF,—(“:—N\ (CH,)3Si—NH—?H—C—O—Si(CH,),
R Si(CH,), R

Aminoacido BSTFA TMS - aminoacido
{Derivado)

e ———————————————————

Figura 38. Reaccion de sililacion de los aminoacidos con BSTFA.
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En este trabajo se empledé como agente silanizante BSTFA (Figura
38). En general, este tipo de reacciones suele realizarse en presencia de un
calentamiento convencional a temperaturas entre los 75 y 100 °C y
requiere de largos tiempos de reaccion (méas de 30 minutos)it09:208,209] parg
disminuir el tiempo de reaccion se propuso emplear la radiacion de

microondas como forma de calentamiento {186},

Para obtener el mayor rendimiento en la reaccion y en el menor
tiempo posible se optimizaron: el tiempo de irradiaciéon (30, 60 y 180 seg),
la potencia de irradiacion por MW (310 y 630 W) y la relacién reactivo

derivatizante:analito.

En las Figuras 39 y 40 se presentan las graficas correspondientes
a los estudios del tiempo y la potencia de irradiacion por microondas sobre
la reaccion de derivatizacion de tres aminoacidos seleccionados para este

fin.

600000 - -O-Alanina -@-Glicina A Valina
500000 -
& 400000 -
< 300000 -
200000 -
100000 - A
Y 50 100 150 200
Tiempo de reaccion

Figura 39. Efecto del tiempo de irradiaciéon (30, 60 y 180 seg) a una
potencia de irradiacion de 310W
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Figura 40. Efecto del tiempo de irradiacion (30, 60 y 180 seg) a una

potencia de irradiaciéon de 630W

En ambas graficas se puede apreciar como aumenta el area de
pico de los derivados con el aumento del tiempo de irradiacién, siendo este
comportamiento menos pronunciado cuando se trabajé a una potencia de
310 W (Figura 39a). Cuando se trabaj6 a la potencia de 630 W (Figura 39b)
se puede observar que, a tiempos de reacciéon superiores a los 60 segundos
no se observan cambios significativos en las areas de pico de los analitos
en estudio. En vista de este comportamiento, se seleccionaron una
potencia de irradiacion por MW de 630 W y un tiempo de irradiacién de 60
segundos como las mejores condiciones para realizar la reaccién y se

fijaron para el resto de los analisis.

V.5.2.4.2. Separaciéon cromatografica

La separacion cromatografica se realizé6 en una columna capilar
5% fenil-metil-polisiloxano, HPS ms (Agilent) de 30 m x 0,25mm con un

espesor de pelicula de 0,25 ym utilizando el programa de temperatura: 80
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°C (2 min) hasta 155 °C con una velocidad de calentamiento de 8 °C/min,
luego hasta 300 °C (3 min) a 11 °C/min. Como gas portador se utilizo

Helio a un flujo de 1mL/min.

La inyeccién de la muestra se realizd con la modalidad de
inyeccién splitless con un tiempo de cierre para la valvula solenoide de

0,45 min y a una temperatura del inyector de 250 °C.

El detector de masas se utiliz6 en la modalidad por impacto
electronico a un voltaje de 70 eV. La temperatura de la linea de
transferencia, del maniold y de la trampa de iones fueron: 230 °C, 40 °C y

280 °C respectivamente.

En la Figura 41 se presenta el cromatograma obtenido al inyectar
una mezcla patrén de los aminoacidos derivatizados de acuerdo al
procedimiento descrito (Figura 40a). La identificacién, de los tiempos de
retencion se realizé inyectando de forma individual cada uno de los
derivados de los aminoacidos y monitoreando su ion especifico. Los
tiempos de retencion y los iones especificos para cada uno de los analitos

se presentan en la Tabla 31.
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Figura 41. Cromatograma de una solucion patrén de aminoacidos
derivatizados con BSTFA.
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Tabla 31. Tiempos de retencion de los trimetilsilil derivados de los aminoacidos

6,067 116 + 190

7,240 102 + 147 + 176
Val 8,975  73+144 +218
Leu 9,941 73 + 158 + 232
Ile 10,112 73 + 158 + 218
Pro 10,317 73 + 142 + 216
Ser 11,475 73 + 204 + 218
Thr 11,924 73 + 218 + 292
Met 13,799 73 + 128 + 176
Asp 13,851 73 + 156 + 232
Glu 15,053 73 + 128 + 246
Phe 15,376 73 + 192 + 218
Lis 16,074 84 + 156 + 230 + 362
Tyr 18,442 73 + 218 + 280
Trp 20,833 73 + 202 + 280

Una vez optimizadas todas las condiciones de trabajo se procedi6
a la inyeccion de una muestra de cacao, el cromatograma obtenido se

presenta en la Figura 42.
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Figura 42. Cromatograma de una muestra de cacao tratada de acuerdo al
procedimiento propuesto.
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V. 5.2.5. Validacion del método analitico
La validacion del método propuesto se llevd a cabo mediante

estudios de exactitud, precisién, linealidad y efecto matriz.

V.5.2.5.1. Precision y exactitud del método

La precision del procedimiento se estimd utilizando tanto
soluciones patrones de los aminoacidos como muestras de cacao
enriquecidas con los analitos a distintos niveles de concentracion. El
estudio se llevd a cabo durante un dia y entre dias. Los resultados
obtenidos se presentan en las Tablas 32 y 33, donde la precision se
expresa en funcion del coeficiente de variacién (CV). Se puede observar
que en el caso de los analisis realizados en un mismo dia el CV < 4,67%
para todos los casos. Del mismo modo, en el caso de los analisis realizados
entre dias, el coeficiente de variacion fue menor al 4,0 %. Estos resultados
indicaban una buena precision del método y una buena estabilidad del
sistema CG-EM utilizado.

La exactitud del método se estimé a través de estudios de
recuperacion. Se analizaron por el método propuesto, muestras de cacao
enriquecidas con los analitos a diferentes niveles de concentracién. Los
resultados obtenidos (Tabla 34) muestran que para todos los casos los
valores de los porcentajes de recuperacion se encuentran entre el 95 y el
108 % con un coeficiente de variacion menor al 4,2 % (n=5). Estos
resultados nos confirmaron el alto rendimiento de los procedimientos de
extraccion (s6lido-liquido) y de derivatizacibn de los aminoacidos

estudiados.
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Tabla 32. Precision del método utilizando patrones de aminoacidos

0.8 1,57 0,69

Acido Aspartico 4.0 4.41 278
Acido 2,0 3,45 1,52
Glutamico 10,0 4,47 3,67
Glicina 5 o 50
e ——
Treonina s s 99
Lisins s o4 s
—— 100 175 o
Valina 100 % a1
Leucina 50 L0 o8
Isoleucina ,1]:2 g:gg ;Z;g
Prolina 300 3T o1
Metionina 10 6; gzgz ‘1‘:(8)2
Fenilslasins 500 G0 199
Tirosina 200 s 256
Triptofano s 075 e
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Tabla 33. Estudios de precision del método para muestras de cacao

Acid§ Aspirtico 2:3 2:83
Acido Glutimico 12 6?0 i:g; ;:;?
Glicina g:g 323 ;gg
Serina 15%0 éﬁi ;3
Treonina ;:2 i:gg ;:?;
Lisina 255’?0 §3$ ijzg
Alanina 12 6?0 3:2; gigg
Valina 126?0 g:gé égﬁ
Leucina 665: ,50 ;:; ; %:gz
Isoleucina }/:g %:L;g 3:8:53
Prolina ;6?0 g:gg éﬁg
Metionina 10 6?6 g:zg ;:gg
Fenilalanina ;6?0 ;z;z ;:22
Tirosina 226?0 ;:22 ;Zéi
Triptofano (6):2 ;:(l)é g:gg
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Tabla 34. Estudios de recuperacion de los aminoacidos de las muestras de cacao

Acido Aspartico 0,8 109,36 2,50
1,6 109,47 3,21

4,0 96,91 1,93

Acido Glutdmico 2,0 108,97 2,15
4,0 - 103,78 2,24

10,0 106,14 1,89

1,0 110,30 2,78

Serina 2,0 99,86 4,10
5,0 98,95 1,78

0,66 98,15 3,40

Glicina 1,33 106,41 2,10
3,33 100,42 1,99

2,0 106,37 1,02

Alanina 4.0 91,01 2,00
10,0 105,98 3,20

2,0 110,20 3,11

Tirosina 10,0 101,73 1,45
20,0 106,53 2,15

2,0 101,15 2,33

Valina 4,0 106,06 2,09
10,0 105,12 3,56

0,66 98,29 2,97

Metionina 10,65 110,97 3,11
1,5 92,40 2,89

Isoleucina 3,0 110,27 3,71
7,9 107,79 3,21

6,5 91,40 3,98

Leucina 32,5 102,13 2,45
65 98,83 3,45

4,0 107,52 1,56

Fenilalanina 20,0 108,65 2,65
80,0 105,57 1,45

0,33 99,97 1,89

Triptofano 3,33 102,34 2,24
6,66 101,10 2,01

5,0 101,86 2,34

Lisina 10,0 110,45 2,03

vvvvv 25,0 109,89 2,79
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V.5.2.5.2. Linealidad y efecto matriz del método

Para evaluar la linealidad del método, se construyeron curvas de
calibrado con soluciones patrones de los aminoacidos y con muestras de
cacao enriquecidas con los analitos a los mismos niveles de concentracion
de acuerdo al método de adicién estandar. Los intervalos de concentracion
se establecieron de acuerdo a lo reportado para cada analito en la
bibliografiai??l. Cada grafico de calibracion incluy6 una serie de seis puntos
y un blanco medidos un minimo de cinco veces cada uno. En la Tabla 35
se muestran los resultados correspondientes a las ecuaciones de regresion
lineal del area del pico de los analitos en funciéon de la concentracion. Se
puede observar que los coeficientes de regresion lineal son > 0,9990 para
todos los casos por lo que existe una buena linealidad en el intervalo de

concentracion estudiado.

Adicionalmente, se evaluo el efecto de la matriz en el analisis
aplicando el estadistico t Student (para un nivel de confianza de 95%) con
el fin de comparar las pendientes de las rectas de calibrado de las
soluciones patrones de los aminoacidos y aquéllas correspondientes a las
de adicién de estandar. Los resultados mostraron que no existia diferencia
significativa entre las curvas de regresion de patrones y de muestras de
cacao enriquecida con los aminoacidos estudiados (P< 0,05) (ver ejemplo
Figura 43). Este comportamiento nos permitié concluir que no existia
interferencia de la matriz en el analisis y que se podian evaluar los niveles
de concentraciéon de los diferentes aminoacidos en las muestras de cacao
utilizando la curva de calibrado de patrones sin la necesidad de aplicar el

método de adicién de estandar para cada muestra.
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Tabla 35. Caracteristicas analiticas de las rectas de calibrado

RS

Acido _ =
Aupirtioo 0-16  A=364437C 09975 A= 369019C + 38+05 0,9926
Acido 0-32 A= 287666C 0,9991 A= 289467C + 35406 0,9972
Glutamico
- A = 625085XC +
Glicina 0-133  A=631276C 0,9978 vk 0,9965
Serina 0-20  A=508146C 09980  A=512548 C+3E* 09892
Treonina 0-18 A= 371447C 0,9973 A=369727C + 1E*5  0,9960
Lisina 0-100  A=65508C 0,9931 A= 65717 C+ 2E+05 0,9865
Alanina 0 - 40 A=751886C 0,996 A=758817C + OE+5  0,9940
Valina 0 - 40 A=980721C 0,9981 A= 983587C + TE+0s 0,9973
Leucina 0-65 A= 688696C 09981 A= 684879 C +9E+5  0,9951
Isoleucina 0-30  Y=629637X 09991  A=629740C+2E+55 09970
Prolina 080 A=418113C 0,9988  A=412842C +TE5  0,9933
_ A= 440846 C +
Metionina ~ 0-133  A=437526C 0,9963 8704 0,9939
Fenilalanina 0 - 80 A= 332385C 09899 A= 332083C + SE+5 0,9920
Tirosina 0 - 40 A= 381649C 09931  A=383161 C+6E*5 09931
Triptofano 0-66  A=599956C 09963 A= 603464C+980601 09949
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Figura 43. Curvas de calibrado de soluciones patrones y de las muestras

de cacao (adicion de estandar) para: (a) el acido glutamico y (b) la glicina.

V. 5.2.6. Andlisis de las muestras de cacao por CG-EM

Utilizando el método por cromatografia de gases con deteccion
por espectrometria de masas se evalud el perfil de aminoacidos en las
mismas muestras que se analizaron por el método de cromatografia liquida
anteriormente descrito. Los resultados obtenidos por el método propuesto

se correlacionaron con los obtenidos por CLAR y se detalla a continuacion.
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V.5.2.6.1. Analisis de correlacion de los resultados

En el ambito de las investigaciones es muy frecuente la necesidad
de establecer si dos o mas variables estan relacionadas o asociadas, es
decir, nos interesa determinar si distintos instrumentos, métodos u
operadores obtienen valores similares cuando se mide una variable en las
mismas unidades experimentales. La mayoria de las veces esta
correspondencia no es un hecho evidente y se hace necesario examinar el
comportamiento conjunto de los valores de las variables involucradas para

establecer si existe algiin tipo de asociacion entre ellas.

Una manera rapida de determinar la eventual asociacion entre
dos variables es a través de una representacion grafica de las dos variables
estudiadas. Esto produce una dispersién de los pares de valores en el
plano y la tendencia que siga todo el grupo de puntos puede indicar si
existe asociacion entre las variables y la naturaleza de esta asociacion. Es
importante mencionar que si cada muestra conduce a un resultado
idéntico con ambos estudios, la recta de regresion tendra una ordenada en

el origen, una pendiente y un valor del coeficiente de correlacion (r) de 1.

En este sentido, se utilizaron rectas de regresion lineal para
comparar los dos métodos analiticos desarrollados. En la Tabla 36 se
presentan los valores del coeficiente de correlaciéon (r) de la rectas de
regresion obtenidos para todos los aminoacidos estudiados. Se puede
apreciar que existe una correlacién lineal positiva entre ambos métodos, el

valor de r > 0,9000 para todos los casos.

En la Figura 44 se muestra, a manera de ejemplo, el estudio de
correlacién de los resultados para el caso del acido glutamico en todas las
muestras de cacao analizadas por ambos métodos. Se puede observar una
consistencia lineal entre los resultados obtenidos tanto por CLAR como CG

para el acido glutamico en las distintas muestras estudiadas.
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Figura 44. Representacion grafica de la concentraciéon de acido glutamico
en las muestras de cacaos analizadas por las dos metodologias

propuestas.

Por otra parte, a fin de verificar si r es realmente significativo,
considerando el numero de pares de valores usados, e€s necesario utilizar
algln criterio estadistico que permita asegurar que el valor del coeficiente
de correlacion muestral se desvia significativamente de cero. Para ello se

planteé una prueba de hipoétesis:

Ho = No existe correlacion entre los dos métodos estudiados: r =0

H1 = Existe correlacion entre los dos métodos estudiados: r # 0

El estadistico de prueba a utilizar se presenta a continuacién:

rvn—2
V1 - r?
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Los resultados obtenidos para cada aminoacido se muestran en
la Tabla 36 donde podemos observar que todos los valores del estadistico
de prueba t se encuentran fuera del rango de aceptacion de Ho. Se puede
concluir que los datos proporcionan suficiente evidencia para rechazar Ho
con un 95 % de confianza y que los dos métodos desarrollados estan

linealmente correlacionados.

Otra prueba de significacion, que también nos proporciona
informacién importante sobre las metodologias desarrolladas, es la
comparaciéon de las desviaciones estandar, es decir, los errores aleatorios
de los dos conjuntos de datos. Esta comparacion nos permitira comprobar
que los dos métodos son igual de precisos. Para este caso, consideramos

como prueba de hipétesis:

Ho = las varianzas no presentan diferencias significativas entre si:

ot = a3

H1 = las varianzas presentan diferencias significativas entre si:

o * o

Puesto que se trata de la comparacion de dos varianzas el

estadistico de prueba es la F de Fisher

Los resultados obtenidos para este test se presentan en la Tabla
36 y se comprueba que F < Feritico, €ntonces, se puede afirmar con un 95%

de confianza que ambos métodos son igual de precisos.
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Adicionalmente, se llevo a cabo un estudio comparativo entre las
dos series de datos obtenidos para cada método, a fin de establecer si
existen diferencias estadisticamente significativas entre los resultados
aportados por cada uno. Con este test se determind que no existen
diferencias significativas en las concentraciones aportadas por ambos
métodos, es decir, la media para las diferentes muestras pareadas era
estadisticamente igual a cero. En este sentido, se considera como prueba
de hipotesis:

Ho = la diferencia entre las medias es igual a cero:
M1-p2=006m = p2
H; = la diferencia entre las medias es distinto de cero:
M1-p2# 00 m# M2

Por lo tanto se debe utilizar como estadistico de prueba:

Los resultados se muestran en la Tabla 36. Los valores
experimentales son menores al valor critico para todos los casos y por lo
tanto se puede decir con un 95% de probabilidad que los dos métodos no

proporcionan resultados significativamente diferentes.

En conclusion, los resultados obtenidos confirman la exactitud,
precision y veracidad de los valores obtenidos, indicando que ambas
metodologias pueden ser utilizados para la determinaciéon de aminoacidos
en muestras de cacao.
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Tabla 36. Correlacion de entre los dos métodos desarrollados para el analisis de aminoacidos en cacaos

venezolanos. Analisis estadistico

e  Galkulado  Ceritico  Featculado  Feritico Lealculado Ceritico
Acidos 0,9523 22,0661 1,67 1,0793 1,6607 0,8190 2,0166
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V. 5.2.7. Conclusiones

o Se desarrolld y validé un método por cromatografia de gases
con deteccion por EM enfocado a la evaluacidon del perfil de aminoacidos libres

en muestras de cacao.

45 El empleo de radiacion por microondas para asistir la
reaccion de derivatizacion de los aminoacidos permitié disminuir el tiempo de

reaccion de 60 minutos a 1 minuto.

o La columna seleccionada y el programa de temperatura
optimizado permitieron la separaciéon de los derivados de los aminoacidos con
una buena selectividad y eficiencia en un tiempo de analisis de 21 min. El
tiempo de corrida se redujo casi en 10 minutos a los valores reportados en la

literatura que oscilan entre 30 y 40 minutos.

e La validacion del método se realizo por estudios de precision
y exactitud. La exactitud se estimé a través de estudios de recuperaciéon sobre
muestras de cacao. En todos los casos se obtuvieron resultados de los
porcentajes de recuperacion comprendidos en un intervalo entre 95 — 108%
con un CV< 4,2 %,

e Los estudios de precision mostraron una buena estabilidad
tanto del sistema cromatografico como de los derivados formados ya que los CV
estuvieron por debajo 4,0 % para todos los casos.

e Se pudo determinar que no existe efecto de matriz por lo que
se pueden utilizar las curvas de calibrado de los patrones para la evaluacion de

los aminoacidos presentes en las muestras de cacao.

ko Utilizando el método propuesto se analizaron los

aminodacidos libres en las mismas muestras que se utilizaron en el método por
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cromatografia liquida. La aplicacion de distintos tests estadisticos sobre los
resultados obtenidos por ambos métodos, permitid6 comprobar que ambos
métodos son igual de precisos y los resultados aportados por cada uno no
presentan diferencias significativas a un nivel de confianza del 95% (P<0,05).
En este sentido, los dos métodos desarrollados pueden emplearse para la

determinacién de aminoacidos en muestras de cacao.
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VI. CONCLUSIONES FINALES

Los resultados mas relevantes del trabajo que se presenta en esta
memoria se pueden resumir en las siguientes conclusiones, referidas a cada

una de las partes principales del trabajo.

e Con respecto al procedimiento de extraccién de aminoacidos y
azucares (sacarosa, glucosa, fructosa) desde las muestras de cacao, se puede
destacar que la extraccién con agua (70 °C) durante 15 min asistida por
ultrasonido resultdé ser eficaz. Las recuperaciones obtenidas para todos los
analitos fueron superiores al 90% con una desviacion estandar relativa de <
3,5 %. Todo ello demostr6 que el procedimiento de extraccién utilizado fue
adecuado para la extraccion de aminoacidos y azlcares en muestras tan

complejas como es el caso del cacao.

= El desarrollo y optimizacion de las distintas metodologias
analiticas presentadas en este trabajo se caracterizaron por su aplicacion a la
determinacion de analitos altamente polares, no volatiles y con ausencia de
grupos cromoforos y/° fluorescentes, lo que hizo indispensable el uso de una
reaccion de derivatizacion que permitié mejorar no solo su discriminacion
cromatografica al momento de la separaciéon sino que también su selectividad y

sensibilidad durante la deteccion tanto para CLAR como para CG.

e Las reacciones de derivatizacién para todos los casos fueron
asistidas por radiaciones de microondas (MW) que redujeron significativamente
los tiempos de reaccion a valores < a un minuto con relacién a los reportados
en la literatura de varios minutos (de 15 a 80 min) utilizando calentamientos

convencionales. La técnica de MW, por tanto, se presenta como una alternativa
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a las técnicas clasicas, reemplazando asi a los métodos convencionales de

calentamiento.

e Todas las metodologias propuestas permitieron evaluar

selectivamente a cada uno de los analitos estudiados. Ello prueba que:

v Las columnas seleccionadas, tanto para CLAR como para GC,
conjuntamente con los gradientes de elucion y los programas de temperatura
optimizados, permitieron la separacion de los analitos con una buena
selectividad y eficiencia en un tiempo de analisis satisfactorio.

v La optimizacion de las condiciones de trabajo de los detectores
UV con arreglo de diodos y espectrometria de masas fueron las adecuadas ya
que permitieron la deteccion sensible y selectiva de los derivados

correspondientes de una manera inequivoca.

e Para la determinaciéon de los aminoacidos por CLAR, la
precolumna Oasis HLB demostré una alta eficiencia en el procedimiento de la
extraccion en fase soOlida de los derivados (PTC-AA). Adicionalmente la
automatizacion de la extraccion en fase solida en un sistema de columnas
acopladas en su modalidad circuito, minimizé los errores experimentales
asociados a un tratamiento manual, obteniéndose una mejor precision y

exactitud en el analisis.

o Los distintos parametros de validacion aplicados a las
metodologias propuestas indicaron una buena precision de los métodos y
estabilidad de los sistemas cromatograficos empleados. También, mostraron
una buena exactitud y ausencia de interferencias de la matriz en los analisis,
lo que confirman que los procedimientos de extraccion utilizados fueron

eficaces.
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“e Utilizando las metodologias propuestas se analizaron 90
muestras de cacaos culﬁvados en las distintas zonas del territorio nacional y
tomadas durante las diferentes etapas del beneficio postcosecha. La
interpretaciéon de los resultados obtenidos permitié establecer tendencias del
comportamiento de los azlicares (sacarosa, glucosa, fructosa) y aminoacidos
libres antes, durante y después de los procesos de fermentacion y tostado. En

lineas generales se pudo constatar que:

Y « . .

> Durante el transcurso de la fermentacion de los granos tiene
lugar la hidrélisis de la sacarosa, lo que genera un aumento en el contenido de
fructosa y glucosa mientras que la sacarosa practicamente desaparece hacia €l

final de la fermentacion.

% El contenido de fructosa fue de tres a cuatros veces superior al
de glucosa al final de la fermentacién, indicativo de un buen proceso de

fermentacion.

Il . 2 .

<> La acumulacion de los azlcares reductores (fructosa y glucosaj,
principalmente fructosa, durante la fermentacion tiene un efecto muy
significativo en la formacion del aroma del cacao durante el proceso de

torrefaccion mediante la reaccion de Maillard.

> Durante el tostado de los granos, etapa fundamental en el
desarrollo del aroma y sabor del chocolate, tiene lugar la casi completa

desaparicion de los azlcares reductores en los grano.

& A medida que transcurre €l proceso de fermentacion de los
granos, tiene lugar un aumento en el contenido de aminoacidos libres con un
predominio de los aminoacidos hidrofobicos, principalmente leucina,

fenilalanina, valina, alanina e isoleucina.
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" La formacion de los aminoacidos durante la fermentacion tiene
lugar en cantidades limitadas y poco constantes, pero directamente
influenciadas por el pH y la temperatura a la que se desarrolle esta etapa del

beneficio postcosecha.

P - . - . . - . . - . - .
L, La relacién aminoacidos hidrofébicos /aminoacidos acidos es un
parametro que puede emplearse también para determinar el grado de

fermentacion de los granos.

> Solo una fraccion de aminoacidos es parcialmente degradada
durante la etapa de tostado y depende, en parte, de las condiciones bajo las
cuales se realice esta etapa y sobre todo del contenido de azucares reductores
presentes en los granos, quienes actian como reactivos limitantes en la
reaccion de Maillard para la formacién de los compuestos asociados con el

aroma y sabor del cacao.

Finalmente, es importante destacar que, en general, los métodos que
se presentan resultan adecuados para analisis de rutina orientados a la
determinacion de aztucares y aminoacidos libres en muestras de cacao. En el
proceso de desarrollo de cada uno de ellos se han estudiado los parametros
mas relevantes en este tipo de analisis, y se ha pretendido, en el conjunto de
ellos, la utilizacién de cantidades minimas de disolventes y reactivos toxicos o

nocivos para el medio ambiente.

En este contexto, sin lugar a dudas, lo mas resaltante fue establecer
un protocolo de trabajo que permite abordar este tipo de problemas. Los
resultados, las respuestas y sugerencias que surgen de estos trabajos deben
servir de apoyo a los esfuerzos que se hacen para mejorar la posicion
competitiva de los productores de cacao fino o aromatico, que tiene su origen

en la calidad del producto que manejan.
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En la actualidad, se observa una clara tendencia al desarrollo de
métodos analiticos automaticos, que reducen significativamente el tiempo de
analisis y la intervencién del operador y que cumplan con los conceptos
basicos que define la quimica verde es decir métodos que reducen el consumo

de reactivos y disolventes toxicos minimizando por esta via los desechos.

En este punto es importante destacar que los métodos de analisis
expuestos, fueron desarrollados, todos, con la infraestructura (equipos,
accesorios, softwares, etc.) que en estos momentos estan a disposicion en el

Laboratorio de Espectroscopia Molecular (LEM).

En los ultimos 10 afnos el LEM ha adquirido un importante
background en el tema genérico “cacao”. Adicionalmente, se ha intentado
mantener al dia los métodos de analisis que se usan para abordar el tema,
haciendo algunas contribuciones relevantes al mismo. De igual forma, se ha
seguido con atencion las nuevas tendencias que marcan los disefios
metodologicos a los que se hizo referencia y esta en capacidad, desde el punto
de vista conceptual, de abordarlos.

Por ello, para dar continuidad a esta linea de investigacion de tanta
relevancia para el pais, se necesitan protocolos de trabajo que involucren
metodologias enmarcadas en esa nueva Optica. Sin embargo para ello es
necesario, en parte, de una actualizacion del instrumental, de los accesorios de
los softwares y para ello se debe contar evidentemente con un fuerte respaldo

econdémico.
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IV. CARBOHIDRATOS

Tabla 12. Concentracion de azucares durante la fermentaciéon para cacaos forasteros IMC-67 IIF. IC 2003

Dias de fermentacién
Aziucar Dia O % |F/G| Dia 2 % (F/G| Dia4 % F/G Dia 7 % F/G
Fructosa 0,21} 1,55 0,88 7 2,51{26,49 3,87 66,93
Glucosa 0,09] 0,73| 21| 0,34| 2,69| 26| 0,78 824| 3,2| 1,01]17,40| 3,8
Sacarosa 13,28197,71 11,43}90,30 6,19)65,25 0,90 15,66
Aziacares
Reductores 0,20] 1,52 1,22} 9,69 6,19)65,25 4,88184,33
Azucares Totales 13,59 100 12,66 100 9,49 100 5,79 100

Tabla 13. Concentracion de aztucares durante la fermentacién para cacaos forasteros IMC-67 IF. IC 2003.

Dias de fermentacién
Azicar Dia 0 % |F/G|Dia2| % |F/G|Diad4| % |F/G | Dia7| % |F/G|Tostado| % |F/G
Fructosa 0,31| 2,49 1,20| 14,58 3,54 46,32 3,19|72,79 0,25(29,93
Glucosa 0,28 2,22 0,68| 8,27 1,18{15,47 1,001 22,90 0,38 45,38
Sacarosa 12,06| 9529| U1 6,37 | 77,14 L8 1 62]21,00] 30 0,09] 2.26| 32 0,01| 0,89 0.7
Azucares
Reductores 0,59| 4,71 1,89 22,86 4,72161,79 4,1995,69 0,63 75,31
Aziicares Totales | 12,66 |100,00 8,26 | 100,00 6,35/ 83,01 4,29|97,05 0,64 76,20
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Tabla 14. Concentracion de azGcares durante la fermentacion para cacaos forasteros IMC-67 IIF. IC 2004.

Dias de fermentacion
Azicar Dia O % |F/G| Dia?2 % F/G| Dia4 % F/G | Dia 7 % F/G] Tostado F/G
Fructosa 0,24 | 2,01 0,99 | 11,49 3,16 | 52,39 2,45 | 72,34 0,13 |28,26
Glucosa 021 1,84 1| o055 639] 18| 1,10 1836 *° | o0,83] 24,68| %° 0,24 52,01 %
Sacarosa 11,51 96,16 7,13| 82,12 1,76 | 29,25 0,10/ 2,98 0,09(19,73
Rﬁi‘;‘l‘;:‘:s 0,46 | 3,84 1,55 | 17,88 4,27 | 70,75 3,29 | 97,02 0,37 |80,27
Aziicares Totales { 11,97 |100,00 8,68 | 100,00 6,03 | 100,00 3,39 100,00 0,46| 100
Tabla 15. Concentracion de azucares durante la fermentaciéon para cacaos forasteros IMC-67 IF. IIC 2003.
Dias de fermentacion
Aziicar DiaO| % |F/G|Dial| % |F/G|Dia3| % |F/G|Dia5| % |F/G|Dia7| % |F/G |Tostado| % |F/
Fructosa 0,09 | 0,85 0,37 | 3,67 1,99 | 28,86 3,95 | 62,75 2,48 | 69,14 0,15 | 15,53
Glucosa 0,08 [079 [1,1] 0,16 | 1,63 | 2,3 0,68 | 9,91 | 2,9 | 1,28 | 20,33 { 3,1 {1,001{ 27,84 | 2,5 | 0,74 | 7559 | o,
Sacarosa | 11,21 [98,36 9,60 | 94,70 4,23 | 61,22 1,06 | 16,92 0,10 | 3,02 0,08 | 8,89
R‘:ﬁ‘;‘l’:‘::s 0,18 | 1,64 0,53 | 5,30 2,68 | 38,78 5,23 | 83,08 3,48 | 96,98 0,89 | 91,11
A,fftﬁ:s 11,40 | 100,0 10,146 | 100,00 6,92 | 100,00 6,30 | 100,00 3,59 | 100,00 0,97 |100,00
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Tabla 16. Concentracion de azicares durante la fermentacion para cacaos criollos Mérida San Juan 2004.

Dias de fermentacion
Azicar DiaO | % |F/G|Dial| % ‘g Dia2| % |F/G|Dia3| % |F/G T°f,t"d % |F/G
Fructosa 0,12 | 1,12 0,48 | 5,72 2,19 | 40,09 2,53 | 71,60 0,14 | 35,39
Glucosa 0,11 |1,03|1,1| 0,20 | 2,48 | 2,3| 0,56 | 10,27 | 39| 0,93 | 2629 |2,7] 020 | 4889 0,7
Sacarosa 10,66 92’8 7,76 | 91,80 2,72 | 49,64 0,07 | 2,11 0,06 | 15,72
Azacares 0,23 | 2,15 0,69 | 8,20 2,76 | 50,36 3,46 | 97,89 0,34 | 84,28
Reductores
Aziicares Totales | 10,89 | 100 846 | 100 5,48 | 100 3,54 | 100 0,41 100
Tabla 17. Concentraciéon de azlcares durante la fermentacion para cacao criollos Mérida Zea 2004.
Dias de fermentacion
Azicar DiaO | % |F/G|Dial| % |(F/G|Dia2| % |F/G| Dia3 | % |F/G|Tostado| % |F/G
Fructosa 0,35 | 3,73 0,65 (12,11 2,33 | 55,32 2,11 |62,97 0,18 | 47,77
Glucosa 0,30 | 3,23 |12 0,43 |8,18]|15]| 0,88 1|21,01|20] 0,70 {2097|30f 0,12 | 31,490 1,5
Sacarosa 8,85 |93,04 4,28 79,71 1,59 | 37,91 0,10 | 3,23 0,08 | 20,84
Azicares 0,66 | 6,96 1,09 {20,29 3,21 | 76,33 2,81 |83,94 0,31 | 79,16
Reductores
Aziicares Totales | 9,51 | 100 5,37 | 100 4,81 | 114,24 292 |87,17 0,39 |100,00
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Tabla 18. Concentracion de azicares durante la fermentacion para cacaos criollos Porcelana 2004.

Dias de fermentacion

Azicar Dia0| % |F/G| Dial | % |F/G|/Dia2| % |F/G| Dia3 | % |F/G|Tostado| % |F/G
Fructosa 0,37 | 3,94 0,72 110,39 2,02 | 47,60 2,69 |71,46 0,28 | 45,53
Glucosa 0,35 | 3,75 | 1O | o,50 [ 7,25| 14 (0,75 |17,69] 27 | 0,70 |18,71| 38| 0,15 | 24,85 | 1.8
Sacarosa 8,77 192,30 5,73 |82,36 1,47 | 34,71 0,25 | 6,65 0,18 | 29,62
Axlicares 0,73 | 7,70 1,22 |17,64 2,77 165,29 3,39 [90,17 0,44 | 70,38
Reductores

Azicares Totales | 9,511 | 100 6,95 | 100 4,24 | 100 3,64 | 100 0,62 |100,00

Tabla 19. Concentracion de azucares durante la fermentaciéon para cacaos criollos Guasare 2004.

Dias de fermentacion
Azicar DiaG | % |F/G| Dial | % |F/G| Dia2 | % |F/G|Dia3| % |F/G|Tostado| % |[F/G
Fructosa 0,15 | 1,70 0,46 | 6,08 258 |53,16 220 [71,07 0,14 |46,69
Glucosa 0,14 | 151 |11 | 027 |367 |17 ] 094 |19,39|27 | 0,78 [25,18/ 28| 0,07 |24,78| 1.9
Sacarosa 9,07 96,80 6,85 |90,25 1,33 | 27,45 0,11 | 3,76 0,08 |28,53
Az@cares 0,30 | 3,20 0,74 | 9,75 3,52 |72,55 2,98 196,24 0,22 |71,47
Reductores
Azicares Totales 9,37 100 7,59 100 4,85 100 3,09 100 0,311 100
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Tabla 20. Concentracion de azucares durante la fermentacion para cacao trinitario ISC-1 2003.

Dias de fermentacién
Aziicar
DiaO| % |F/G|Dia2| % |F/G|Dia4 | % |F/G|Dia7| % |F/G|Tostado| % |F/G
Fructosa 0,10 | 1,03 0,30 | 4,36 2,05 [35,59 3,55 | 76,13 1,00 (49,97
Glucosa 008 {08213 0,28 | 414|11| 0556 [9,83 (30610502260 (3%] 096 |47,77| 10
Sacarosa 10,17 (98,15 6,32 91,50 3,15 |54,58 0,05 | 1,28 0,04 | 2,26
Azdcares 0,19 | 1,85 0,58 | 8,50 2,62 |45,42 4,60 | 98,72 1,97 (97,74
Reductores
Aziicares Totales | 10,36 | 100 6,91 | 100 5,78 | 100 466 | 100 2,01 100

Tabla 21. Concentraciéon de aztcares durante la fermentacién para cacao trinitario ISC-1 2002.

Dias de fermentacion
Azucar
DiaO| % |F/G| Dia?2 % |F/G| Dia4 % |F/G|Dia7]| % |F/G
Fructosa 0,19 | 1,41 1,99 | 23,17 298 | 75,03 3,21 | 83,94
Glucosa 0,10 0,76 | 1.8 o028 | 3,28 | 71| 0,75 |19,05|392| 061 | 159553
Sacarosa 13,36 197,83 6,33 | 73,55 0,23 592 0,004 | 0,11
Aziicares 0,29 | 2,17 2,27 | 26,45 3,74 | 94,08 3,83 | 99,89
Reductores
Aziicares Totales | 13,65 | 100 8,60 |100,00 3,98 |100,00 3,834 | 100,00
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V., AMINOACIDOS

Tabla 21. Concentracién de aminoacidos durante la fermentaciéon para cacao criollo Meridefio Zea 2004

Aminoacidos Dias de Fermentacion
Tostado %

(8/Kg) 0dias % 1dias % 2 dfas % 3dias %

Acidos 2,23 35,75 1,44 17,64 1,02 8,89 0,98 8,00 0,29 3,63
Acido Aspértico 0,56 9,02 0,53 6,47 0,31 3,01 0,15 1,34 0,08 1,27
Acido Glutamico 1,67 26,73 0,91 11,18 0,72 5,88 0,74 6,66 0,21 2,36

Hidrofébicos 2,51 44,68 4,39 53,91 6,23 61,06 7,53 62,72 3,53 66,59
Leucina 0,45 7,12 1,05 12,96 1,69 16,69 1,55 14,03 1,36 22,22
Alanina 0,51 8,20 0,56 6,84 0,84 7,93 1,67 9,65 0,19 3,14

Fenilalanina 0,43 6,92 0,81 9,93 0,98 9,70 1,00 9,07 0,84 13,75
Tirosina 0,12 6,61 0,22 2,66 0,41 4,04 0,42 3,79 0,24 3,87

Valina 0,23 3,74 0,35 4,34 0,47 4,65 0,47 4,28 0,09 1,50

Isoleucina 0,31 4,91 0,52 6,36 0,68 6,72 0,80 7,27 0,12 1,87
Prolina 0,29 4,45 0,57 7,03 0,57 5,63 1,08 9,74 0,26 13,58
Metionina 0,014 0,23 0,05 0,66 0,21 2,056 0,14 1,28 0,11 1,74
Triptofano 0,16 2,52 0,26 3,14 0,37 3,64 0,40 3,62 0,32 4,95
Otros 1,22 19,57 2,32 28,45 3,05 30,04 3,23 29,28 1,83 29,78
Lisina 0,91 14,55 1,72 21,13 1,84 18,10 1,58 14,34 0,59 9,66
Serina 0,18 2,79 0,26 3,25 0,61 6,02 0,82 7,41 0,64 9,39
Glicina 0,04 0,59 0,11 1,30 0,18 1,78 0,28 2,513 0,29 4,70
Histidina ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Arginina ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Treonina 0,104 1,64 0,23 2,78 0,42 4,14 0,55 5,02 0,37 6,04
Total 5,97 100 8,14 100 10,30 100 11,74 100 5,64 100
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Tabla 22. Concentracion de aminoacidos durante la fermentacion para cacao criollo Porcelana 2004

Aminoacidos Dfas de Fermentacion
Tostado %

(Kg/g) 0 dias % 1dias % 2 dias % 3 dias %

Acidos 1,35 29,27 0,95 15,73 1,45 12,42 0,37 2,72 0,16 5,84
Acido Aspartico 0,56 12,08 0,52 8,70 0,68 5,84 0,26 1,87 0,05 1,78
Acido Glutdmico 0,79 17,19 0,42 7,03 0,77 6,58 0,12 0,84 0,11 4,06

Hidrofdbicos 2,26 49,06 3,75 62,40 7,12 60,88 9,51 69,28 1,93 71,84
Leucina 0,29 6,26 0,77 12,73 0,86 7,38 1,85 13,51 0,47 17,57
Alanina 0,33 7,18 0,57 9,52 1,59 13,58 1,76 12,79 0,34 12,80

Fenilalanina 0,41 8,90 0,59 9,74 0,86 7,37 1,15 8,38 0,34 12,79
Tirosina 0,24 5,20 0,29 4,77 0,32 2,71 0,32 2,36 0,25 9,33

Valina 0,14 3,01 0,300 4,99 0,96 8,18 1,30 9,49 0,16 5,84

Isoleucina 0,16 3,36 0,18 3,01 0,92 7,83 1,09 7,96 0,13 4,91
Prolina 0,52 11,32 0,78 12,88 1,04 8,86 1,34 9,78 0,11 3,97
Metionina 0,01 0,20 0,01 0,17 0,09 0,76 0,18 1,31 0,11 3,90
Triptofano 0,17 3,64 0,28 4,59 0,49 4,22 0,51 3,70 0,02 0,74
Otros 1,00 21,67 1,32 21,87 3,12 26,70 3,84 28,00 0,60 22,32
Lisina 0,79 17,09 0,82 13,66 1,41 12,04 1,58 11,48 0,37 13,95
Serina 0,10 2,19 0,25 4,20 0,59 5,07 0,98 7,17 0,10 3,65
Glicina 0,04 0,97 0,06 0,93 0,367 3,14 0,51 3,69 0,03 1,09
Histidina ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Arginina ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Treonina 0,07 1,43 0,19 3,08 0,76 6,46 0,78 5,66 0,10 3,62
Total 4,61 100 6,02 100 11,70 100 13,73 100 2,68 100
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Tabla 23. Concentracion de aminoacidos durante la fermentacion para cacao criollo Meridefio San Juan 2004

Aminoacidos Dias de Fermentacion %
Tostado

(Ke/g) 0 dias % 1 dias % 2 dias % 3 dias %

Acidos 3,38 63,40 0,87 20,29 1,18 18,24 1,46 16,10 0,4049 14,60
Acido Aspartico 1,23 23,10 0,23 524 0,41 6,30 0,46 5,09 0,13 4,76
Acido Glutamico 2,15 40,30 0,65 15,05 0,78 11,94 1,00 11,01 0,27 9,84

Hidrofébicos 1,78 33,28 2,66 61,95 3,66 56,34 5,02 55,51 1,53 55,11
Leucina 0,11 1,89 0,24 5,49 0,69 10,67 1,04 11,49 0,50 17,88
Alanina 0,11 2,14 0,27 6,18 0,50 7,74 0,89 9,83 0,11 3,87

Fenilalanina 0,06 1,09 0,30 6,92 0,71 10,90 0,83 9,14 0,12 4,23
Tirosina 0,17 3,26 0,27 6,25 0,52 7,93 0,58 6,45 0,21 7,66

Valina 0,10 1,87 0,11 2,59 0,23 3,47 0,34 3,74 0,06 2,07

Isoleucina 0,06 1,06 0,17 3,84 0,26 3,93 0,29 3,19 0,19 6,70
Prolina 1,14 21,32 1,19 27,63 0,54 8,25 0,79 8,67 0,21 7,66
Metionina 0,002 0,04 0,011 0,26 0,039 0,59 0,13 1,48 0,06 1,99
Triptofano 0,033 0,61 0,12 2,79 0,19 2,85 0,14 1,52 0,09 3,06
Otros 0,18 3,32 0,76 17,76 1,65 25,43 2,57 28,40 084 30,29
Lisina 0,10 1,84 0,54 12,66 1,26 19,41 1,78 19,71 0,30 10,94
Serina 0,05 0,89 0,11 2,45 0,14 2,141 0,28 3,11 0,14 4,94
Glicina 0,012 0,23 0,036 0,83 0,09 1,37 0,15 1,67 0,14 5,07
Histidina ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Arginina ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Treonina 0,02 0,36 0,078 1,82 0,16 2,50 0,36 3,92 0,26 9,33
Total 534 100 4,30 100 6,49 100 9,05 100 2,77 100
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Tabla 24. Concentracion de aminoacidos durante la fermentacion para cacao criollo Guasare 2004

Aminoacidos Dias de Fermentacién %
Tostado
(Ke/g) Odias % 2 dias % 3 dias %
Acidos 0,66 17,02 0,31 5,16 1,08 9,99 1,01 15,67
Acido Aspirtico 0,30 7,79 0,10 1,73 0,59 5,42 0,56 8,60
Acido Glutdmico 0,36 9,23 0,20 3,43 0,49 4,57 0,46 7,07
Hidrofébicos 1,87 48,35 3,50 59,03 6,36 58,95 3,67 56,66
Leucina 0,20 5,25 0,65 11,03 1,50 13,85 0,87 13,35
Alanina 0,17 4,48 0,30 5,03 0,47 4,31 0,33 5,13
Fenilalanina 0,28 7,15 0,71 11,93 1,10 10,15 0,77 11,84
Tirosina 0,48 12,34 0,66 11,06 0,82 7,64 0,61 9,33
Valina 0,10 2,46 0,22 3,70 0,46 4,24 0,26 3,99
Isoleucina 0,14 3,52 0,20 3,40 0,46 4,30 0,24 3,68

Prolina 0,37 9,59 0,51 8,60 1,19 11,06 0,45 6,88
Metionina 0,012 0,32 0,052 0,88 0,12 1,12 0,03 0,50
Triptofano 0,13 3,23 0,20 3,4072 0,25 2,28 0,13 1,96

Otros 1,34 34,63 2,12 35,82 3,35 31,06 1,7933 27,67

Lisina 0,44 11,42 1,12 18,90 1,94 17,97 1,40 21,62

Serina 0,82 21,10 0,79 13,31 0,80 7,40 0,17 2,64

Glicina 0,031 0,81 0,06 0,97 0,17 1,55 0,05 0,80

Histidina ND ND ND ND ND ND ND ND

Arginina ND ND ND ND ND ND ND ND

Treonina 0,05 1,30 0,16 2,64 0,45 4,14 0,17 2,61
Total 3,87 100,00 593 100,00 10,79 100,00 6,48 100,00
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Tabla 25. Concentracion de aminoacidos durante la fermentacion para cacao forastero IMC-67 IF.IC 2003

Aminodcidos Dias de Fermentacion
Tostado %

(Kg/g) O dias % 2dias % 4 dias % 7 dfas %

Acidos 1,37 43,00 0,92 11,21 0,43 4,11 1,15 8,79 0,71 7,46
Acido Aspartico 0,58 18,10 0,34 4,13 0,10 0,93 0,17 1,31 0,023 0,24
Acido Glutamico 0,79 24,90 0,58 7,08 0,33 3,18 0,97 7,47 0,69 7,22

Hidrofébicos 1,54 48,52 4,71 57,58 6,22 59,38 822 63,01 6,21 65,17
Leucina 0,13 4,10 1,08 13,18 1,87 17,88 2,26 17,33 1,82 19,09
Alanina 0,19 5,97 0,44 5,39 0,57 5,43 0,65 4,96 0,51 5,39

Fenilalanina 0,16 5,00 0,84 10,24 0,76 7,27 0,81 6,24 0,57 5,98
Tirosina 0,32 9,90 0,57 7,00 0,34 3,27 0,49 3,75 0,44 4,60

Valina 0,08 2,59 0,31 3,77 0,71 6,75 0,59 4,51 0,40 4,14

Isoleucina 0,10 3,00 0,43 521 0,51 4,83 1,27 9,72 1,01 10,58
Prolina 0,50 15,78 0,70 8,51 0,80 7,65 1,21 9,29 0,76 7,94
Metionina 0,011 0,36 0,09 1,15 0,16 1,51 0,31 2,41 0,29 3,02
Triptofano 0,06 1,84 0,26 3,14 0,50 4,7841 0,63 481 0,42 4,43
Otros 0,27 8,48 2,56 31,21 3,83 36,51 3,68 28,21 2,61 27,38
Lisina 0,11 3,51 1,70 20,72 1,77 16,92 1,19 9,13 0,70 7,28
Serina 0,12 3,90 0,38 4,60 1,08 10,35 1,00 7,68 0,93 9,71
Glicina 0,02 0,47 0,21 2,56 0,30 2,82 0,49 3,76 0,31 3,29
Histidina ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Arginina ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Treonina 0,019 0,60 0,27 3,33 0,67 6,43 1,00 7,64 0,68 7,10
Total 3,18 100,00 8,19 100,00 10,48 100,00 13,04 100,00 9,54 100,00
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Tabla 26. Concentracion de aminoacidos durante la fermentacion para cacao forastero IMC-67 IF.IIC 2003

Aminoacidos Dias de Fermentacién
Tostado %
(Kg/g) 0 dias % 1dias % 3 dias % 5 dias % 7 dias %
Acidos 1,03 44,23 0,64 9,71 0,71 5,52 0,68 4,65 1,02 6,05 0,87 11,81
Acido Aspértico 0,27 11,69 0,18 2,70 0,121 0,94 0,12 0,84 0,27 1,60 0,19 2,59
Acido Glutédmico 0,76 32,54 0,46 7,01 0,59 4,58 0,55 3,81 0,75 4,45 0,68 9,21
Hidrofébicos 0,94 40,37 4,18 63,18 8,64 67,39 10,19 70,12 11,71 69,25 3,44 46,56
Leucina 0,10 4,20 0,80 12,04 1,69 13,15 2,21 15,18 2,66 15,71 0,45 6,14
Alanina 0,13 5,48 0,63 9,48 0,88 6,83 1,05 7,20 1,12 6,61 0,66 8,95
Fenilalanina 0,12 5,07 0,48 7,23 1,31 10,19 1,51 10,37 1,51 8,92 1,07 14,53
Tirosina 0,17 7,35 0,08 1,25 0,50 3,88 0,54 3,73 0,99 5,86 0,11 1,53
Valina 0,06 2,41 0,40 6,00 1,25 9,73 1,27 8,75 1,36 8,05 0,13 1,73
Isoleucina 0,06 2,72 0,55 8,27 1,12 8,69 1,24 8,51 1,44 8,54 0,13 1,73

Prolina 0,25 10,72 0,98 14,75 1,12 8,75 1,39 9,56 1,67 9,90 0,13 1,80
Metionina 0,011 0,462 0,03 0,41 0,14 1,12 0,33 2,29 0,36 2,13 0,31 4,18
Triptofano 0,046 1,962 0,25 3,74 0,65 5,04 0,66 4,53 0,60 3,54 0,44 5,98

Otros 0,36 15,40 1,80 27,11 3,48 27,10 3,67 25,23 4,18 24,70 3,08 41,63

Lisina 0,10 4,15 0,99 14,96 1,42 11,06 1,19 8,17 1,19 7,06 0,82 11,15

Serina 0,10 4,22 0,40 5,97 1,08 8,39 1,25 8,60 1,47 8,71 1,14 15,37

Glicina 0,14 6,17 0,21 3,11 0,33 2,58 0,39 2,71 0,62 3,64 0,36 491

Histidina ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

Arginina ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

Treonina 0,02 0,86 0,20 3,07 0,65 5,06 0,84 5,76 0,89 5,29 0,75 10,20
Total 2,33 100 6,61 100 12,83 100 14,53 100 16,90 100 7,39 100
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Tabla 27. Concentraciéon de aminoacidos durante la fermentacion para cacao forastero IMC-67 IIF.IC 2003

Aminocécidos Dias de Fermentacién
Tostado %

(Kg/g) Odias % 2 dias % 4 dias % 7 dias %

Acidos 1,79 41,41 1,43 25,41 0,96 8,86 0,94 7,44 0,82 12,17
Acido Aspértico 0,50 12,02 0,44 7,95 0,14 131 0,18 1,42 0,16 2,37
Acido Glutamico 1,23 29,40 0,98 17,45 0,82 7,55 0,76 6,02 0,66 9,79

Hidrofébicos 1,93 46,33 3,07 54,59 7,60 69,72 8,77 69,14 3,98 59,03
Leucina 0,19 4,61 0,31 5,68 1,75 16,13 1,83 14,45 0,70 10,45
Alanina 0,29 6,97 0,42 7,64 0,85 7,88 1,22 9,64 0,86 12,79

Fenilalanina 0,27 6,64 0,38 6,85 1,17 10,73 1,18 9,34 0,70 10,47
Tirosina 0,28 6,82 0,37 6,60 0,76 7,01 0,77 6,11 0,10 1,48

Valina 0,12 3,07 0,23 4,18 0,42 3,86 0,53 4,17 0,28 4,28

Isoleucina 0,13 3,12 0,21 3,87 0,55 5,12 0,60 4,76 0,12 1,87
Prolina 0,50 12,11 0,82 14,60 1,30 11,97 1,45 11,47 0,46 6,87
Metionina 0,01 0,18 0,04 0,80 0,26 2,47 0,35 2,82 0,15 2,34
Triptofano 0,11 2,77 0,24 4,34 0,5 4,58 0,80 6,32 0,56 8,43
Otros 0,51 12,18 1,12 19,99 2,32 21,33 2,97 23,41 1,94 28,79
Lisina 0,27 6,55 0,74 13,23 0,64 5,88 0,87 6,87 0,63 9,35
Serina 0,13 3,22 0,20 3,66 0,77 7,10 0,89 7,03 0,67 10,02
Glicina 0,03 0,72 0,06 1,22 0,28 2,62 0,44 3,53 0,40 5,93
Histidina ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Arginina ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Treonina 0,07 1,68 0,10 1,87 0,62 5,71 0,75 5,96 0,23 3,48
Total 4,18 100 5,62 100 10,89 100 12,69 100 6,75 100

Wendy Josefina Orozco Contreras
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Tabla 28. Concentracién de aminoacidos durante la fermentacién para cacao forastero IMC-67 IIF.IC 2004.

Aminoacidos

Dias de Fermentaciéon

Tostado %
(Ke/g) 0 dias % 2 dfas % 4 dias % 7 dias %
Acidos 0,75 15,29 0,84 8,95 1,00 7,74 0,47 3,58 0,21 3,57
Acido Aspirtico 0,22 4,57 0,33 3,52 0,25 1,97 0,12 0,93 0,04 0,38
Acido Glutamico | 0,53 10,721 | 0,50 5,42 0,74 5,76 0,36 2,65 0,57 3,17
Hidrofébicos 2,02 40,76 5,74 61,17 9,06 70,06 9,92 71,96 4,21 68,52
Leucina 0,22 4,57 1,75 18,70 1,91 14,82 2,21 16,05 1,04 16,93
Alanina 0,32 6,53 0,45 4,85 1,54 11,96 1,77 12,82 0,57 9,31
Fenilalanina 0,10 2,17 1,01 10,86 1,30 10,10 1,40 10,19 0,12 2,08
Tirosina 0,49 9,94 0,54 5,81 0,59 4,63 0,63 4,56 0,28 4,69
valina 0,12 2,57 0,34 3,63 0,98 7,58 1,01 7,37 0,77 12,53
Isoleucina 0,15 3,12 0,4 4,25 0,58 4,48 0,80 5,85 0,57 9,35
Prolina 0,46 9,27 0,89 9,53 1,36 10,54 1,28 9,28 0,21 3,46
Metionina 0,01 0,30 0,12 1,30 0,29 2,29 0,23 1,70 0,15 2,54
Triptofano 0,11 2,26 0,20 2,15 0,46 3,62 0,55 4,05 0,46 7,52
Otros 217 43,93 2,80 29,90 2,87 22,11 3,37 24,45 1,72 27,91
Lisina 0,29 5,85 0,95 10,12 0,70 5,41 0,91 6,65 0,49 8,11
Serina 1,35 27,22 1,40 14,98 1,16 8,99 1,23 8,97 0,55 9,01
Glicina 0,45 9,21 0,10 1,12 0,30 2,33 0,55 4,00 0,32 5,20
Histidina ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Arginina ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Treonina 0,08 1,64 0,34 3,67 0,70 5,45 0,66 4,83 0,34 5,58
Total 4,95 100 9,39 100 12,93 100 13,77 100 6,15 100
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Tabla 29. Concentracion de aminoacidos durante la fermentacion para cacao trinitario ISC-1 IF.IC 2002.

Aminoacidos Dias de Fermentacion
(Kg/e) 0 dias % 2 dfas % 4 dias % 7 dias %
Acidos 1,2032 30,33 0,46 12,04 0,50 8,10 0,46 4,84
Acido Aspdrtico 0,42 10,79 0,21 5,53 0,20 3,22 0,17 1,83
Acido Glutamico 0,75 19,53 0,25 6,51 0,30 4,88 0,28 3,05
Hidrofobicos 1,42 35,87 1,87 48,23 3,60 57,53 6,48 67,49
Leucina 0,08 2,15 0,14 3,60 0,52 8,38 1,66 17,29
Alanina 0,11 2,83 0,24 6,30 0,44 7,03 0,89 9,30
Fenilalanina 0,10 2,56 0,16 4,36 0,52 8,37 1,08 11,28
Tirosina 0,42 10,64 0,43 11,27 0,72 11,59 0,77 8,01
Valina 0,06 1,66 0,08 2,06 0,21 3,30 0,36 3,75
Isoleucina 0,09 2,32 0,10 2,68 0,20 3,19 0,32 3,40
Prolina 0,46 11,70 0,58 15,15 0,81 13,02 1,13 11,78
Metionina 0,06 0,06 0,01 0,18 0,05 0,87 0,027 0,28
Triptofano 0,07 1,91 0,10 2,61 0,10 1,74 0,22 2,36
Otros 1,3401 33,78 1,54 39,71 2,15 34,36 2,65 27,65
Lisina ‘ 0,16 4,27 0,24 6,18 0,58 9,30 1,85 19,31
Serina 1,02 25,84 1,12 28,88 1,33 21,29 0,38 4,02
Glicina 0,01 0,29 0,01 0,38 0,027 0,44 0,081 0,83
Histidina ND ND ND ND ND ND ND ND
Arginina ND ND ND ND ND ND ND ND
Treonina 0,13 3,37 0,16 4,25 0,20 3,320 0,33 3,44
Total 3,96 100 3,87 100 6,27 100 9,61 100
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Tabla 30. Concentracion de aminoacidos durante la fermentacién para cacao trinitario ISC-1 IF.IC 2003

Aminoéicidos Dias de Fermentacién
Tostado %
(Ke/e) 0 dias % 2 dias % 7 dias %
Acidos 1,26 37,97 0,64 13,71 0,79 7,00 0,73 17,73
Acido Aspirtico 0,51 15,36 0,30 6,40 0,24 2,17 0,22 5,36
Acido Glutdmico 0,75 22,60 0,34 7,37 0,53 4,82 0,51 12,37
Hidrofdbicos 1,42 42,70 3,01 64,12 7,32 66,25 2,21 53,34
Leucina 0,17 5,16 0,42 8,97 1,30 11,82 0,26 6,25
Alanina 0,26 8,03 0,39 8,30 0,79 7,20 0,25 6,07
Fenilalanina 0,18 5,61 0,44 9,36 1,47 13,33 0,19 4,77
Tirosina 0,07 2,11 0,09 1,93 1,05 9,50 0,53 12,89
Valina 0,08 2,40 0,19 4,12 0,45 4,14 0,15 3,76
Isoleucina 0,08 2,49 0,22 4,69 0,56 5,10 0,12 3,07
Prolina 0,51 15,39 1,07 22,94 1,17 10,67 0,30 7,27
Metionina 0,0044 0,13 0,01 0,40 0,03 0,31 0 0,00
Triptofano 0,04 1,34 0,15 3,37 0,45 4,14 0,38 9,20
Otros 0,64 19,31 1,03 22,09 2,95 26,74 1,20 28,92
Lisina 0,31 9,49 0,51 10,99 0,90 8,21 0,38 9,32
Serina 0,20 6,13 0,30 6,59 1,04 944 0,14 3,41
Glicina 0,04 1,29 0,065 1,38 0,31 2,82 0,27 6,65
Histidina ND ND ND ND ND ND ND ND
Arginina ND ND ND ND ND ND ND ND
Treonina 0,081 2,39 0,15 3,20 0,69 6,25 0,39 9,52
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