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Resumen

En la presente investigacion se determinaron las condiciones 6ptimas de tiempo, temperatura y tipo de
fibra para la extraccion por el método HS-SPME de compuestos organicos volatiles (COV's) presentes
en licor de cacao, mediante la aplicacién de un disefio experimental factorial usando la metodologia de
superficie de respuesta. Las condiciones 6ptimas determinadas para extraer un mayor nimero de COV'’s
mediante el analisis multivariable fueron: 50 min, 60 °C y el tipo de fibora DVB/CAR-PDMS. La precision
del método fue adecuada, con valores de coeficiente de variacién (% CV) para la repetibilidad de 0,59
a 11,39% y 4,29 a 12,93 % de reproducibilidad. El desarrollo del método se realiz6 empleando una
muestra de licor de cacao CCN51 como referencia, producido por la asociacion Cortepaz en el municipio
de Tumaco en el Departamento de Narifio-Colombia, segun las condiciones de fermentacion, secado
y tostado tradicionales de la regién. Utilizando las condiciones 6ptimas de extraccion, se identificaron
39 COV's mayoritarios mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS).
Los resultados determinaron que el licor de cacao presenté principalmente compuestos tipo aldehido,
cetona, alcohol, pirazina, éster, terpeno, acido y lactona, de los cuales los mayoritarios fueron el acido
aceético, 2-propanol y 3-etil-2,5-dimetil-pirazina, con porcentajes (%) relativos de area del 46,16; 8,96 y
4,64 respectivamente.

Palabras clave: Microextraccion en fase sélida; Cromatografia de gases; Licor de cacao; Disefio experimental;
Aroma.
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analisis de compuestos organicos volatiles en licor de cacao de Narifio-Colombia. rev. ion. 2022;35(1):103-116. doi:10.18273/revion.v35n1-
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Development and evaluation of SPME-
GC-MS method for the analysis of
volatile organic compounds in cocoa

liquor from Narino-Colombia

Abstract

In this research, the optimal conditions of time, temperature and fiber type were determined for the HS-
SPME extraction method of volatile organic compounds (VOCs) presents in cocoa liquor, for this purpose, a
factorial experimental design using the response surface methodology was applied. The optimal conditions
determined in order to extract a greater number of VOCs through multivariable analysis were 50 min,
60 °C and the DVB/CAR-PDMS fiber. The precision of the method was adequate with a variation coefficient
values (% CV) in terms of repeatability of 0.59 to 11.39 % and 4.29 to 12.93 % in reproducibility terms. The
method development was carried out using a sample of cocoa liquor from CCN51 variety as reference,
produced by the Cortepaz association in the municipality of Tumaco in Narifio-Colombia, according to
the traditional fermentation, drying and roasting conditions implemented in the region. Using the optimal
extraction conditions, 39 major VOCs were identified by gas chromatography coupled to mass spectrometry
(GC-MS). The results determined that cocoa liquor mainly presented aldehyde, ketone, alcohol, pyrazine,
ester, terpene, acid and lactone compounds, of which acetic acid, 2-propanol and 3-ethyl-2.5-dimethyl-
pyrazine were found to the majority with a relative area percentages (%) of 46.16; 8.96 and 4.64 respectively.

Keywords: Solid phase microextraction; Chromatography; Cocoa liquor; Experimental design; Fragrance.

Avaliacao do meétodo de extracao
SPME-GC-MS para a analise de
compostos organicos volateis em

licor de cacau do Narino-Colombia

Resumo

Na presente investigagcéo, foram determinadas as condi¢des 6timas de tempo, temperatura e tipo de
fibra para a extragdo pelo método HS-SPME de compostos orgénicos volateis (COV’s) presentes no
licor de cacau, por meio da aplicagdo de um planejamento experimental fatorial utilizando a superficie
de resposta metodologia. As condi¢des 6timas determinadas para extrair um maior nimero de VOCs
através da analise multivariada foram: 50 min, 60 °C e o tipo de fibra DVB/CAR-PDMS. A precisao
do método foi adequada, com valores de coeficiente de variagao (% CV) para repetibilidade de 0,59 a
11,39 % e 4,29 a 12,93 % de reprodutibilidade. O desenvolvimento do método foi realizado usando como
referéncia uma amostra de licor de cacau CCN51, produzido pela associagdo Cortepaz no municipio de
Tumaco no departamento de Narifio-Colombia, de acordo com as condigdes tradicionais de fermentacao,
secagem e torrefacdo da regido. Usando as condigbes 6timas de extragdo, 39 COV's principais foram
identificados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS). Os resultados
determinaram que o licor de cacau apresentou principalmente compostos como aldeido, cetona, alcool,
pirazina, éster, terpeno, acido e lactona, sendo a maioria acido acético, 2-propanol e 3-etil-2,5-dimetil-
pirazina, com uma porcentagens (%) de area relativa de 46,16; 8,96 e 4,64 respectivamente.

Palavras-chave: Microextracdo em fase sdlida; Cromatografia gasosa; Licor de cacau; Desenho experimental, Aroma.
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Introduccion

La calidad sensorial del cacao y sus productos
derivados depende de factores genéticos,
agroclimaticos y de las condiciones de las etapas
del manejo poscosecha (fermentacién, secado y
tostado) que se emplean para la transformacién
de los granos frescos en los diferentes productos
como cacao en grano seco, tostado o licor
[1]. El licor de cacao es uno de los principales
productos comerciales del cacao y consiste en
granos de cacao fermentados, secos, tostados y
molidos cuyo aroma es el resultado perceptible
de una cadena larga de transformaciones fisicas,
quimicas y bioquimicas que la almendra de
cacao experimenta gracias a factores como la
variedad, composicion del suelo, clima, altura de
cultivo y modo de recoleccion del fruto, ademas
de condiciones como el tiempo de fermentacion,
las temperaturas de secado y tueste, todas estas
condiciones son determinantes en el desarrollo
de la composicion quimica volatil, especificamente
contribuyen a la formacién de compuestos
organicos volatiles (COV's), los cuales generan el
aroma caracteristico del cacao [2].

La genética y los factores agroclimaticos influyen
en el aroma de manera determinante, de acuerdo a
la variedad, tipo o a la region donde sea cultivado el
cacao se han identificado diferentes caracteristicas
organolépticas, ya que estos aspectos definen
los precursores quimicos del aroma [3]. Una
etapa determinante en el desarrollo de la fraccion
volatil durante la poscosecha es la fermentacion.
En este proceso, gracias a la actividad de las
levaduras, se producen COV'’s importantes como
alcoholes, ésteres y acidos carboxilicos, siendo el
mas importante el acido acético, ya que ademas
de aportar al aroma contribuye a que ocurran
muchas reacciones quimicas que generan otros
COV's importantes como los ésteres [4]. En la
etapa de secado, prosigue el desarrollo de la
fraccion volatil, ademas de acidos y alcoholes,
también se evidencia la presencia de ésteres,
aldehidos, cetonas, hidrocarburos, pirazinas y
furanos; finalmente, siguen en menor cantidad
pirroles, terpenos, fenoles y oxazoles, algunos
de los compuestos mas representativos que se
forman en esta etapa son el 2-metilbutanoato de
etilo, 2-metilpropanoato de etilo, 2-feniletanol y
2-heptanol, los cuales producen notas aromaticas
frutales, florales y citricas [5]. Por otra parte, en
la etapa de tueste el cacao termina de adoptar
las propiedades organolépticas mas importantes,
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es aqui donde compuestos organicos volatiles
como pirazinas especificas que generan notas
aromaticas a chocolate, tostado, nuez y madera, se
incorporan a las diferentes familias organicas que
determinan el aroma final. Compuestos de gran
importancia en esta etapa son la tetrametilpirazina,
trimetilpirazina, benzaldehido, 2-fenilacetaldehido
y el linalool [6].

Debido a la importancia que tiene el conocimiento
de la composicién de los compuestos volatiles
en el licor de cacao como indicadores de
calidad y su generacion o estabilidad durante
los procesos de fermentacion, secado y tostado
de las semillas de cacao, se han adelantado
diferentes investigaciones acerca del desarrollo
o implementacién de métodos analiticos para la
extraccion y analisis de los COV's. Entre algunos
métodos desarrollados para la extraccion se
encuentra la destilacion-extraccion simultanea, la
extraccion con solventes, la destilacion al vacio y la
extraccion con fluidos supercriticos [7,8], los cuales
han sido ampliamente utilizados en diferentes
tipos de muestras de cacao, por ejemplo, cacao
fresco, seco, tostado y licor de cacao [9,10]. Sin
embargo, algunos de estos métodos demandan
prolongados tiempos de extraccion, calentamiento
a elevadas temperaturas y varios pasos previos
en la preparacion de las muestras, lo cual puede
provocar pérdida, degradacion o reacciones de
analitos con otros componentes de la matriz como
lipidos, acidos grasos o polifenoles, que ademas
pueden convertir a los extractos en incompatibles
con técnicas como la cromatografia de gases (CG)
o la cromatografia liquida (LC). De igual manera,
el calentamiento intensivo de las muestras, puede
generar cantidades adicionales de alquipirazinas
por interaccidn entre los sustratos de la reaccion
de Maillard presentes en la matriz, llevando a
falsos positivos y errores en la identificacion y
cuantificacion de los COV'’s [8].

Como una solucién a lo descrito anteriormente,
la microextraccion en fase sélida con espacio de
cabeza (HS-SPME), la cual utiliza una fibra de
silice fundida recubierta de un material sorbente,
adsorbe los COV's en determinadas condiciones
para luego ser desorbidos en el puerto de
inyeccion de un equipo de cromatografia, se ha
convertido en una técnica de gran uso por su
versatilidad, reproducibilidad y su caracteristica
de ser una técnica verde de extraccion que no
requiere usar solventes organicos nocivos para la
salud o el medio ambiente [11]. Con esta técnica
se eliminan interferencias en el analisis, asociadas
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a la estabilidad quimica, térmica y la generacién de
artefactos indeseables en el anadlisis de chocolate
y cacao [7]. Sin embargo, debido a que se trata
de un método indirecto se deben establecer las
condiciones optimas de extraccion, principalmente
de factores como la temperatura de extraccion, el
tiempo de extraccion y el tipo de fibra a utilizar [9,12].
Respecto a las condiciones de extraccion, existen
varias investigaciones que emplean diferentes
tipos de fibra, tiempos y temperaturas para la
extraccion de los COV, los cuales son identificados
por técnicas cromatogréficas, por ejemplo,
cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas (GC-MS). Estudios realizados por
Millares-Garcia [11] determinaron el uso de una
fibora PDMS/DVB/CAR, 15 min de extraccién vy
60 °C como valores 6ptimos para identificar una
mayor cantidad de COV’s por GC-MS, identificando
pirazinas, aldehidos, ésteres y acido acético como
principales compuestos de influencia en el aroma
caracteristico del cacao. Ducki et al. [7], evaluaron
los efectos de tiempo y temperatura de extraccion
de muestras de cacao del oeste del Africa, en esta
investigacién, determinaron tiempos de extraccion
de 15 min a 60 °C de calentamiento de muestra y
el uso de una fibra PDMS/DVB/CAR, identificando
un total de 42 compuestos. Van Durme et al. [13]
determinaron la composicion volatil de semillas
de cacao mediante HS-SPME usando una fibra
PDMS/DVB/CAR, con un tiempo de extraccion de
25 min a 60 °C, el analisis de COV'’s se realiz6
por GC-MS identificando 30 compuestos entre
alcoholes, ésteres, pirazinas y acidos organicos.
Rodriguez et al. [14] investigaron la composicion de
COV's en semillas de cacao de variedad forastero,
de la provincia de Tabasco-México, usando una
fiora DVB/CAR/PDMS, 30 min de extracciéon a
60 °C para identificar un total de 58 compuestos
por GC-MS. En semillas de cacao trinitario, criollo
y forastero, fueron identificados 53 compuestos
en el trabajo realizado por Qin et al. [15],
determinando principalmente alcohol furfurilico,
3-careno, 2-pentanol, 1-pentanol, 2,3-butanediol,
2-heptanol y bencill acetato en variedad trinitario;
a-limoneno, B-cariofileno, B-mirceno, B-linalool
y acido acético en la variedad criollo, finalmente
acido 3-metilbutanoico, 2-(2-butoxietoxi) etanol,
anetol y 2,4-pentanedio, la extraccion se realizo
por HS-SPME con una fibra de DVB-CAR-PDMS,
con un tiempo de exposicion de la fibra de 30 min
a 60 °C. En el trabajo realizado por Tan et al. [16]
determinaron por HS-SPME y con el uso de nariz
electrénica, 23 COV'’s, las condiciones utilizadas

fueron: fibora PDMS-DVB, 30 min de adsorcion a
60 °C. Las condiciones de extraccion influyen en
la composicion y cantidad de COV's extraidos,
reportando en las investigaciones temperaturas
entre los 24 a 60°C, rango en el cual es posible
evitar pérdidas o degradacion de los compuestos
mas volatiles o termolabiles. Respecto al tiempo
de extraccion, estos estan entre los 15 a 60 min
para la extraccion de COV's, y hasta 75 min para
la extraccion de compuestos menos volatiles
como pirazinas. Los tiempos de extraccién son
mucho menores a los de otras técnicas, mas
aun si se tiene en cuenta que una vez se haya
pasado este tiempo, la fibra pasa directamente al
equipo cromatografico sin pasos intermedios de
concentracion o extraccion liquido-liquido. Para
el caso de los COV'’s, el tiempo de equilibrio es
muy importante, debido a que un tiempo corto no
sera suficiente para extraer los compuestos, y si
el tiempo es demasiado largo, los analitos mas
volatiles se pueden degradar. En relacién a las
fibras, se puede inferir que recubrimientos que
mezclen el PDMS, el carboxen y el DVB serian
los mas adecuados, ya que permiten extraer
compuestos de caracter apolar como polares
[5,6,12,17,18].

Teniendo en cuenta la diferencia en las condiciones
de extraccidon reportadas y la importancia de
determinar las mismas para identificar los COV’s
en licor de cacao del Departamento de Narifio,
como parte del estudio para el mejoramiento
de la productividad y calidad sensorial de este
importante producto, se desarrolld el presente
trabajo, cuyo objetivo fue la optimizacion de
las condiciones de extraccion HS-SPME de los
COV's para su identificacion por GC-MS, en licor
de cacao regional de una asociacién productora
del municipio de Tumaco del Departamento de
Narifio-Colombia. ElI material utilizado de cacao
correspondié al clon CCN51, originario del
Ecuador, el cual se caracteriza por ser un cultivo
precoz, pues inicia su produccion a los 24 meses
de edad, no necesita de polinizacion cruzada para
su adecuada fructificacion tal como la mayoria
de los clones y es tolerante a la “Escoba de
Bruja”, enfermedad que ataca a la mayoria de
variedades de cacao destruyendo su produccion.
Entre las principales caracteristicas de este clon
se encuentran: excelente indice de mazorca
(8 mazorcas/libra de cacao seco); excelente indice
de semillas (1,45 g/semilla seca y fermentada).
Ademas, es reconocido por su adaptabilidad
a casi todas las zonas tropicales y por tener un
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alto porcentaje de manteca (54 %), lo que lo hace
cotizado por las industrias. Sus mazorcas son
de color rojo-anaranjado en estado de madurez.
Respecto a las notas del catador se ha establecido
que este cacao presenta alta acidez y amargor y
bajo sabor a chocolate [19,20].

En esta investigacién, se utilizd un disefio
experimental tipo factorial, usando la metodologia
de superficie de respuesta para identificar el
tipo de fibra, la temperatura y el tiempo de
extraccion 6ptimos como factores influyentes en
el analisis de los COV's responsables del aroma
[7,11,12,14,17], las cuales se utilizaran para
estudiar posteriormente los efectos del manejo
poscosecha en la calidad del cacao producido en
el Departamento de Narifio-Colombia.

Metodologia

Materiales y equipos

Las muestras de licor de cacao fueron
proporcionadas por la Asociacion Cortepaz
con sede en la vereda San Luis Robles en el
Municipio de Tumaco, Departamento de Narifio
del Suroccidente de Colombia. El licor de cacao se
preparoé a partir de semillas de cacao fermentadas,
secas, tostadas y molidas del clon CCN51 segun
las técnicas y condiciones culturales definidas
por la asociacién. La muestra se consider6 como
material de referencia debido a que se prepard
con un solo tipo de material (CCN51) en las
condiciones con las que se ha obtenido licor a
partir de clones regionales y que ha sido premiado
en eventos internacionales.

Se evaluaron tres tipos de recubrimientos de las
fiboras SPME: DVB/CAR-PDMS, CAR/PDMS vy
DVB/PDMS (Supelco, Bellefonte-USA) instaladas

USA). En relacién a la composicion de las fases
estacionarias de las fibras, estas se catalogan de
acuerdo a la polaridad como bipolares y fueron
seleccionadas por ser las mas empleadas segun
la revision bibliografica [5,7,11,17,18].

Optimizacion de las condiciones de extraccion
por HS-SPME

Las condiciones de extraccion de las muestras
de cacao regional se determinaron mediante
la aplicaciéon de un disefio experimental tipo
factorial 3%, usando la metodologia de superficie
de respuesta para determinar los factores que
maximizan la variable de respuesta, la cual se
expresd6 como numero de COV's extraidos. Se
consideraron los factores de: tipo de fibora SPME,
temperatura y tiempo de extraccion, evaluados en
tres niveles segun las consultadas en publicaciones
de varios autores [11,12,14,17,18,21]. Para la
extraccion se tomaron 5,0 g de la muestra de licor
de cacao CCN51 en un vial @ambar con septa PFTE
de 40 mL (Restek, Bellefonte-USA) bajo agitacion,
usando una barra de agitacion cubierta de teflon
y una plancha de agitacion Heildoph con control
de temperatura y agitaciéon [14]. Las muestras
se sometieron a las condiciones de extraccion
acordes al disefo experimental descritas en la
Tabla 1. El analisis estadistico se ejecutd con el
paquete estadistico STATGRAPHIC Centurion
XVI.
Entodaslascombinacionesdeldisefioexperimental
se consideraron 15 min de pre-acondicionamiento
de acuerdo a lo recomendado por Rodriguez et
al. [14]. Los compuestos extraidos en las fibras
para cada muestra del disefio se analizaron por
GC y se confirmé la identidad por GC-MS con las
condiciones descritas a continuacion.

en un Holder manual (Supelco,Bellefonte-
Tabla 1. Factores y niveles del disefio experimental.
Niveles
Factores . . Descripcion
Bajo Medio Alto
Tipo de fibra? -1 0 1 DVB/CAR-PDMS (1), CAR/PDMS (0) y DVB/PDMS (-1).
Temperatura °C 25 40 60 Temperatura del sistema de extraccion.
Tiempo (min) 15 30 60 Tiempo de extraccion necesario para alcanzar en mayor nimero de

COV's.

alos niveles en el tipo de fibra hacen referencia a las caracteristicas del recubrimiento de las fibras. La codificacién del nivel se

realizo aleatoriamente.
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Cromatografia de gases (GC)

El analisis de los compuestos volatiles extraidos
por HS-SPME para la optimizacion del método se
realizé6 por GC-FID de acuerdo a lo reportado por
Millares-Garcia [11] con algunas modificaciones,
usando una columna Zebron ZB-5 (30 m x 0,25 mm
y tamano de pelicula de 0,25 uym, Phenomenex,
USA). La desorcion se realizé en el puerto de
inyeccion a 250 °C durante 2 min en modo splitless.
El flujo de gas carrier Helio UAP (Linde-Colombia)
fue de 1,0 ml.min™. Las temperaturas de puerto
de inyeccion y detector fueron 250 y 280°C
respectivamente. La programacion de temperatura
fue de 40°C durante 2 min, luego se incrementé
a razon de 10°C.min"" hasta 280 °C y se mantuvo
a esta ultima durante 5 min hasta terminar la
separacion [7,11,14,18,19]. El calculo de indices
de retencion lineal (IRL) se realiz6 mediante la
inyeccion de una serie homodloga de n-alcanos
(Restek, Bellefonte-USA) analizados bajo las
mismas condiciones operacionales. Los analisis se
realizaron en el Laboratorio de Cromatografia de la
Universidad de Narifio.

Cromatografia de gases/espectrometria de ma-
sas (GC-MS)

La identificacion de los COV’s extraidos en las
condiciones Optimas se realizé6 por GC-MS. Las
condiciones instrumentales fueron similares
a las usadas en GC-FID (columna, rampa de
calentamiento, temperatura y tiempo de inyeccion,
flujo de helio). Los espectros de masas se
obtuvieron en el modo full scan, la energia de
ionizacién empleada fue de 70 eV (El) con un
barrido de 1.8 scans/s y con un rango de m/z 35-
400 umas. La linea de transferencia se mantuvo a
280 °C, fuente de iones a 230°C [11,17,18, 21,22].
Los criterios de identificacion de los compuestos
se establecieron por comparacién de los indices
de retencion lineal (IRLs) y espectros de masa de
cada compuesto en las muestras usando como
referencia las bases de datos Wiley 275 L y NIST.

Precision del método de extraccion HS-SPME

Determinados los valores O&ptimos para la
extraccion por HS-SPME, se estimé como figura
de mérito analitico la precision del método
de extraccién, para este fin se determind la
repetibilidad del método analitico en las condiciones
Optimas de extraccion establecidas, extrayendo y
analizando una muestra de licor de cacao CCN51
triplicado. Ademas, se calcul6 la reproducibilidad
intermedia del método utilizando los resultados

cromatograficos de una muestra de licor de cacao
CCN51 extraida y analizada tres dias diferentes
por el mismo analista [5,6,12,23,24].

Resultados y discusion

Optimizaciéon del método

Para la optimizacion, la metodologia de superficie
de respuesta (MSR) que se utilizé para optimizar
el método permitié el modelado y el analisis de
los datos, en los que la extraccion de COV's se
ve influenciada por los factores experimentales
analizados (fibra/tiempo/temperatura), los cuales
pueden incrementar o disminuir la cantidad
y concentracion de compuestos organicos
volatiles (COV’'s) adsorbidos en la fibra. La
variable de respuesta se establecié de acuerdo
al numero de COV's total extraidos, cuyas areas
cromatograficas sean mayores a 100 cuentas
(MV*seg). Como se puede apreciar en el diagrama
de Pareto (Figura 1), el tipo de fibra empleada fue
el factor mas determinante en la extracciéon de
los COV's. Estadisticamente, tiene una influencia
significativa y positiva en relacion a la variable de
respuesta estudiada, esto se debe principalmente
a que el tipo de absorbente del que esta recubierta
la fibra es determinante para extraer una mayor
cantidad de compuestos de acuerdo a su polaridad
[11,12,25]. De la misma manera, se observo
que las interacciones cuadraticas tipo de fibra,
temperatura y tiempo, junto con la interaccion
tiempo-temperatura (BB, CC, AA, y AB) presentan
un efecto estadisticamente significativo en la
extraccion de COV's, expresados en numero de
COV's extraidos.

Con respecto al factor tipo de fibra, la DVB/CAR-
PDMS mostré ser la mas adecuada para extraer
un mayor numero de COV’'s, gracias a que
tiene mayor afinidad a compuestos de polaridad
relativamente baja, volatiles y semivolatiles
(Figura 2), la combinacion de las fases
estacionarias de esta fibra, juega un rol importante
para una mayor eficiencia en la extraccion, con
una mayor resolucion de los cromatogramas en
comparaciéon con las fases estacionarias de las
otras fibras [5], ya que el licor de cacao se puede
considerar como una matriz compleja que tiende a
tener diferentes tipos de compuestos [6,11,12,25].
En la Figura 2 se puede apreciar que respecto al
factor temperatura un nivel alto (60 °C) favorece
la extraccion de COV's, lo cual concuerda con
algunas investigaciones previas, sin embargo, se
debe tener en cuenta que temperaturas superiores
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pueden causar degradacion de los analitos mas
termolabiles [5,7,11,26,27]. En cuanto al tiempo,
se observa que la extraccion se favorece a 50 min
y no al tiempo maximo de 60 min, esto se debe
a que la fibra a tiempos superiores a 50 min en
las condiciones estudiadas, alcanza estados de
saturacion, por lo que a tiempos mayores ocurre
un proceso de desorcion de los COV's. Ademas,
el tiempo afecta la transferencia de masa de los
analitos en la fibra, requiriendo un tiempo 6ptimo de
50 min para que lafibra pueda alcanzar su equilibrio.
Por su parte, la temperatura afecta directamente
la rapidez con que se alcanza el equilibrio,
favoreciendo la difusion de los compuestos y ejerce
una influencia en la composicién de la fase volatil,
aumentando la relacién de compuestos con baja
presion de vapor (semivolatiles) [28].

Mediante la optimizacion del disefio experimental
(analisis multivariable) se establecié los valores
optimos, que presentan la mayor deseabilidad
en la extraccion de un mayor numero de COV's
en las muestras de licor de cacao. El proceso de

determinacion de la maxima deseabilidad, permitio
establecer parametros tedricos optimos para el
proceso de extraccion de COV'’s, basados en la
determinacién de la deseabilidad global 6ptima.
Los valores determinados para la extraccion
fueron: tipo de fibra DVB/CAR-PDMS, temperatura
de extraccion 60 °C y tiempo de 50 min.

Enla Figura 3 se puede apreciar el comportamiento
estimado en la combinacion de dos factores
(tiempo y temperatura) manteniendo constante
el tipo de fibra DVB/CAR-PDMS, lo que permitio
establecer los niveles 6ptimos de extracciéon de
COV'’s, mediante la interaccion de los tres factores
experimentales principales [18], este resultado
indica que un aumento de temperatura favorece
el alcance de equilibrio entre los tres factores
presentes en la extraccion de COV's por la técnica
de HS-SPME [5,17,18]. La ecuacién 1 representa la
relacion entre el nUmero de compuestos extraidos
y las condiciones de extraccion.

Figura 1. Diagrama de Pareto para la extraccion HS-SPME de COV's en licor de cacao.

Figura 2. Grafico de efectos principales para la extracciéon HS-SPME de COV's en licor de cacao.

COV's = —0,41302 + 3,89691 xt + 0,272008 2T — 4,7038 z F

Donde = tiempo; T = temperatura y F= tipo de fibra.
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Figura 3. Grafico de superficie de respuesta para la extraccion HS-SPME de COV'’s en licor de cacao.

Precision del método HS-SPME

Para estimar la precisién del método de extraccion
optimizados, se determinaron parametros
estadisticos de desviacion estandar (s) y
coeficiente de variacion (CV %) a los resultados de
las areas cromatograficas de cada compuesto en
los experimentos de repetibilidad y reproducibilidad
de la extraccion HS-SPME (Tabla 2). Para el caso
de la repetibilidad de las areas de 39 compuestos
mayoritarios identificados se encontraron valores
entre 0,59 y 11,39 de CV %, mientras que para
la reproducibilidad entre 4,29 y 12,93 de CV %.
El coeficiente de variaciéon para extracciones HS-
SPME permite valores hasta del 12 % [14], por lo
tanto, se puede afirmar que el método optimizado
es preciso para el analisis de COV's presentes en
licor de cacao.

Identificacion por GC-MS de COV’s encontrados
en licor de cacao CCN51

Se identificaron un total de 39 COV'’s mayoritarios
en el licor de cacao CCN51 (Figura 4) al utilizar
las condiciones 6ptimas de extraccion (fibra: DVB/
CAR-PDMS, temperatura: 60 °C, tiempo: 50 min).
Los 39 compuestos se pueden clasificar en 8
grupos o tipos de compuestos segun su grupo
funcional de la siguiente manera: 8 aldehidos, 5
cetonas, 6 alcoholes, 10 pirazinas, 7 éteres, un
terpeno, un acido y una lactona. En la Tabla 3 se
presentan los resultados de la identificacion de
cada compuesto, asi como su area cromatografica,
tiempos de retencién, indices de retencion y la
nota aromatica que producen segun los reportes
de las investigaciones realizadas en el tema.

Tabla 2. Precision de la extraccion HS-SPME COV's en licor de cacao.

No de Compuestos ldentificados Parar:m_a’fro
Precision
Repetibilidad (n=3)2 Reproducibilidad ° (n=3)
Rango de CV % Rango de CV %
39 0,59 - 11,39 4,29-12,93
a: tres andlisis en un dia. b: tres andlisis en tres dias diferentes.
(x 1. 000 noon
TIC |~
13
14
0l |-
0.4
03 o i o 2 - N ©
b ~
2 5 7 10 12. 15 17 20 2 25 27! 30 32 35

Figura 4. Cromatograma TIC muestra CCN51 cacao.
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Tabla 3. Identificacion COV's cacao CCN51 HS-SPME.

tR? Area 0 ;
Tipo N° - /°. Compuesto Nota p[:‘?g?umda IRE* IRT
min (uv*seg) RelathO .
3 3,274 481238 1,62 3- metil butanal caramelo-chocolate NC 655
4 3418 64410 022  2-metilbutanal  '@ncio-chocolate-malta v g4y
fermentada
16 17,632 366276 123  Benzaldehido  OUice-cereza-almendra  o.q0 o5,
amarga
(72}
:8 17 17,846 338851 1,14 5-metil-furfural picante- caramelo- arce 981 964
e .
K 22 21,384 128713 0,43 Bencen dulce-floral-clavo-miel- - 15q, 4040
< acetaldehido cacao-jacinto
30 23695 600442 202 2isopropil-5- wa 125 1097
metil-2-hexenal
37 28,847 925022 3,11 2-fenil-2-butenal chocolate tostado 1302 1279
39 35735 274835 0,93 5-metil-2-fenil-2- chocolate-amargo- 1528 1482
hexenal almendra
5 4445 564419 1,90 dhidroxi-2- oo mantequilla-crema 719 721
butanona
. 25 22303 674374 227  Acetofenona  dulce-acre-dimendra- - qe;  ypa5
@ acacia
C
S 29 23385 294540 0,99 2-nonanona  coco-nerbal-dulcedfrutal- 44 4496
S queso
32 25463 572948 1,03 _ trans- menta fresca-menta dulce 1176 1124
isomentona
34 25,816 662013 2,23 cis-isomentona menta fresca-menta dulce 1187 1132
1 2,034 2661704 8,96 2-propanol alcohol-lefioso-almizcle NC 515
7,746 709482 2,39 2,3-butanediol frutal-cebolla 809 789
8 6 8321 514198 1,73 1,3-butanediol inodoro 818 NR
[e] .
5 9 12546 150143 0,51 2-furanmetanol  2icohol-rancio-dulce- 882 865
<£(> caramelo
10 14,831 138762 0,47 2-heptanol Fresco-herbal-dulce-floral 921 906
31 24,368 667710 225  Bencenoetanol ﬂ°ra"r°safc')22§°'a9”a e 1144 1113
7 9,261 616900 2,08 2-metil-pirazina  nuez-chocolate tostado 832 826
11 14,990 813341 2,74 2,5-dimetil- café 925 912
pirazina
13 15429 98232 0,33 2,3-dimetil- caramelo-chocolate 933 920
pirazina
18 19360 463492 156  2-eti-6-meti- patata asada 1013 991
pirazina
& 19 19462 546055 184  2cfrometl tostado 1016 994
N pirazina
i%’ 20 19,541 880051 2,96 Trimetil pirazina nuez-cacahuate 1018 1000
27 22,704 1377789 464 | Seti-25 patata-cacao-nuez 1097 1063
dimetil-pirazina tostada
28 23011 757005 2,55 Tetrametil chocolate 1105 1086
pirazina
33 25674 400863 138  2>0-timeti-6- caramelo 182 1163
etil-pirazina
38 30577 215555 0,73 3-isopentil-2,5- alcanfor-tomillo-herbal- 1342 1308

dimetil-pirazina

pino-agrio
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Continuacion Tabla 3.

Butanoato de

14 16,501 766774

frutal-pifia-cofiac 954 804

etilo
15 16,865 788831 2,66  Acetatodeetio ~ Stereo-dulcedfiutas- g4 g0
maleza verde
21 21201 88082 030  Acetatode sec- solvente-banana 1059  NR
® butilo
q) .
= Meso-diacetato
ﬁ 24 21995 338573 113 GOCEeeR0 NR 1079 1054
26 22500 116178 039  D;j-diacetatode NR 1091 1064
2,3-butandiol
35 26,791 295984 1,00 Capg:ﬁ‘ctfde pifia 1217 1197
36 28334 516806 1,74 @ enilacetatode floral-miel-Rosa- 1270 1243
etilo balsamico-cacao
Terpeno 23 21,574 75137 025  B-Ocimeno (E) C't”co'""lg'gs;erpe“'°°' 1068 1050
Acidos 2 3,178 13705248 46,15 Acido acético vinagre NC 625
Lactonas 12 15,266 79817 027  y-butirolactona ~ Crema-aceite-caramelo- g5, gq

pan-café

aTiempo de retencion, Pindice de retencion experimental, ¢indice de retencion tedrico consultado en bases de datos (NIST, Flavornet),
NC: no calculado, NR: no reportado. N°: referencia al numero de pico del cromatograma de la Figura 4.

Al comparar el numero total de compuestos
identificados por grupo funcional (Figura 5A) se
puede apreciar que las pirazinas aportan el mayor
nuamero de COV's al total extraido del licor de
cacao, estos compuestos son importantes debido
a que aportan positivamente al aroma y definen el
aroma de la muestra a cacao, chocolate, tostado
y nueces, por lo cual se esperaria que la muestra
tenga un aroma agradable a chocolate [1,8,30,31],
sin embargo, al comparar el area cromatografica
total por cada grupo, se puede apreciar que los
acidos se encuentran en mayor cantidad (area
cromatografica mayor al de todas las pirazinas
juntas) siendo el acido aceético el Unico encontrado
en la muestra, el cual si bien es indispensable
para la generaciéon de todos los COV’s durante
el proceso de fermentacion, es poco deseado al
final del proceso en el aroma, debido a que aporta
notas a vinagre o rancias haciendo que la muestra
se considere de mala calidad [1,4,30], esto ultimo
destaca la importancia de identificar la mayoria de
los COV's involucrados en el aroma, su cantidad
y el tipo de aroma que aporta a la muestra [1,5].

En la Figura 6 podemos apreciar una comparacion
del area de cada uno de los COV’s por grupo
funcional, los aldehidos (Figura 6A) son
compuestos que aportan aromas tipo herbal
y frutal, en la muestra del licor de cacao el mas
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abundante fue el 2-fenil-2-butenal, que aporta
notas aromaticas a chocolate, en el caso de las
cetonas (Figura 6B) el COV mas abundante fue
la acetofenona, este compuesto es producido
durante la fermentacion, Portillo et al. [30] reporta
que la acetofenona es generada al cuarto dia de
fermentacion y produce en el aroma notas florales
y dulces. Los alcoholes por su parte tienden a
aportar notas aromaticas alcohdlicas, herbales
y a maderada como por ejemplo a brandy, en el
caso de la muestra analizada se encontré que
el 2-propanol fue el mayoritario el cual le aporta
notas a alcohol, lefa y almizcle [1,7,29].

La 3-etil-2,5-dimetil-pirazina fue la mas abundante
encontrada del grupo de las pirazinas, como
la mayoria de compuestos de esta familia se
origina por medio de la reaccion de Maillard y son
los principales COV’s responsables del aroma
caracteristico del cacao y sus productos derivados,
en el caso de muestras de licor se ha reportado
que aporta notas a cacao y nuez tostada. Por
su parte, el acetato de etilo fue el compuesto
mayoritario de la familia de ésteres, este se origina
durante las Ultimas etapas de fermentacion y
produce notas frutales verdes y dulces. De los
terpenos las lactonas y los acidos solo se encontré
un compuesto, el B-Ocimeno-(E) reconocido por
aportar aromas citricos, la y-butirolactona que
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aporta notas a café y cremosos y finalmente el acido
acético que como se menciond anteriormente,
a pesar de su importancia en los procesos de
formacion de los COV's es poco deseado por su
aroma a vinagre [22,28,30,31]. El 4cido acético es
el mas abundante de todos los COV's identificados
con un area de 13705248 uyV*seg, casi 7 veces
mas que el que le sigue en abundancia que es
el 2-propanol con un area de 2 661 704 uV*seg,

incluso si se suma el area de los 10 compuestos
siguientes al acido acético se obtiene un area
menor (11177037 yV*seg), no obstante, el
licor de cacao producido por la asociacion esta
catalogado como fino y de aroma posiblemente
por que la suma de los compuestos que aportan
positivamente al aroma prevalece sobre el efecto
negativo del acido acético.

Figura 5. Graficas del total de COV's identificados por HS-SPME y GC-MS. A. Numero total por grupo funcional.
B. Area total por grupo funcional.
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Figura 6. Graficas COV'S vs Area por grupo funcional. A. Aldehidos. B.Cetonas. C. Alcoholes. D. Pirazinas.
E. Esteres.

Conclusiones

La extraccion de COV’'s en granos de cacao
regional de Narifio por HS-SPME demostr6é ser
una herramienta analitica de gran valor. Los
factores estudiados en este trabajo: tipo de fibra,
temperatura y tiempo de extraccién presentaron
influencia estadistica en el numero de COV's
extraidos y posteriormente analizados por
GC-MS, encontrando que, a un tiempo de 50 min
de extraccion, temperatura de 60°C y la fibra
DVB/CAR-PDMS como las condiciones de mayor
eficiencia en la extraccion de COV's de la matriz
de estudio. Ademas, el método de extraccion
presenté una adecuada precisién en términos de
repetibilidad y reproducibilidad, lo que convierte a
HS-SPME en un método de extraccién confiable
y de gran versatilidad para el analisis de calidad
en muestras de la agroindustria del cacao y que
debe ser probado en otros tipos de matrices como
cacao en grano seco, tostado y chocolates.

En las muestras analizadas de licor del clon
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de cacao CCNb51, los principales tipos de
compuestos identificados son aldehidos, cetonas,
alcoholes, pirazinas, ésteres, terpenos, acidos y
lactonas, siendo el acido acético, el 2-propanol
y la 3-etil-2,5-dimetil-pirazina los compuestos
mayoritarios identificados. Si bien el mayor
numero de compuestos es del tipo pirazina (ocho
compuestos), las cuales aportan al aroma del licor
de cacao de manera positiva, el acido acético fue
el compuesto mayoritario, el cual se ha reportado
que aporta negativamente al aroma y se encontro
en un area (13 705 248 pV*seg) que es superior
incluso a la sumatoria de los 10 compuestos
mayoritarios que le preceden en areay que aportan
positivamente (11177 037 uV*seg), sin embargo,
el licor producido ha sido premiado en varias
ocasiones por su calidad aromatica. Esto sugiere
que existe una competencia entre el numero de
compuestos, su identidad, su cantidad, asi como el
tipo y la descripcion del aroma de cada compuesto
para definir una calidad aromatica especifica,
posiblemente la buena calidad del aroma de las
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muestras se debe a la interaccion y la sinergia
de los compuestos que aportan positivamente
al aroma, prevalecen sobre la gran cantidad
de &cido acético que aporta negativamente
a la calidad, lo cual sugiere profundizar en la
identificacién y cuantificacion de los COV's, asi
como su formacién durante el manejo pos cosecha
realizado tradicionalmente.
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