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Resumen

Titulo: Analisis basado en metaboldmica no dirigida como estrategia para identificar patrones
quimicos caracteristicos en muestras de cacaos especiales. *

Autor: Paula Victoria Bacca Villota™

Palabras Clave: Metaboldmica, Metabolomica No Dirigida, Cacaos especiales, UHPLC/HRMS,

Anadlisis de componentes principales, sabor y aroma.

Descripcion: Colombia es un destacado productor de cacao fino, segun lo indica la Organizacién
Internacional del Cacao. No obstante, la mayor parte de sus exportaciones corresponde al cacao
de categoria ordinaria. Varios organismos nacionales se encuentran en proceso de desarrollar
plataformas tecnologicas destinadas a permitir que los pequefios productores certifiquen la calidad
de sus granos. El proposito fundamental de este estudio fue identificar marcadores quimicos
distintivos presentes en 36 muestras de granos de cacao originarias de cinco departamentos
colombianos, y establecer su relacion con las propiedades de calidad del cacao. Con este fin, se
Ilevé a cabo un enfoque de metaboldmica no dirigida utilizando UHPLC/HRMS, en combinacion
con andlisis sensoriales y fisicoquimicos. A pesar de que las 36 muestras no presentaron
diferencias significativas en cuanto a calidad sensorial, contenido de polifenoles y la relacion entre
teobromina/cafeina, el analisis estadistico multivariado permitié la diferenciacion de las muestras
en cuatro grupos distintos. Adicionalmente, se observo una agrupacion similar de las muestras en
los andlisis fisicos. Los metabolitos responsables de esta agrupacién fueron investigados mediante
analisis estadistico univariante y tentativamente identificados mediante la comparacion de
espectros de masas experimentales con los datos reportados en las bases de datos. En este sentido,
se identificaron alcaloides, flavonoides, terpenoides, péptidos, quinolinas y compuestos de azufre
como las principales clases de compuestos que permitieron diferenciar entre los grupos de
muestras. Esto resalta la relevancia de los perfiles quimicos como una huella caracteristica
significativa para futuras investigaciones en el control de calidad y la caracterizacion mas precisa
del cacao fino.

* Trabajo de investigacion
“ Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director: William Hidalgo Bucheli. Ciencias
Naturales, Ph.D.
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Abstract

Title: Untargeted metabolomics-based analysis as a strategy to identify characteristic
chemical patterns in specialty cocoa samples. *

Author(s): Paula Victoria Bacca Villota**

Key Words: Metabolomics, Untargeted Metabolomics, Specialty Cocoa, UHPLC/HRMS,

Principal Component Analysis, Flavor and Aroma.

Description: Colombia is a leading producer of fine cocoa, according to the International Cocoa
Organization. However, most of its exports are of ordinary cocoa. Several national agencies are in
the process of developing technological platforms to enable small producers to certify the quality
of their beans. The main purpose of this study was to identify distinctive chemical markers present
in 36 cocoa bean samples from five Colombian departments, and to establish their relationship
with cocoa quality properties. To this end, an untargeted metabolomics approach was carried out
using UHPLC/HRMS, in combination with sensory and physicochemical analyses. Although the
36 samples showed no significant differences in sensory quality, polyphenol content and
theobromine/caffeine ratio, multivariate statistical analysis allowed the differentiation of the
samples into four distinct groups. In addition, a similar clustering of the samples was observed in
the physical analyses. The metabolites responsible for this clustering were investigated by
univariate statistical analysis and tentatively identified by comparison of experimental mass
spectra with data reported in databases. In this sense, alkaloids, flavonoids, terpenoids, peptides,
quinolines and sulfur compounds were identified as the main classes of compounds that allowed
differentiation between groups of samples. This highlights the relevance of chemical profiles as a
significant fingerprint for future research in quality control and more accurate characterization of
fine cocoa.

* Research work

** Faculty of Science. School of Chemistry Director: William Hidalgo Bucheli. Natural Sciences,
Ph.D.
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Introduccion

El cacao es un producto muy apetecido en la industria de alimentos alrededor del mundo
por sus caracteristicas organolépticas, demandado principalmente por compafiias chocolateras,
americanas y europeas, para la elaboracion de diversos productos como refrescos, dulces,
caramelos, reposterias, bebidas alcohdlicas, perfumes, productos cosméticos y medicinales, entre
otros (Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural Colombia, 2021).

En Colombia, el cultivo de cacao ha venido en crecimiento, pues ha sido priorizado como
uno de los productos agricolas con mayor potencial, gracias al reconocimiento mundial de la
calidad de los genotipos que se cultivan en el pais y por ende, al tipo de grano de cacao que puede
producirse, el cual presenta excelentes propiedades organolépticas (Contreras, 2017). Por esta
razén, en 2021, se cosecharon méas de 65.000 toneladas de granos de cacao, generando un valor de
exportacion que superd los 29 millones de US, de acuerdo a las cifras suministradas por el
Ministerio de Agricultura (Fedecacao, 2021).

De acuerdo con la Organizacion Internacional del Cacao (ICCO), Colombia es productor
de cacao fino o especial, con granos de alta calidad, textura suave y un aroma excepcional. A pesar
de estas cualidades, la mayor parte de la produccion se destina al mercado local, mientras que una
fraccion reducida se comercializa a nivel internacional bajo la categoria de cacao regular
(Barrientos et al., 2019). Para mejorar la participacion de Colombia en el mercado global de cacao
de calidad, es crucial implementar tecnologias y herramientas avanzadas que permitan a los
pequefios productores certificar la calidad de sus productos. La calidad del cacao desempefia un
papel fundamental en la cadena de valor, ya que influye en la demanda y agrega valor al producto

final. De este modo se abren nuevas oportunidades para los productores e investigadores en este
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campo; a los primeros, les permitira ofrecer un producto de calidad mas definido y uniforme, capaz
de satisfacer las necesidades del cliente y, a los segundos, les brinda un tema que, aunque no es

nuevo, requiere estudios detallados que definan criterios de calidad reproducibles en el cacao.

Actualmente, la calidad de los granos de cacao se evalia mediante una serie de
caracteristicas fisicas, quimicas y organolépticas, como son: el indice de grano, la prueba de corte,
el grado de fermentacion, contenido de cadmio, contenido de polifenoles, relacion
teobromina/cafeina y la evaluacion sensorial del licor de cacao para definir las notas de sabor

(Aguilar, 2016).

Investigaciones previas acerca de la composicién quimica de los granos de cacao han
identificado la presencia de compuestos, tanto volatiles como no volatiles, que estan estrechamente
relacionados con las caracteristicas sensoriales de estos granos. Los metabolitos secundarios, como
los polifenoles y las metilxantinas, junto con los carbohidratos y las proteinas, desempefian un
papel fundamental en la determinacién del sabor y el aroma de los granos de cacao (Figueira &

Scotton, 2020).

En particular, los polifenoles son un grupo de compuestos que se encuentran en alta
concentracion en los granos de cacao y han suscitado un creciente interés en la comunidad
cientifica debido a sus propiedades antioxidantes. Ademas, estos compuestos aportan sensaciones
astringentes y amargas, contribuyendo de manera significativa a los sabores frescos y frutales

presentes en los licores de cacao (Aprotosoaie et al., 2016).

Por otro lado, las metilxantinas, una clase de compuestos no volatiles, también tienen un

papel importante. Entre las principales xantinas presentes en el cacao se encuentran la teofilina, la
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teobromina y la cafeina (LOpez, 2014). Algunos estudios sugieren que la relacion entre la
teobromina y la cafeina en los granos de cacao podria servir como un indicador de su calidad, y
ademas se ha determinado que algunas propiedades, como el grado de fermentacion de los granos
y descriptores de sabor como el amargor, guardan relacion con este coeficiente (Calvo et al., 2021;

Ordofiez et al., 2020).

En los Gltimos afios, la metabolémica ha emergido como una herramienta valiosa para
analizar la composicion quimica de productos naturales y su vinculacion con parametros deseables
o exploratorios. En el caso del cacao, se han empleado enfoques metabolémicos especificos para
identificar y cuantificar compuestos de interés, como los polifenoles, metilxantinas, catequinas y
flavonoides (Lopez, 2014). Otros estudios también han buscado establecer relaciones entre estos
compuestos y diversos aspectos, como la procedencia geografica de las muestras de cacao
(Marseglia et al., 2016), la evaluacion del estado de fermentacion de los granos (Mayorga et al.,
2016), asi como la investigacién de la dinamica de los componentes volatiles y no volatiles

(Rodriguez et al., 2011).

No obstante, hasta la fecha, pocos estudios se han enfocado en la identificacion de posibles
marcadores quimicos que estén presentes en las muestras de cacao y que puedan correlacionarse
con las propiedades sensoriales deseables y la calidad del grano (Escobar et al., 2021; Fayeulle et
al., 2020). En este contexto, la metabolémica no dirigida se presenta como una herramienta
particularmente util, ya que simplifica el proceso analitico para identificar multiples metabolitos

en matrices quimicamente diversas, como los granos de cacao, de manera mas eficiente y réapida.
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Por lo tanto, el objetivo principal de este trabajo de investigacion fue identificar marcadores
quimicos diferenciales en muestras de cacaos especiales (en grano) que estén relacionados con

propiedades organolépticas asociadas a la calidad del cacao.

Los granos de cacao fermentado y seco provenientes de diferentes fincas ubicadas en
Maceo (Antioquia), Manaure (Cesar), Santa Marta (Magdalena), San Vicente de Chucuri
(Santander) y Norte de Santander, fue la poblacion muestral del presente estudio que hizo parte
del macro-proyecto inter-institucional titulado ‘“Mejoramiento de la calidad de los cacaos
especiales en Antioquia y Cesar a través de la generacion de capacidades y servicios tecnolégicos
localmente adaptados para incrementar la competitividad en el mercado internacional — proyecto
del programa Colombia méas competitiva PC+C042-017" cuyo objetivo fue aunar esfuerzos para
mejorar la competitividad en la produccion y comercializacion del cacao en las regiones objeto de
estudio, permitiendo el crecimiento econdmico a través del fortalecimiento del sector productivo
del cacao, asi como también a través de mejores estrategias de mercado y comercializacion a nivel

internacional de nuestro producto.

En consecuencia, se espera que estos marcadores quimicos contribuyan al desarrollo de
una plataforma tecnolégica mas robusta para certificar la calidad de los granos de cacao producidos

por pequerfios agricultores en Colombia.
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1. Objetivos

1.1.  Objetivo general

Identificar marcadores quimicos diferenciales en muestras de cacaos especiales (en grano)
que estén relacionados con propiedades organolépticas asociadas a la calidad del cacao
1.2.  Objetivos especificos

Optimizar el método de extraccion de metabolitos -no volétiles- de muestras de cacao seco

utilizando extraccion en fase solida (SPE)

Determinar el perfil metabolémico diferencial de los extractos metanolicos mediante

andlisis estadistico uni- y multivariado

Asociar los marcadores quimicos caracteristicos de las muestras de cacao con propiedades

organolépticas
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2. Marco teorico y estado del arte

2.1.  Marco teorico
2.1.1 Generalidades y aspectos taxonémicos del cacao

El nombre “Theobroma” fue asignado por David Linneo en 1737 como término cientifico
para nombrar el arbol del cacao y significa “Alimento de los dioses”. Bethan y Hoocker en 1862
fueron quienes clasificaron a la planta como Sterculiaceae. En 1964, Cuatrecasas clasifico las
especies del género Theobroma en seis formas por su polimorfismo y tipos intermedios resultado
del entrecruzamiento (Batista, 2009). La clasificacion taxondmica del cacao se presenta en la Tabla

1.
Tabla 1.

Clasificacion taxondmica del cacao

Sub-reino: Embriophyta
Division: Espermatofita
Clase: Angiosperma
Sub-clase: Dicotileddnea
Orden: Marvales
Suborden: Malvinas
Familia: Esterculiacea
Tribu: Bitneria
Género: Theobroma
Especie: Theobroma cacao

Existen tres tipos de cacao: Criollo, forastero y trinitario. El criollo, es el més raro y escaso
(1% de produccion mundial) y tiene su origen en América Central y México. Se cultiva en Meéxico,

Nicaragua, Guatemala, Colombia, Venezuela, Madagascar, Comoras, Sri Lanka, Indonesia (Java)
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e Islas Samoa. Estos arboles se caracterizan por ser fragiles, sensibles y de bajo rendimiento, lo
cual explica su nivel de produccién tan escasa. Su fruto es grande y de color verde o rojo. Los
granos son grandes y de color claro. Es un cacao excepcional, aromatico y poco amargo (Rojas &
Sacristan, 2013).

El forastero, es el mas cultivado (80% de produccion mundial) y basicamente se cultiva en
Pert, Ecuador, Colombia, Brasil y Africa en general. El arbol que lo produce es muy resistente a
las enfermedades, el fruto es de color verde y amarillo cuando madura y los granos son aplanados
de un color violeta. Este cacao se obtiene de la mezcla con otros cacaos superiores. Tiene un sabor
fuerte y su aroma es amargo y acido (Rojas & Sacristan, 2013).

El trinitario, este tipo de cacao es un hibrido del cacao forastero y el criollo. En cuanto a la
produccion a nivel mundial representa entre un 10 - 15%. Normalmente se cultiva en las zonas
donde se habia plantado anteriormente el cacao Criollo. Se empezé a cultivar en la Isla de Trinidad
(Caribe) cuando un ciclén arrasé las plantaciones de este cultivo. Su rendimiento es cercano al del
cacao Forastero. Ademas, es un excelente cacao que en ocasiones reemplaza las plantaciones del
tipo Criollo (Rojas & Sacristan, 2013).

2.1.2 Impacto econdmico del fruto del cacao para Colombia

El cacao (Theobroma cacao L.) es una planta que se encuentra de manera natural en los
bosques de América del Sur, en las regiones del Amazonas y Orinoco. Algunas tribus indigenas
de Centro y Suramérica ya la conocian antes de la llegada de los espafioles, los cuales le daban
gran variedad de usos, incluso, como moneda de gran valor dado por algunas tribus como los
Chichimecas, Toltecas y Aztecas (Seguine & Meinhardt, 2014). En la época de la colonizacion,

los esparioles llevaron el fruto a Africa y lo plantaron en zonas de bosque hiimedo tropical, por
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esta razon el cacao se cultiva principalmente en Africa del Oeste, siendo Costa de Marfil (44%),
el mayor productor a nivel mundial, segun las estadisticas registradas hasta el afio 2018 (Figura 1

y Figura 2).
Figura 1.

Porcentaje de produccion mundial de cacao en grano (a) por continentes (b) por paises durante

el afio cacaotero 2022/2023
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Figura 2.

Mayores productores mundiales de cacao durante los periodos 2019/20, 2020/21 y 2021/22
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Colombia ocupa el décimo lugar como productor de cacao en el mundo. El cacao se cultiva
en casi todo el territorio nacional, pero se concentra basicamente en cuatro zonas agroecoldgicas:
I) Montafa Santandereana, que comprende los departamentos de Santander y Norte de Santander;
I1) Valles interandinos secos, que comprende los departamentos de Huila, sur del Tolima y norte
del Magdalena; I11) Bosque himedo tropical, que comprende las zonas de Uraba, Tumaco,
Catatumbo, Arauca, Meta y Magdalenay, 1VV) Zona Cafetera Marginal Baja: Gran Caldas, suroeste
de Antioquia, y norte del Tolima (SIC, 2011). En la Tabla 2, se evidencia que, en el departamento
de Santander, se concentra el mayor porcentaje de la produccién nacional de cacao, seguido por
los departamentos de Huila, Arauca, Antioquia y Tolima. En estos seis departamentos se concentra

cerca del 80% de la produccion nacional (Fedecacao, 2022b).
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Tabla 2.

Produccién nacional de cacao por departamentos, afio 2022

Departamento Produccion Participacion
(Ton) nacional (%0)
Santander 22899 36,8
Arauca 10520 16,9
Antioquia 5188 8,3
Tolima 3593 5,8
Huila 3518 57
Narifio 3372 5,4
Otros departamentos 13068 21,1
Total 62158 100,0

Nota. Fuente: (Fedecacao, 2022b)

De acuerdo con la Federacion Nacional de Cacaoteros (Fedecacao, 2022b) , durante los
altimos diez afios (2012 a 2022) la produccidn de cacao en el pais aument6 en 16.000 toneladas,
correspondiente a un crecimiento del 34%. Reportando el afio cacaotero 2020/21 una cifra récord
de produccion (70.205 toneladas de grano seco); sin embargo, el extenso periodo de lluvias en el
afio subsecuente 2021/22 disminuy6 dicha produccién en un 11%, debido a que estas condiciones
climaticas influyen sobre la produccién, aumentando el desarrollo y propagacién de enfermedades
en el cacao y dificultando la floracion del arbol. Por otro lado, esto también dificultd la explotacion
y transporte del producto a los puntos de compra, situacién que se reportd igualmente en 2018,
conllevando igualmente a una disminucion en la produccion nacional de grano (Fedecacao, 2022a)

(Figura 3).
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Figura 3.

Produccién nacional de cacao (ton.) periodo 2008-2022
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Nota. Adaptado de (Fedecacao, 2022a)

Si bien la produccion de cacao ha venido en aumento, lo que no ha ayudado mucho es su
precio. Después de haber alcanzado un valor superior a los $9.000 el kilogramo en diciembre de
2015, a 2021 solo ha vuelto a alcanzar valores comparables a finales de 2020 y 2021; en efecto,
como se presenta en la Figura 4, después de 2016 el precio descendid, pese a que en aquel entonces
habia rumores sobre la posible escasez en Costa de Marfil, el mayor productor del mundo, luego
de un tiempo se evidencio que este pais africano, al igual que otros de esa misma region, estaban
incrementando sus volimenes de produccion, lo que llevo a que los precios bajaran. Bajo este
panorama, la estrategia de los cacaocultores se ha centrado en incrementar la productividad por
hectarea (Agro Negocios, 2018). En el 2019, el presidente ejecutivo de Fedecacao, Eduardo

Baquero, destaco que en el pais hay 176.050 hectareas sembradas de cacao (Figura 5) y ademas
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sefialé que uno de los principales retos del sector es la renovacion de 70.000 hectareas de planta
envejecida (Agro Negocios, 2019). En 2021, El ministerio de agricultura (Minagricultura) anuncio
un plan de renovacion de diez mil hectareas de cacao para mejorar la productividad como primer
paso de la meta incluida en el Plan Nacional de Renovacion, cuya meta es poner a producir 70.000
hectéreas envejecidas de cacao en el mediano plazo (Fedecacao, 2021b). Dado que Colombia es
un tomador de precio regido por la Bolsa de Valores de Nueva York y Londres y, que los precios
dependen por lo tanto de la oferta y demanda del producto a nivel mundial, como consecuencia de
la pandemia se generd especulacion en el mercado, lo cual ha incrementado la volatilidad o
variacion constante del precio de cacao (Fedecacao, 2021a). Sin embargo, el ultimo afio el precio
del cacao casi que se ha triplicado. Esto obedece a que Africa, principalmente Costa de Marfil y
Ghana, suministran cerca del 70% de la produccién mundial, pero en este momento atraviesa por
dificultades. Estd siendo azotada por intensas lluvias, las cuales traen consigo una ola de
enfermedades a los cultivos. Actualmente en el mundo se habla de una crisis internacional en el
mercado del cacao a raiz de la baja produccion en Africa. No obstante, los productores
colombianos no muestran inquietud al respecto. Esto se debe a que el mercado nacional apenas
representa el 1,5% de la produccion mundial. De hecho, Eduard Baquero Ldpez, presidente
ejecutivo de Fedecacao, sostiene con cierta tranquilidad que la industria y los consumidores en
Colombia pueden estar tranquilos, pues la produccion para abastecer al pais esta garantizada. Hay
que aprovechar estos momentos para fortalecer las plantaciones y la productividad. Esto no va a
durar siempre y en alguin momento van a bajar”, advirtié el presidente de Fedecacao.

El afo pasado, el pais produjo unas 60.000 toneladas, se exportaron cerca de 4.000 y se

importaron tan solo unas 200.000. En otras palabras, eso quiere decir que Colombia es
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autosuficiente en el cultivo de este grano. La demanda anual es de cerca de 45.000 toneladas.
(Villamizar, 2024)

La otra cara de la moneda es la de los industriales que necesitan de la materia prima para
producir golosinas, confiteria y chocolates, lo que ha encarecido estos precios para el consumidor
final. Esa misma discusion se ha tenido en el Consejo Nacional Cacaotero que lidera el Ministerio
de Agricultura y del que participa la Andi y Fedecacao. La preocupacion de los industriales es que
estos productos también estan sujetos a una presion adicional: los impuestos saludables que
entraron en vigencia en noviembre de 2023 y que cobran un impuesto al consumidor de 15% y
aumentard al 20% a finales de afio. Este incremento, sumado al alza en el costo de la materia prima,
podria intensificar el impacto sobre los precios al consumidor, afectando potencialmente el
consumo y la demanda de productos derivados del cacao (El colombiano, 2024).

Figura 4.

Precio promedio nacional de cacao en grano por kilogramo ($COP) 2009-2022
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Figura 5.

Hectareas de cacao sembradas en Colombia 2010-2019
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De enero a septiembre del 2022, las exportaciones colombianas de productos de cacao o
sus derivados fueron equivalentes a US 98,03 millones, lo cual indica que presentaron un
crecimiento del 6,8% con respecto al mismo periodo de tiempo en el 2021 (Figura 6). Ademas,
segun datos del DANE, entre enero y abril del 2023 fueron exportadas 8.884 toneladas métricas y
se han alcanzado ventas por US$ FOB 39,2 millones.

Con este bien, el pais ha llegado a destinos como Estados Unidos, México y Canada, entre
muchos otros, y se han preparado los chocolates mas exquisitos y de mayor calidad del mundo.
Por esto, se identifico que hay un panorama prometedor para la exportacion de cacao en Colombia
dentro del mercado internacional.

Michel Arrion, director ejecutivo de ICCO afirmé: Colombia ingresa como uno de los 10

productores mas importantes de cacao en el mundo. Pero no todo es cuestion de voliumenes, de
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cantidades, también es una cuestion de calidad, porque Colombia estd produciendo uno de los
mejores cacaos del mundo, y principalmente la gran mayoria de la produccion del pais es fina de
sabor y aroma.

Entre los destinos mas prometedores para exportar cacao colombiano se encuentran Paises
Bajos y Alemania. Estos fueron reconocidos, en el 2021, como unos de los principales paises
consumidores de cacao en el mundo y hacen parte del grupo de los paises importadores dentro de
la ICCO. Otro destino que se destaca es Estados Unidos, ya que también hace parte de los paises
con mayor demanda del cacao y tiene fuertes lazos comerciales con Colombia. Finalmente, Suiza,
al ser uno de los lugares del mundo que mas ha sido reconocido por la calidad de sus chocolates y
siendo miembro importador de la ICCO, es un destino atractivo al que exportadores colombianos
que deseen alcanzar los mercados méas sofisticados en el mundo pueden aspirar a llegar.

(ProColombia, 2023). Por el contrario, las importaciones de cacao llegaron a un minimo histérico

(
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Figura 6), evidenciando que el pais cuenta con la materia prima necesaria para abastecer la
demanda interna y se tienen excedentes para la exportacion, pasando de importar 6°700.000

toneladas en 2014, a 1.300 en 2021, es decir, una reduccion del 98% (Fedecacao, 2022a) .
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Figura 6.

Importaciones y exportaciones de cacao en grano 2008- 2021
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Otro aspecto importante del cacao es en el ambito social, ya que es uno de los productos
lideres en la sustitucion de cultivos ilicitos en el proceso de posconflicto para el pais. Los
productores de cacao tienen la firme certeza de que es una via alternativa licita para crear desarrollo
y sostenibilidad en las zonas rurales del pais, dandole la oportunidad a las comunidades afectadas
de tener una estabilidad econdmica por un medio legal con un producto de alta competitividad
mundial, debido a que Colombia cuenta con un excelente fruto de aromay calidad. La cooperacion
internacional esté interesada en realizar proyectos que ayuden en el proceso de posconflicto y que
tengan relacién con el cacao, uno de los mas importantes es CACAO POR LA PAZ implementado
por USAID (Agency for International Development), la agencia de Cooperacion Internacional de

Estados Unidos. La inversion a este producto va a generar grandes beneficios en el proceso de
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desarme, desmovilizacion y reinsercion por parte de las FARC; evidenciando asi una inclusion
social con la que se busca mejor calidad de vida que genere sostenibilidad, por el momento los
resultados que se plantean son la creacion de viveros de cacao heirloom, capacitando a 110
personas en productividad agricola o seguridad alimentaria, establecer una fundacion de
investigacion de cacao e investigar, desarrollar o transferir diez tecnologias o practicas de manejo
en beneficio de la produccion de cacao, todo esto deberé llevarse a cabo entre los afios 2022 a 2026
(USAID, 2021) . Esto representa una alternativa de gran importancia ya que no solo va a contribuir
de gran manera al proceso de posconflicto, sino que a su vez va a generar desarrollo productivo y
economico al pais.

En relacion con los programas de sustitucion de cultivos, la ministra de Agricultura y
Desarrollo Rural enfatiz6 el papel destacado del cacao. Explico que existe una coincidencia entre
las areas con potencial para el cultivo de cacao y las areas donde hay presencia de cultivos de coca.
Esto proporciona una oportunidad para que las comunidades que dependen de la coca puedan optar
voluntariamente por la sustitucion de cultivos, convirtiendo al cacao en una alternativa viable.
Ademas, afiadid que el cacao se considera una solucién dentro de la nueva politica antidrogas.

En el nuevo enfoque de las politicas antidrogas, dentro del gobierno de Gustavo Petro, se
esta llevando a cabo una transformacion significativa. Este enfoque ya no adopta una postura
represiva hacia los cultivadores, sino que busca integrarlos en las soluciones frente a los cultivos
de uso ilicito. Por eso, en la actualidad, se estd trabajando para que la produccion de cacao
practicamente se duplique. Actualmente, se produce un promedio de 62,000 toneladas, pero se

aspira a alcanzar las 126,000 toneladas anuales. (Zapata, 2023)
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La ministra resaltd los logros alcanzados mediante la administracion de los recursos del
Fondo Nacional del Cacao por parte de FEDECACAO. Destacd que el cacao presenta una
versatilidad que permite su combinacion con la agricultura de subsistencia. Ademas, enfatizé su
enorme potencial de crecimiento y su capacidad para impulsar la economia agricola. Estos
aspectos coinciden con los enfoques prioritarios de su programa de gobierno: primero, es cultivado
por familias campesinas bajo esquemas de economia familiar y comunitaria; segundo, se intercala
con productos que contribuyen a la seguridad alimentaria; y tercero, es un cultivo agroforestal. Por
todas estas razones, el cacao se convierte en un aliado fundamental para el desarrollo agricola y
econdmico del pais.

La ministra anunci6é que los proyectos de sustitucion tendran un enfoque prioritario en
regiones con altos indices de cultivos ilicitos como Catatumbo, el Pacifico narifiense, el Pacifico
caucano, Putumayo, Arauca, Meta y Guaviare. También incluiran a los cultivadores de coca que
solicitan participar en programas de sustitucion. Estos programas tendran como primera opcién el
cultivo de cacao y como segunda opcién el cultivo de café. (Fedecacao, 2023)

El mas reciente Plan Nacional de Desarrollo del Cacao 2022, propone la renovacion de
80.000 hectéreas, de las cuales ya han sido renovadas 33.000, y para el afio 2023 se proyecto
renovar 5.000 més; al respecto, para el afio 2022, se renovaron mas de 11.000 hectéreas en 23
departamentos, con el apoyo del Ministerio, el Fondo Nacional del Cacao, la Oficina de las
Naciones Unidas contra la Droga y el Delito (UNODC), la Gobernacion de Santander y la alcaldia
de San Vicente de Chucuri.

Segln datos del Departamento Administrativo Nacional de Estadisticas (DANE) de

Colombia, en el afio 2021, las exportaciones de cacao y productos derivados alcanzaron los mas
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de 200 millones de US de los cuales 30 millones correspondieron a la exportacion unicamente del
grano (Figura 7) (OEC, 2022). Estos ingresos representaron una contribucion significativa a la
economia colombiana, de una parte, por los ingresos generados por las exportaciones y, de otra,
debido a que 850 empresas colombianas se dedican a la elaboracion de derivados del cacao,
chocolate y confiteria, de las cuales el 99% son micro y pequefias empresas, con presencia en 26
departamentos del pais. Ademas, el DANE indicd que la industria de chocolateria y confiteria
aportd $1,16 billones de pesos a la produccion nacional, lo que representd el 2,95% del Producto

Interno Bruto (PIB) de la industria de alimentos durante 2022 (ANDI, 2023; Infobae, 2023)

Figura 7.

Precio de las importaciones y exportaciones de cacao en grano 2008 - 2021

Precio (1000 USD)
o0

2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021
Aio

Importaciones Expottaciones

Nota. Adaptado de (Perez & Cajiao, 2019)



METABOLOMICA NO DIRIGIDA EN CACAO: PATRONES QUIMICOS 37

En el afio 2023, el cacao fue identificado, segin AGRONEGOCIQOS, como uno de los cinco
productos mas agroexportables, presente en méas de 500 municipios de 30 departamentos y genero
alrededor de 174.000 empleos directos e indirectos (Agro Negocios, 2023).

Finalmente, en marzo de 2024, el Grupo Nutresa, a través de la Comparfiia Nacional de
Chocolates, lanz6 un nuevo programa de alto impacto para continuar el fortalecimiento de la
cadena de cacao en Colombia con seis compromisos a este sector en el pais que ascienden a $1,5
billones en los préximos 10 afios para asociaciones de campesinos y cooperativas, lo que, segun
Carlos Ignacio Gallego, presidente de Nutresa, es un importante aporte al desarrollo territorial y la
productividad en el campo colombiano. Existe un potencial de 2,8 millones de hectareas aptas para
el cultivo de cacao. Este cultivo tiene 100% de mercado y queremos que el cacao sea una potencia
de ingresos y de buen trabajo (Gonzales, 2024).

2.1.3 Metabolitos presentes en el cacao

Los metabolitos secundarios son todos aquellos compuestos producidos por un organismo
como plantas, bacterias, hongos, entre otros, que no estan involucrados en el crecimiento y demas
funciones esenciales (Thirumurugan et al., 2018). En el caso del cacao, los metabolitos secundarios
mas importantes son los polifenoles y metilxantinas (Figura 8), estos compuestos se encuentran en
el grupo de compuestos no volatiles junto a los carbohidratos y las proteinas, que son responsables
del sabor y aroma del cacao al igual que los terpenos que son compuestos organicos aromaticos y
volatiles que dan caracteristicas organolépticas (aroma y sabor), no solo se utilizan por la
aromaterapia, sino que también estan aprobados como saborizantes en la industria alimentaria al

ser compuestos no toxicos. (Gardea et al., 2017) .
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Los polifenoles se consideran el grupo més grande de compuestos de origen vegetal con
maés de 8.000 moléculas conocidas presentes en frutas, vegetales, cortezas, flores y semillas. Estos
compuestos organicos han despertado cierto interes en la comunidad cientifica debido a su vasta

gama de funciones bioldgicas beneficiosas para los seres humanos, las cuales se presentan en la

Tabla 3.

Tabla 3.

Funciones bioldgicas de algunos polifenoles reportados con actividad

Propiedad

Mecanismo bioldgico

Actividad antioxidante

Actlan como eliminadores de radicales libres, protegiendo las
células y tejidos del dafio oxidativo causado por los radicales
libres, al restaurar el equilibrio redox. El estrés oxidativo se ha
relacionado con diversas enfermedades cronicas, como
enfermedades  cardiacas, cancer y  enfermedades
neurodegenerativas (Cory et al., 2018; Li et al., 2021).

Antiinflamatorio

Pueden inhibir la produccion de mediadores inflamatorios en el
cuerpo, lo que ayuda a reducir la inflamacién crénica, la cual se
asocia a su vez con una variedad de patologias como
cardiopatias, diabetes tipo 2, artritis y enfermedades del tracto
digestivo (Cory et al., 2018; Li et al., 2021).

Proteccion
cardiovascular

Tienen efectos protectores para la salud cardiovascular. Pueden
mejorar la funcién de los vasos sanguineos, reducir la presion
arterial, disminuir los niveles de colesterol LDL (colesterol
"malo"™) y reducir el riesgo de formacién de coagulos
sanguineos, pudiendo ayudar a prevenir enfermedades
cardiacas y accidentes cerebrovasculares (Cory et al., 2018; Li
etal., 2021).

Regulacion  de
glucosa en sangre

la

Algunos polifenoles, como los presentes en el té verde y el
cacao, han demostrado tener efectos beneficiosos en la
regulacion de los niveles de glucosa en sangre. Pueden mejorar
la sensibilidad a la insulina, ayudar a controlar el azlcar en la
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sangre y prevenir el desarrollo de la diabetes tipo 2. (Cory et al.,
2018; Lietal., 2021)

Accion
anticancerigena

Se ha descubierto que algunos polifenoles tienen propiedades
anticancerigenas. Pueden inhibir el crecimiento y la
proliferacion de células cancerosas, asi como inducir la muerte
celular programada (apoptosis) en células cancerosas. Ademas,
los polifenoles pueden ayudar a prevenir la formacion de
NUevVos vasos sanguineos en tumores (angiogénesis) y bloquear
la invasion y metastasis de células cancerosas. (Cory et al.,
2018; SIC, 2011)

Proteccion neuronal

Pueden ejercer efectos protectores sobre las células nerviosas
en el cerebro. Se ha demostrado que tienen propiedades
neuroprotectoras y pueden ayudar a prevenir o retrasar
enfermedades neurodegenerativas, como el Alzheimer y el
Parkinson. Ademas, los polifenoles pueden mejorar la funcion
cognitiva y proteger contra el deterioro cognitivo relacionado
con la edad (Cory et al., 2018; Danezis et al., 2016)

Actividad
antimicrobiana

Actlan de diversas formas para inhibir el crecimiento
bacteriano. Algunos polifenoles pueden dafiar la membrana
celular de las bacterias, lo que conduce a la lisis celular y la
muerte bacteriana. Otros polifenoles pueden interferir con las
enzimas y procesos metabdlicos esenciales para la
supervivencia de las bacterias. También se ha observado que los
polifenoles pueden inhibir la formacion de biopeliculas
(comunidades bacterianas organizadas que pueden adherirse a
superficies y ser resistentes a los antibidticos convencionales).
(Daglia, 2012; EI Moussaoui et al., 2019; Hamidpour et al.,
2015)

Actividad antifngica

Pueden dafiar la membrana celular de los hongos y alterar su
metabolismo, lo que resulta en su muerte. Algunos estudios
también han demostrado que los polifenoles pueden inhibir la
formacion de estructuras fungicas como las hifas, que son
importantes para la invasion y propagacion de los hongos.
(Daglia, 2012; El Moussaoui et al., 2019; Hamidpour et al.,
2015)

39



METABOLOMICA NO DIRIGIDA EN CACAO: PATRONES QUIMICOS 40

Las almendras de cacao son una rica fuente de polifenoles; estos compuestos confieren
sensaciones astringentes, amargas y contribuyen significativamente a los sabores verdes y
afrutados de los licores de cacao. Algunos de los polifenoles mas importantes presentes en el cacao
corresponden a epicatequina, catequina y las proantocianidinas B1 y B2 (Castellanos et al., 2007).

Los terpenos se forman por la polimerizacion de unidades de isopreno que estan
constituidos por cinco atomos de carbono. Es la polimerizacion lo que da lugar a la clasificacion,
las categorias son: hemiterpenos, monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, sesterterpenos,
triterpenos, tetraterpenos y politerpenos. Los terpenoides tienen importancia por su uso como
aromas y fragancias; algunos otros tienen importancia medicinal. Entre los metabolitos
secundarios del cacao se han reportado dos compuestos pertenecientes a la familia de los terpenos,
el cis-o0xido-linanol y linalol (Perea et al., 2013).

Los alcaloides, especificamente las metilxantinas, son derivados N-metilados de las
xantinas. Las tres principales metilxantinas en cacao corresponden a cafeina, teobromina y
teofilina. La teobromina (3,7-dimetilxantina) es la purina alcaloide méas importante; tiene un efecto
estimulante, suave y duradero. Las semillas de cacao contienen entre 1-4% de teobromina y entre
0,2 - 0,5% de cafeina. La relacion teobromina/cafeina en almendras de cacao puede resultar en un
indicio de “fineza” (Carrillo et al., 2014; Espin et al., 2007; Sotelo & Alvarez, 1991).

Por otra parte, se han identificado alrededor de 600 compuestos volatiles que también son
contribuyentes al sabor del cacao. Incluyen varias clases quimicas tales como aldehidos, cetonas,
ésteres, alcoholes, pirazinas, quinoxalinas, furanos, pirdgenos, lactonas, pirroles vy
dicetopiperazinas (Ramli et al., 2006). Por ejemplo, el 2-heptanol y 2-feniletanol son alcoholes

principales en semillas tostadas. Ademaés, el 2-feniletanol es el compuesto méas odor-activo en los
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cacaos secos y fermentados. El 2-metilbutanal y el 3-metilbutanal que surgen durante la
fermentacion producen notas de malta y chocolate en el cacao sin tostar y tostado. La acetofenona

determina las notas dulces (Al-Owaisi et al., 2014).

Figura 8.

Estructuras quimicas de los principales metabolitos secundarios presentes en el cacao
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2.1.4 Metabolémica

La metabolomica se enfoca en la deteccion, cuantificacion y elucidacion de la estructura
quimica de los metabolitos, los cuales presentan una notoria diversidad en sus caracteristicas
fisico-quimicas y estructuras moleculares. Dentro de esta amplia variedad de compuestos, se
distinguen dos categorias: los metabolitos enddgenos, que incluyen aminodcidos, acidos
orgénicos, acidos nucleicos, &cidos grasos, azlcares, vitaminas, cofactores, pigmentos,
antibioticos, entre otros, y son generados de forma natural por un organismo; y los metabolitos
exdgenos, como farmacos, contaminantes ambientales, aditivos alimentarios, toxinas y otros
xenobidticos, que provienen de la interaccion con el entorno (Instituto Roche, 2019).

Esta amplia gama de moléculas se caracteriza por diversas propiedades, como polaridad,
peso molecular, grupos funcionales, estabilidad y reactividad quimica, entre otras. Como
resultado, se requiere el empleo de multiples plataformas y configuraciones analiticas para lograr
la méxima cobertura en el analisis del metaboloma. Esta necesidad de diversidad analitica
contrasta con los experimentos de genémica y protedmica, que no enfrentan un desafio similar en
términos de variedad de moléculas (Yanes, 2015).

Las dos principales plataformas tecnolégicas empleadas para la identificacion y
cuantificacion de metabolitos son la resonancia magnética nuclear (NMR, Nuclear magnetic
resonance) y la espectrometria de masas (MS, Mass spectrometry). La técnica de MS suele estar
acoplada a técnicas cromatograficas como la cromatografia liquida (LC-MS, Liquid
chromatography—Mass spectrometry), la cromatografia de gases (GC-MS, Gas chromatography—
Mass spectrometry) o, en menor medida, la electroforesis capilar (CE-MS, Capillary

electrophoresis—Mass spectrometry). Debido a la diversidad de estas plataformas analiticas y a la
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complejidad quimica de los metabolitos, la identificacion de las estructuras de estos compuestos
se ha convertido en un desafio principal en la conversion de los datos crudos de NMR y MS en
conocimiento bioquimico. (Yanes, 2015).

A pesar de que la identificacion de metabolitos y proteinas se basa en la técnica de
espectrometria de masas en tandem (MS/MS), la diferencia clave es que los espectros de
fragmentacion de los metabolitos suelen ser impredecibles, a diferencia de los datos de MS/MS
para péptidos y proteinas (Gerlich & Neumann, 2013). La identificacion de metabolitos se logra
al comparar la similitud de los valores espectrales experimentales con los de un estandar puro o
comparacion con los espectros reportados en bases de datos y literatura cientifica. Estos estdndares
suelen estar disponibles en bases de datos o ser adquiridos por el propio laboratorio. Por lo tanto,
las bases de datos y bibliotecas espectrales, se convierten en herramientas esenciales para convertir
los datos brutos en identificaciones de metabolitos y, en Gltima instancia, en conocimiento
bioguimico (Allen et al., 2014).

La cantidad exacta de metabolitos reportados en bases de datos puede variar y cambiar
con el tiempo, ya que la investigacion en metabolémica es un campo activo y en constante
evolucion. Por ejemplo, la Biblioteca Espectral de Metabolitos de alta Resolucion de SCIEX 2.0
(AMMSL, por sus siglas en inglés Accurate Mass Metabolite Spectral Library) estad conformada
por 650 compuestos. Sin embargo, hay muchas otras bases de datos y bibliotecas de metabolitos,
cada una con su propio conjunto de compuestos. NIST 17: 13808 compuestos que proporcionan
la cobertura mas amplia de compuestos exdgenos y endogenos con 29507 Espectros de MS/MS.
METLIN:24678 metabolitos, incluyendo aproximadamente 8000 lipidos. Ademas, incluye

alrededor de 670 tiempos de retencion. METLIN permite realizar busquedas en lotes o individuales
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basadas en la masa exacta. MoNA: un reservorio colaborativo centralizado de metadatos y auto
revisado de 13038 metabolitos (Proos, 2020).

Como se menciono previamente, la metabolomica se encuentra en una situacion de gran
complejidad quimica, analitica y computacional. Esto la convierte posiblemente en la disciplina
més multidisciplinaria dentro de las ciencias émicas. En la actualidad, se requiere la integracion
del conocimiento de diversas ramas cientificas, incluyendo la ingenieria electronica para el
procesamiento de sefiales espectrales, la quimica analitica y orgéanica para la deteccion y
caracterizacion de metabolitos, la bioestadistica y la fisica estadistica para el analisis de datos, v,
por supuesto, la bioquimica para la interpretacion bioldgica de estos datos (Yanes, 2015).

El primer paso para realizar un experimento metabolémico es decidir qué metabolitos se
quieren medir. En algunos casos, es posible que solo se quiera medir un pequefio nimero de
metabolitos especificos, en cuyo caso se utiliza un “enfoque dirigido”. En otros casos, es posible
que se quiera medir una amplia gama de metabolitos, en cuyo caso se utiliza un “enfoque abierto
o0 no dirigido”. ElI nimero y las propiedades quimicas de los metabolitos estudiados son factores
importantes que determinan el éxito de un experimento en metabolémica (Yanes, 2015). A
continuacion, se describira en més detalle los dos enfoques utilizados en metaboldémica.

2.14.1. Metabolémica dirigida

La metabol6mica dirigida es un enfoque que se centra en la medicion de un pequefio
nimero de metabolitos especificos, seleccionados en funcion de su relevancia para una via
metabolica o proceso bioldgico concreto. Este enfoque es til para investigar hipotesis especificas
sobre el metabolismo, como el efecto de un farmaco o una modificacion genética en una enzima

(Northen et al., 2007; Yanes, 2015).
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Los avances en espectrometria de masas (MS) y resonancia magnética nuclear (NMR)
aportan beneficios a la metabolémica dirigida. Sin embargo, existe una variedad de herramientas
analiticas adicionales que podrian ser consideradas. Aunque el término "metabolémica dirigida"
es relativamente nuevo, existen numerosos protocolos optimizados para preparar y analizar
metabolitos especificos en diversas muestras bioldgicas. Las principales ventajas de los estudios
de metabolémica dirigida incluyen su alta especificidad, reproducibilidad cuantitativa, gran
sensibilidad con limites de deteccion y cuantificacion muy bajos, y un alto rendimiento analitico
(Yanes, 2015).

2.14.2. Metabolémica no dirigida

La metaboldmica no dirigida es un enfoque que se centra en la medicidn de un gran nimero
de metabolitos a la vez, sin la necesidad de una hipdtesis especifica. Sin embargo, esto no significa
que se trate de un experimento improvisado. Cuanta méas informacion tengamos sobre los
metadatos, los resultados previos disponibles y el contexto bioquimico del problema que queremos
abordar, més facil seré disefiar un experimento de metabolémica efectivo utilizando la plataforma
analitica méas adecuada. Esto es especialmente crucial en el caso de la espectrometria de masas
(MS), dada la diversidad de técnicas de ionizacién y analizadores de masas disponibles (Calavia
etal., 2012).

Los datos generados en metabolémica no dirigida son de una gran complejidad,
especialmente en equipos de espectrometria de masas de alta resolucion, donde cada muestra
produce archivos gigantescos que contienen miles de sefiales espectrales. Para lidiar con esta
complejidad, resulta fundamental contar con herramientas computacionales y enfoques

quimiomeétricos que desempefien un papel esencial en el analisis de estos datos (Yanes, 2015).
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2.1.5 Andlisis estadistico

El proceso de identificacion de especies quimicas en metodologias no dirigidas comienza
con el tratamiento preliminar de los datos crudos. En el caso de las metodologias basadas en
HPLC-MS, los archivos “raw o crudos” corresponden a listas de triadas de datos de tiempo de
retencion (tR), relacion masa/carga (m/z); y nimero de iones (Ebbels & De lorio, 2011). En la
mayoria de los anélisis metaboldmicos, los datos no se examinan en su formato original debido a
su complejidad, la posible presencia de factores confusos y la existencia de formatos de archivo
especificos de cada fabricante. Por lo tanto, se requiere el uso de herramientas informéticas que
transformen estos datos crudos (provenientes de cada sistema analitico) en archivos con un formato
universal que pueda ser procesado, interpretado y analizado estadisticamente mediante
herramientas bioinforméticas (Theodoridis et al., 2013). De esta manera, los archivos crudos
pueden ser procesados por plataformas especializadas, donde se lleva a cabo la deteccidn de picos,
la deconvolucion, la correccion de los tiempos de retencién, la sustraccién del ruido de fondo y la
integracion de las sefiales. Estas plataformas digitales tienen en cuenta los parametros utilizados
en las fases de separacion cromatografica y deteccion mediante espectrometria de masas. Los datos
resultantes de este preprocesamiento se organizan finalmente en arreglos matriciales, donde cada
vector representa la replicacion de una muestra y sus componentes representan la intensidad
medida de los iones que componen su espectro de masas completo (Ebbels & De lorio, 2011).

La forma en que se llevan a cabo los andlisis estadisticos en metodologias de metabolomica
no dirigida depende en gran medida de los objetivos del estudio. En términos generales, los
principales objetivos de cualquier analisis estadistico en metabolémica son la clasificacion y

diferenciacion de los individuos estudiados en diversos grupos, fundamentada en sus perfiles
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quimicos; la determinacion de diferencias significativas entre los grupos de muestras en relacion
con un fenotipo, tratamiento o estado bioldgico de interés; y, finalmente, la identificacion de los
metabolitos diferenciales que explican las disparidades observadas en los perfiles quimicos
(Ebbels & De lorio, 2011)

Los enfoques estadisticos multivariados mas comunmente empleados incluyen el Analisis
de Componentes Principales (PCA, por sus siglas en inglés, Principal Component Analysis) y el
Anadlisis Discriminante por Minimos Cuadrados Parciales (PLS-DA, por sus siglas en inglés)
(Smilde et al., 2013). Los dos enfoques buscan realizar transformaciones lineales de variables
significativas para generar un par de nuevas variables, mutuamente ortogonales, denominadas
"componentes”. Estas componentes permiten explicar la varianza observada en los perfiles
quimicos de las muestras, al tiempo que logran reducir la dimensionalidad de las matrices de datos
que las representan. (Chen et al., 2022).

El andlisis de Componentes Principales (PCA) se fundamenta en una exploracién no
supervisada de la pareja de componentes principales que pueda explicar la méxima variabilidad
observada. Esta explicacion se representa graficamente mediante proyecciones de cada uno de los
vectores de la matriz (cada muestra) sobre los dos componentes. El resultado de estas operaciones
se materializa en una gréafica de scores, donde los ejes coordenados corresponden a los dos
componentes principales y cada punto representa una informacioén completa del espectro de masas
de una réplica (Miller & Miller, 2018). En consonancia con esto, los puntos que exhiben una
agrupacion reflejan perfiles quimicos similares, mientras que los puntos mas distantes en el grafico
de scores indican perfiles quimicos diferentes. Esto posibilita la categorizacion no supervisada de

las muestras estudiadas segun su similitud quimica.
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Al igual que el PCA, el PLS-DA busca identificar similitudes y diferencias en los perfiles
metabdlicos de las muestras a través de graficos de scores. Sin embargo, a diferencia del PCA, este
método multivariado tiene en cuenta la existencia previa de grupos de muestras definidos. Por lo
tanto, se esfuerza por explicar de manera mas eficiente la varianza existente entre los dos grupos
predefinidos mediante un modelo de regresion. Ademas, el PLS-DA facilita la realizacion del
proceso de validacion cruzada a través del estadistico Q?, el cual representa una medida del error
del modelo matematico para categorizar y predecir la pertenencia de las muestras a un grupo,
teniendo en cuenta su similitud quimica (Szymanska et al., 2012). En investigaciones de
metabolomica, este proceso de validacion garantiza que los metabolitos elegidos como potenciales
biomarcadores de algun efecto de interés estén directamente implicados en la explicacion de las
disparidades observadas en la separacion de los graficos de Score del PLS-DA (Pang et al., 2022).

Ambos enfoques de andlisis multivariado son ampliamente empleados en investigaciones
metaboldmicas, y se recomienda interpretar sus resultados de manera conjunta para evitar
problemas de sobreajuste de los datos metabolomicos derivados de los modelos de regresion

inherentes al PLS-DA (Chen et al., 2022).

Después de establecer la clasificacion de las muestras mediante estos métodos, suele seguirse una
estrategia que permita evaluar la significancia estadistica de las relaciones (m/z) responsables de
las agrupaciones formadas. Para este propdsito, se utilizan métodos estadisticos univariados como
gréaficos de volcan, analisis de veces de cambio (fold-change) y la prueba t de Student (Chen et al.,
2022). Estos métodos facilitan la identificacion de caracteristicas de relacion masa carga (o

caracteristicas, que representan un compuesto quimico) que superan un umbral de significancia
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estadistica determinado, lo que las convierte en posibles metabolitos modulados de manera

diferente por la accion del tratamiento u otro objetivo de estudio, segln sea el caso.

Los analisis mencionados hasta ahora suelen ser la etapa que requiere mas tiempo y
esfuerzo por parte de los investigadores en los estudios metabolomicos (Theodoridis et al., 2013).
Por lo tanto, estas actividades deben llevarse a cabo antes de avanzar con la identificacion de los
metabolitos afectados por el tratamiento. Las relaciones (m/z) de relevancia estadistica se someten
luego al proceso de anotacion, que implica la generacion de listas de posibles candidatos mediante
su basqueda en diversas bases de datos. Una vez que se determinan los posibles metabolitos
modulados diferencialmente, se procede a llevar a cabo su identificacion presuntiva o
confirmatoria, segun sea el caso (Hopfgartner et al., 2013).

Al igual que la mayor parte del proceso en los estudios metabolomicos, la identificacion
de metabolitos también esta condicionada por el tipo de estudio y los objetivos establecidos. En
términos generales, la sociedad internacional de metabolémica recomienda que, en estudios no
dirigidos, se alcance un nivel de identificacidn presuntiva donde se establezca la férmula molecular
y la estructura probable del metabolito (Gil-de-la-Fuente et al., 2019). Por otro lado, para
investigaciones basadas en metodologias dirigidas, es necesario alcanzar una identificacién
inequivoca y confirmatoria de los analitos.

La determinacién de la identidad quimica de los metabolitos en estudios no dirigidos
implica la comparacion de las masas exactas y las abundancias de los picos diagndsticos
identificados en el modo de operacion full-scan con la informacidn almacenada en bibliotecas de
espectros de masas como Metlin, ChemSpider, Human Metabolome Database (HMDB),

MassBank, entre otras (Chatzimitakos & Stalikas, 2016).
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2.2. Estado del arte

Al realizar una busqueda bibliogréfica sobre el tema de la presente investigacion, se
consultd la base de datos SCOPUS. Al emplear la ecuacion de busqueda con las palabras clave
"Cocoa beans" AND "Metabolomics" AND "Quality", se observo que el nimero de publicaciones
cientificas desde el afio 2016 hasta 2023 es reducido, con tan solo 7 documentos encontrados. Cabe
destacar que Colombia figura como uno de los paises que mas contribuy6 con publicaciones
cientificas, al igual que Francia. Sin embargo, es importante sefialar que la cantidad total de
documentos es limitada.

Al ampliar la busqueda utilizando las palabras clave "Cocoa" AND "Metabolomics" OR
"OMICS", se observo un notable aumento en el nimero de publicaciones, alcanzando un total de
70. En este caso, Espafia se destacé como el principal contribuyente a la produccion cientifica en
el tema. Este hallazgo sugiere un interés significativo y una activa participacion de la comunidad
cientifica en la investigacion relacionada con el cacao y la metabolémica.

Estos resultados preliminares indican que el tema de estudio posee un respaldo cientifico,
aunque la disponibilidad de informacion puede variar segun las palabras clave utilizadas en la
busqueda. Es crucial considerar estos hallazgos al desarrollar la revision bibliografica y
contextualizar la investigacion dentro del marco global de la metabolémica aplicada a granos de

cacao y su calidad.
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Figura 9.
Numero de publicaciones reportadas en la base de datos de SCOPUS usando como ecuacion de
busqueda las palabras claves: a) "Cocoa beans” AND "Metabolomics™ AND "Quality" b) "Cocoa"
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En el mundo se realizan actualmente esfuerzos para mejorar el sector cacaotero debido a
las falencias en temas de calidad que tiene este sistema productivo; muchos trabajos de
investigacion tienen como finalidad principalmente enriquecer el conocimiento general, mejorar
las técnicas de cultivo, cosecha y poscosecha, identificar las principales caracteristicas que afectan
la calidad del grano (sabor y aroma) y a la vez, impulsar el desarrollo de nuevos productos a base
de cacao. Colombia no es ajena a estos esfuerzos, muestra de ello son algunos trabajos de
investigacion relacionados con el analisis quimico donde se evidencia una clara tendencia por el
estudio de los polifenoles y las metilxantinas, que son generalmente los metabolitos secundarios
que se encuentran en mayor concentracion en este fruto (Lopez, 2014).

Evidencia de esto es el articulo publicado en el 2012 realizado en Medellin: “Estabilidad y
actividad antioxidante de catequinas presentes en cacao colombiano durante los procesos de pre e
industrializacion”, en el cual se usé la cromatografia liquida de alta eficiencia como técnica de
separacion; el estudio concluye que el contenido de polifenoles varia entre 75,5 y 43,5 mg
equivalentes de acido galico (GAE) por gramo de muestra. Consideran también que estos
resultados pueden ser aplicados como pardmetros de control para evaluar calidad de cacaos
procedentes de la region santandereana. Ademas, determinaron que el uso de horno infrarrojo
como secador tiene la capacidad de disminuir la pérdida de polifenoles aproximadamente en un
30% (Gil, 2012).

En el 2014, en Bucaramanga (Santander), se desarrolld la investigacion titulada:
“Validacion de un método para la determinacion de flavonoides y metilxantinas por cromatografia
liquida de alta eficiencia- aplicacion en el analisis de grano de cacao”; el objetivo fue determinar

el contenido de catequinas, epicatequinas, procianidina B1 y B2, metilxantinas, teobromina y
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cafeina en grano de cacao. Concluyendo que, durante la fermentacion, el grano pierde propiedades
antioxidantes y disminuye la concentracion de flavonoides con respecto al grano verde (Jiménez,
2014).

En el mismo afio se realiza un trabajo titulado: “Caracterizacion de materiales regionales
promisorios de cacao colombiano: fisica, quimica; funcional y organoléptica”, realizaron la
caracterizacion de 7 materiales regionales promisorios y uno introducido, con el fin de encontrar
parametros diferenciadores. La caracterizacion fisico-quimica correspondié a la evaluacion de:
masa de grano, porcentaje de cascarilla, fibra, grasa, proteina y cenizas, ademas se cuantificaron
polifenoles y actividad antioxidante. Se hizo la caracterizacion y cuantificacion de compuestos
volatiles y se determind el perfil del sabor. Los materiales evaluados presentaron diferencias
significativas dando lugar a grupos estadisticamente distintos. EI material FSV 155 presento
valores altos en cuanto al contenido de catequina, epicatequina y actividad antioxidante, ademas
mostré la menor relacién teobromina /cafeina relacionandose con materiales criollos y un perfil
sensorial tipico de un material criollo (Noguera, 2014).

En el 2017 se publico el libro titulado “Caracteristicas de calidad del cacao de Colombia,
catdlogo de 26 cultivares” donde se resume los resultados mas relevantes del proyecto
“Caracterizacion fisicoquimica, organoléptica y funcional de material de cacao introducidos y
regionales promisorios mas comercializados en el pais”. En el proyecto se caracterizaron
morfoldgica, agrondmica, fisica, quimica y sensorialmente diferentes muestras de grano. Segun
los resultados de las caracterizaciones, existe una amplia variabilidad dada por el origen genético
y la interaccion con el ambiente; las variables que méas confirman esto son los indices de granos y

el contenido de granos que se reportan en valores mayores con relacion a otros paises. Afirman
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que todas sus muestras tienen alto contenido de grasas y al analizar el perfil de &cidos grasos se
demuestra que esta grasa puede ser catalogada como manteca dura. Ademas, los perfiles
sensoriales evaluados permitieron determinar la calidad del cacao principalmente a través de la
identificacion de aromas especificos como notas frutales, caramelo y nuez. Por altimo, se afirma
que una alternativa para incursionar en el mercado de chocolates funcionales y saludables es
comercializar cacao sin fermentar y seco; lo anterior basados en el contenido de polifenoles y su
capacidad antioxidante y el contenido de metilxantinas (Perea et al., 2013).

A nivel internacional, especificamente se encuentran varios articulos relacionados con
andlisis metaboldmico de cacao y su relacion con calidad; por ejemplo: En el 2007 se publico el
articulo titulado: “Deteccion por GC-MS de marcadores quirales en granos de cacao de diferente
calidad y origen geografico”. Granos de cacao fermentados de diferentes paises de origen y
(Ecuador, Ghana, Trinidad) y granos de cacao tostados, se analizaron sus contenidos de ciertos
hidroxiacidos quirales, catequinas, y aminoacidos. El objetivo de este trabajo fue verificar si el
contenido y naturaleza de los compuestos quirales presentes tanto en granos fermentados como en
los granos de cacao tostados podrian estar relacionados con los parametros tradicionales utilizados
para clasificar la variedad de semillas y el grado de fermentacion. Una correlacion se encontrd
entre el contenido de polifenoles y el grado de fermentacion, mientras que la epimerizacion de (-
)-epicatequina a (+)-catequina se observo durante el tostado. Los resultados mostraron que varios
compuestos quirales podrian considerarse marcadores de buena calidad para semillas de cacao y
productos relacionados con el cacao y origen geografico (Caligiani et al., 2007).

Enel 2011 se publico el articulo “Dinamica de compuestos volatiles y no volatiles en cacao

(Theobroma cacao L.) durante los procesos de fermentacion y secado utilizando anélisis de
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componentes principales”. Los diferentes compuestos volatiles y no volatiles producidos durante
el proceso de fermentacion y secado se consideran indicadores de la calidad del grano de cacao.
Se encontraron treinta y nueve compuestos diferentes identificados por HS-SPME/GC-MS
relacionados con las notas deseables y el mal sabor. Los compuestos volatiles y no volétiles se
asociaron con la acidez y los cambios de pH, como el &cido acético y el acido lactico. Mediante
analisis de componentes principales (PCA), la relaciones entre los compuestos, dias de
fermentacion y secado se asociaron con la dindmica de estos compuestos. La identificacion del
compuesto principal producido durante los procesos de fermentacion y secado pueden ser Utiles
para buscar un indicador de mal sabor y como indice de fermentacién, como los &cidos isobutirico,
isovalérico y propionico. La oxidacion del 3-metil-1-butanol a acetato de 3-metil-1-butanol puede
ser util para evaluar el grado de fermentacion. En el secado, los compuestos con los niveles mas
altos fueron &cido acético e isobutirico, acetato de etilo y acetato de 3-metil-1-butanol, pentanal,
2,3-pentanodiona, 1,3-butanodiol y 2,3-butanodiol. Por lo tanto, el &cido acético y el acido
isobutirico, debido a sus altos niveles y su bajo valor umbral, podrian desempefiar un papel
importante en la calidad aromética del cacao seco (Rodriguez et al., 2011).

En el afo 2015 se publico el articulo titulado “Evaluacion de la calidad del aroma de cacao
mediante multiples enfoques analiticos”. En este estudio, la calidad de 26 granos de cacao
fermentados de 4 paises diferentes (Vietnam, Indonesia, Per y Ghana) se evaluaron mediante un
andlisis de composicion (aminoécidos, azlcares reductores, polifenoles y acido lactico) y el perfil
de composicion de volétiles relacionados con el aroma (HS-SPME-GC-MS). Se investigaron
diferentes grupos de cacao que tienen caracteristicas organolépticas unicas que fueron afectadas

por fermentacion, condiciones de tostado y origen geografico. Se obtuvo clara distincion de cacao
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de sabor fino (variedad Criollo) y cacao de baja calidad. Adicional, varios marcadores para la
relacion entre origen del grano/calidad fueron identificados (Tran et al., 2015).

En el afio 2016, el articulo titulado “Una evaluacién metaboldémica no dirigida de los granos
de cacao durante la fermentacion” permite avanzar en el conocimiento quimico del proceso de
fermentacién como un paso critico en el procesamiento de cacao de alta calidad; sin embargo, la
bioguimica que hay detras de este proceso aln no esta bien entendida a nivel molecular. En esta
investigacion, utilizando un enfoque no dirigido, se exploraron los cambios quimicos que ocurren
durante todo el proceso de fermentacion. Variedades de cacao genéticamente indefinidas de
Trinidad y Tobago, Costa Rica y un clon IMC-67 fueron sometidos a fermentacion utilizando
condiciones controladas en la planta piloto y en la granja. Se recogieron muestras diariamente, se
obtuvieron extractos en una mezcla de acetona/acido acético/agua (70/29,5/0,5%) y se analizaron
usando un sistema UPLC-ESI + -Q-TOF-MS. El andlisis de datos pre-procesados, aplicando un
modelo PLS-DA, destacé diferencias significativas entre los tres periodos de fermentacion,
observados a los 0-2, 3-4 y 5-6 dias, respectivamente. Entre los metabolitos mas relevantes se
determinaron la sacarosa, flavanoles como (epi) catequina, dimeros y trimeros de procianidina,
antocianinas y, se identificaron tentativamente, oligopéptidos que varian en tamafio de 3 a 12
aminoacidos. En general, flavanoles y azlcares tendieron a disminuir durante la fermentacion,
mientras que la mayoria de los oligopéptidos aumentaron a niveles maximos después de 3 a 4 dias
de fermentacién y disminuy6 posteriormente. Estos resultados arrojan una nueva vision sobre la
optimizacion de la fermentacion del cacao, asi como también, posibles estrategias que permitan
contribuir al desarrollo de nuevas alternativas para el procesamiento del cacao basadas en valores

bioquimicos y funcionales (Mayorga-Gross et al., 2016).
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En adicion, también fue publicado el articulo “Metabolémica basada en cromatografia
liquida-espectrometria de masas de tiempo de vuelo enfocada para la discriminacion de los granos
de cacao de diferentes regiones en crecimiento”. Mediante un enfoque metabolomico para la
discriminacioén de los granos de cacao mediante cromatografia liquida espectrometria de masas de
tiempo de vuelo (LC-TOF MS) y analisis multivariable, se estudiaron seis muestras de cacao en
granos de seis cultivos regionales. Los marcadores criticos, como los polifenoles, se identificaron
a través de la correspondiente relacion masa/carga y la identificacion tentativa de los
biomarcadores se completaron con la masa precisa mediante la técnica TOF MS. Los resultados
revelaron que la técnica LC-TOF MS junto con un modelo de analisis discriminante de minimos
cuadrados parciales puede ser exitoso para la discriminacion de los granos de cacao basados en
sus origenes geograficos para el aseguramiento efectivo de la calidad (Hori et al., 2016).

El documento titulado “Quimica del sabor del cacao y productos de cacao”, presenta una
vision general sobre el sabor del cacao a partir de la composicion y una perspectiva sensorial. Los
cacaos a granel (tipo Forastero) exhiben fuertes notas basicas de cacao, mientras que las variedades
finas (Criollo, Nacional) exhiben notas aromaéticas, caracteristicas de sabor florales 0 més suaves.
Cerca de 600 compuestos diferentes (alcoholes, acidos carboxilicos, aldehidos, cetonas, ésteres y
pirazinas) se han identificado como componentes activos de olor. El aroma especifico del cacao
surge de complejas reacciones bioquimicas y quimicas durante el procesamiento poscosecha de
granos crudos y de muchas caracteristicas propias del cacao: genotipo, composicién quimica de
semillas crudas, condiciones ambientales, practicas agricolas, procesamiento y etapas de
fabricacion. Ha habido mucha investigacion sobre los componentes quimicos no volatiles y

volatiles del sabor del cacao. Sin embargo, las relaciones entre todos los componentes quimicos
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que probablemente desemperien un papel en el sabor del cacao, sus propiedades sensoriales, las
fuentes y mecanismos de formacidn de sabor no se entiende completamente (Aprotosoaie et al.,
2016).

En otro trabajo titulado “Resonancia magnética nuclear con giro al angulo mégico (HR-
MAS H NMR) y la quimiometria como herramienta (til para evaluar el origen geogréfico de los
granos de cacao”. En este trabajo se estudio la aplicabilidad de la resonancia magnética nuclear
proténica de solidos “HR-MAS *H NMR” combinada con quimiometria para evaluar los origenes
geogréficos de 60 granos de cacao fermentados y secos de 23 paises productores diferentes de
cacao de las tres principales areas de cultivo (Africa, América Central / del Sur, Asia / Oceania).
El perfil quimico se determiné por HR-MAS *H NMR directamente en polvo de cacao después de
la optimizacion del método, permitio la deteccion simultanea de aminoécidos, polialcoholes,
acidos organicos, azlcares, metilxantinas, catequinas y lipidos. EI conjunto de datos obtenido fue,
por lo tanto, representativo de todas las clases de compuestos de cacao. Un enfoque cuantitativo
dirigido de metabolitos seleccionados fue posible solo con los datos de HR *H NMR, los enfoques
adoptados mostraron una discriminacion de los origenes del cacao. Por tanto, la técnica HR-MAS
NMR presento las ventajas de obtener una imagen muy rapida de las muestras, que comprende
componentes lipofilicos e hidrofilicos, evitando cualquier manipulacion de la muestra (Marseglia
etal., 2016).

Recientemente, se publico el articulo titulado: “Composicion no volatil y volatil de licor
de cacao y chocolate de sabor fino a granel de Africa occidental y ecuatoriano”. En esta
investigacion, el licor de cacao y el chocolate producido a partir de granos de cacao de Africa

occidental (Forastero, cacao "a granel™) y Ecuador (variedad Nacional, cacao de "sabor fino™)
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fueron investigados. Aqui, se determinaron los niveles de varias clases de metabolitos primarios y
se identifico y cuantifico mediante las técnicas HS-SPME GC-MS y UPLC-HRMS, una amplia
gama de metabolitos secundarios, incluidos &cidos organicos volatiles, aldehidos, ésteres,
pirazinas, polifenoles, metilxantinas y aminas biogénicas. Los valores de actividad de olor (OAV)
se calcularon para evaluar la contribucion de los volatiles individuales en el aroma final. Varios
compuestos aromaticos volatiles fueron més abundantes en el licor de cacao y el chocolate de
Africa Occidental, mientras que las muestras ecuatorianas fueron mas ricas en la mayoria de los
metabolitos no voléatiles cuantificados. El analisis de componentes principales (PCA) confirmd
que las cuatro muestras se pueden distinguir claramente. Se encontrdé que los alcoholes, las
pirazinas, los aminoacidos y las aminas biogénicas son altamente influyentes para causar esta
diferenciacion. El enfoque propuesto puede ser Util en futuros estudios sobre colecciones de
muestras de cacao més extensas, a fin de resaltar las similitudes y sefialar las diferencias tipicas en
la composicion quimica entre estas muestras (Tuenter et al., 2020).

Finalmente, el articulo: “Determinacion de teobromina y cafeina en granos de cacao
amazonico fermentados y no fermentados (Theobroma cacao L.) utilizando voltamperometria de
onda cuadrada después de la separacion cromatografica” permitidé proponer un método analitico
basado en la voltamperometria de onda cuadrada (SWV) (Squarewave voltammetry) con un
electrodo de diamante dopado con boro (BDD) para determinar las concentraciones de teobromina
(TB) y cafeina (CF) junto con otras sustancias caracteristicas como los compuestos fenolicos, que
contribuyen a la percepcion del sabor amargo caracteristico de las muestras de cacao amazonico
fermentado y no fermentado y sus derivados comestibles, como los chocolates. Segun los

resultados, se puede determinar el contenido de TB y CF con una precision y exactitud aceptables
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en muestras de cacao amazénico fermentadas y no fermentadas con una cantidad reducida de
residuos, lo que representa buenas herramientas analiticas para el control de calidad de cacao y
chocolate fermentados (Junior et al., 2020).

3. Metodologia

3.1. Recoleccién y caracterizacion de las muestras de cacao

En total, 36 muestras de cacao en granos de fincas provenientes de las regiones de
Antioquia, Cesar, Magdalena, Norte de Santander y Santander en Colombia (Tabla 4) fueron
utilizadas para el analisis metabolémico, recolectadas y suministradas por el equipo de trabajo
CAESCA enmarcado en el macro proyecto: “Mejoramiento de cacaos especiales en Antioquia y
Cesar a través de la generacion de capacidades y servicios tecnoldgicos localmente adaptados para
incremento de la competitividad en el mercado internacional — proyecto del programa Colombia
méas competitiva PC+C042-017” el cual es un programa de la embajada Suiza en Colombia —
Cooperacién Econdmica y Desarrollo (SECO) ejecutado por Swisscontact e INNPulsa. El
muestreo lo realiz6 un técnico de campo del equipo CAESCA, previo al envid le practicaron
analisis fisico-quimico y analisis sensorial a la poblacion muestral. Los granos recibidos
correspondieron a granos fermentados (de acuerdo a la metodologia reportada por Contreras
(2017), la fermentacion dependid de la variedad de cacao, por ejemplo, para CCN 51 que son la
mayoria de muestras, fueron 6 dias de fermentacién, cuyo proceso de fermentacion fue en cajones
de madera de 60 x 60 x 60 cm, tapado con hojas de platano, monitoreando temperatura 'y pH. A
las 24 horas se realiza el primer volteo y asi sucesivamente todos los dias hasta cumplir en
promedio 6 dias de fermentacion y secado (el proceso de secado se realizo al sol en una capa de 3

a 5 cm de alto de granos de cacao y se hacian remociones y volteos por hora en el dia, por
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aproximadamente 6 dias, hasta que el porcentaje de humedad de los granos estuvo entre 6,5 y
7,5%, segun la metodologia reportada por Lépez (2014)). Una cantidad aproximadamente de 30 g
por muestra, provenientes de diferentes fincas ubicadas en Antioquia, Cesar, Magdalena, Norte de
Santander y Santander, las cuales fueron seleccionadas de acuerdo a una encuesta en la que se
evaluo diferentes criterios como: identificacion de la muestra o lote, central de beneficio, cantidad
de éarboles de cacao, el nivel educativo del productor y finalmente prueba de cadmio la cual la

realiz6 en el laboratorio de consultas Industriales UIS.
Tabla 4.

Etiquetas de las muestras de granos de cacao recolectadas de diferentes fincas colombianas para

el anélisis metabolémico

#1.D. Identificacién Productor Departamento

1 MAN 1 Manaure Cesar

2 MAN 2 Manaure Cesar

3 MAN 3 Manaure Cesar

4 POR 1 Porce Antioquia

5 REG Porce Antioquia

6 SAR No especificado Norte de Santander
7 MAK Uraba Antioquia

8 URA1 Urabéa Antioquia

9 URA 2 Urabéa Antioquia
10 POR 2 Porce Antioquia
11 SDR Sanc\tlwllfsS:ie de Santander
12 URA 3 Uraba Antioquia
13 CCN1 Maceo Antioquia
14 L8T7 Maceo Antioquia
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15 CCN 2 Maceo Antioquia
16 CCN 3 Maceo Antioquia
17 CCN 4 Maceo Antioquia
18 CCN5 Maceo Antioquia
19 CCN®6 Maceo Antioquia
20 CCN7 Maceo Antioquia
21 CCN 8 Maceo Antioquia
22 CCN9 Maceo Antioquia
23 CCN 10 Maceo Antioquia
24 CCN 11 Maceo Antioquia
25 CCN 12 Maceo Antioquia
26 CCNNO Maceo Antioquia
27 MAN 4 Manaure Cesar

28 MAN 5 Manaure Cesar

29 SV1 Maceo Antioquia
30 SvV?2 Maceo Antioquia
31 CCN 13 Maceo Antioquia
32 MEZ 1 Maceo Antioquia
33 MAN 6 Manaure Cesar

34 MON San Vicentfa de Santander

Chucuri

35 ICS Maceo Antioquia
36 SNM Santa Marta Magdalena

3.1.1 Andlisis fisicos

Para analizar y caracterizar la muestra de cacao, fue necesario realizar diferentes analisis
fisicos, los cuales se realizaron en el Laboratorio de Fitosanidad y control biolégico, Corporacion
para Investigaciones Bioldgica (CIB Medellin) con base en la norma ISO 2451:2017. EI primer
analisis consistid en la medicion de la humedad en los granos de cacao. A continuacion, los granos
se caracterizaron de acuerdo a los siguientes procesos: tamizado, categorizacion de los residuos y

materia extrafia, recuento de los granos (granos partidos, aplanados y pegados), total de granos



METABOLOMICA NO DIRIGIDA EN CACAO: PATRONES QUIMICOS 63

atipicos y material extrafio. indice de grano, prueba de corte, total de granos defectuosos y
normales (granos mohosos, dafiados por insectos, germinados y pizarrosos), grado de fermentacion
(granos sin fermentar, parcialmente fermentados, fermentados y sobre fermentados) y grado de
fisuracion.
3.1.2 Determinacion del contenido de cadmio

La determinacion del contenido de cadmio se realizé en el laboratorio de consultas
Industriales de la Universidad Industrial de Santander utilizando la metodologia segun el protocolo
estandar AOAC 999.10 de 2005 con ligeras modificaciones (AOAC, 2023). Esta interpretacion
fue acreditada bajo el alcance 21-LAB-031 de la Agencia Nacional de Acreditacion de Colombia.
3.1.2.1. Preparacion de la muestra

Inicialmente se llevd la muestra de cacao al horno a una temperatura de 70 °C por 4 horas,
luego se separ6 la cascara del grano de cacao. La almendra o el grano completo (segun sea el caso)
se deben triturar, pulverizar y tamizar para buscar su homogeneidad.
3.1.2.2. Pesada

Se peso alrededor de 0,25 g de cacao (almendra) en su respectivo tubo de digestion,
teniendo en cuenta que cada 5 muestras pesadas se aplicd una réplica con la finalidad de tener un
control de aseguramiento de resultados. Adicionalmente en cada lote de muestras se realizé la
pesada del Material de Referencia Certificado, asi como adicionados de muestra.
3.1.2.3. Digestion acida de la muestra

Se realizo digestion asistida por microondas en una solucion de perdxido de hidrégeno al
30% (v/v), acido nitrico y acido clorhidrico (manteniendo volumen final de 8 mL). Se insertaron

los tubos de digestion en el carril del digestor (ETHOS UP marca MILESTONE), luego se
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encendid y programé el Digestor con el método establecido para muestras de cacao donde esta
determinado el tiempo, la temperatura y presion para todo el proceso de digestion.
3.1.2.4. Analisis por espectroscopia de absorcion atomica por Ilama u horno de grafito

El extracto obtenido en la etapa de digestion, se filtré y se determino el contenido total de
cadmio mediante espectroscopia de absorcion atdmica de llama (El equipo de Absorcion Atémica
esun AGILENT FS 240 y GTA 120) o de horno de grafito.
3.1.2.5. Preparaciones curvas de calibracion

Por FLAA (espectroscopia de absorcion atdmica de llama) el rango de trabajo se prepard
entre 0,008 mg Cd/L hasta 1,5 mg Cd/L, teniendo como adicionales los patrones de verificacion
de condiciones del equipo y carta de control. Asi mismo, para el Horno de Grafito el rango de
trabajo se programo entre 0.3 ug Cd/L hasta 1,5 pg Cd/L, con las mismas condiciones de patrones
de verificacion y carta control, siguiendo preferiblemente las condiciones de rangos de trabajo
establecidas en el manual del equipo. En ambas mediciones se tiene el blanco de la curva y el
blanco del método que es indispensable para la realizacion de los célculos.
3.1.3 Prueba sensorial

Las pruebas sensoriales fueron realizadas por un conjunto de cinco catadores del panel
CAESCA, quienes siguieron la metodologia estandar 1SO 13299:2016, la cual sirve como guia
para establecer el perfil sensorial de una muestra que puedan ser evaluados por los sentidos de la
vista, olfato, gusto, tacto u oido. Este consiste en describir y cuantificar los atributos sensoriales
asignandoles un valor de intensidad. La calidad de los resultados depende del numero de

evaluadores y de su habilidad para describir sus percepciones. En las muestras de granos de cacao,
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se evaluaron los diferentes criterios de aroma, sabores basicos, sensacion trigeminal y sabores
atipicos (1SO, 2016).
3.1.3.1. Preparacion de licor

La preparacion del licor de cacao, la realizd la empresa antioquefia Cletto chocolate (Cra
43A #35 SUR - 65, Envigado, Antioquia). Para ello, se envié aproximadamente 1 kg de granos de
cacao, preliminarmente, Cletto, realizo el proceso de tostado de los granos en un horno a 125 °C
por 25 minutos, posteriormente se realizd el proceso de descascarillado y finalmente se obtuvo
750 g de nibs de cacao. Para obtener 300 g de licor de cacao, se coloco 350 g de nibs en un
melanger (un molinillo de piedra que se utiliza para producir y refinar licor en la fabricacion de
chocolate), previamente engrasado con manteca de cacao, los nibs de cacao se molieron hasta
obtener un tamafio de particulas de 20 micras, el cual, se midi6 con la ayuda de un micrémetro, el
proceso duro aproximadamente 2 horas, sin embargo, algunos licores se dejaron por mas tiempo
hasta que se alcanzo el tamafio de particula deseado. El licor obtenido se coloc6 en bandejas con
papel parafinado y se llevo al congelador a-20°C, una vez solidificado el licor, se parti6 en tabletas,
se colocd en bolsas y se dejé almacenado en el congelador.
3.1.3.2. Preparacion de muestras

Antes de la evaluacion sensorial, se coloc6 aproximadamente 15 g de licor de cacao en un
vaso y se precalentd en un microondas entre 45 — 50 °C para fundir la muestra en el orden de la
evaluacion. Para la evaluacion sensorial las muestras deben estar a una temperatura de 40 °C, de

acuerdo a la metodologia reportada por Chatelain (2017).
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3.1.3.3. Proceso y criterios de evaluacion sensorial (descriptores)

Se tomo alrededor de 1 mL de licor de cacao en una pequefia espatula, se traslado
directamente a la lengua, y se dejo alli durante 20 segundos. Durante este tiempo, se evalud los
diferentes criterios (Tabla 5). El catador debié considerar que algunos criterios aparecen o
desaparecen de forma muy rapida, mientras que otros persisten durante mas tiempo. Se puntué la
intensidad de los atributos para cada descriptor, mediante una escala de categorias de 0
“imperceptible” a 10 “intenso” (documento “formulario de cata”). Para limpiar el paladar, se
enjuaga la boca con agua potable a temperatura de 40 °C, libre de olores y sabores (Chatelain et

al., 2019).
Tabla 5.

Descriptores sensoriales para evaluar las muestras

Categoria Atributo Definicion Descripcion
de la escala

Gustos basicos Acidez Gusto bésico, provocado por una Imperceptible -
solucion acuosa diluida con acido muy intensa

citrico, percibida en la punta de la
lengua. Aqui se refiere a los acidos
frutales y no al &cido lactico o &cido

butirico.

Amargor Gusto basico, provocado por una Imperceptible
solucion acuosa diluida con cafeina,  — muy intenso
percibida en la parte posterior de la

lengua.
Sensacion Astringencia  Sensacion trigeminal, contraccion de  Imperceptible
trigeminal la mucosa bucal provocado por — muy intensa
estimulos quimicos como por ejemplo
polifenoles
Textura Granulosidad Atributo de textura geométrico Liso -

relacionado con la percepcion del granulado
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tamario, forma y cantidad de
particulas en el licor

Floral Notas que se refieren a flores (flor de  Imperceptible
azahar, flor de tilo) — muy intenso
Afrutado- Notas que se refieren a frutas citricas,  Imperceptible
fresco bayas (frambuesa, mora..) y frutas — muy intenso
tropicales (pifia, maracuyd)
Afrutado- Notas que se refieren a frutas secas Imperceptible
seco como damasco seco, pasa de uva seca) — muy intenso
Cacao Nota que se refiere a los granos de Imperceptible
cacao bien fermentado, tostado y libre  — muy intenso
Aroma de defectos o polvo de cacao, barras
de chocolate oscuro
Dulce / Notas que se refieren a miel, panela,  Imperceptible
caramelo dulce de leche, jugo de cafia — muy intenso
Nuez Nota gue se refiere a nueces como Imperceptible
almendras, avellana, mani — muy intenso
Madera Nota que se refiere a madera seca Imperceptible
como roble, teca, fresno o haya — muy intenso
Especiado Nota que se refiere a especias como Imperceptible
canela, clavos, vainilla, pimiento o — muy intenso
tabaco.
Especiado Nota que se refiere a la intensidad de  Imperceptible
la tostadura del cacao — muy intenso
Sabores atipicos Sobre- Nota que se refiere a una Imperceptible
fermentado fermentacion demasiado largaono ~ — muy intenso

uniforme (descomposicion de fruta)

Putrefaccién

Nota que se refiere a materia vegetal

Imperceptible

himeda en descomposicion — muy intenso
Mohoso Nota que se refiere a moho Imperceptible
— muy intenso
Humoso Nota que se refiere a humo de materia  Imperceptible
vegetal quemado — muy intenso
animal Nota que se refiere a notas animales Imperceptible
sucias como sudor y orina — muy intenso
Valoracion Calidad Refleja la impresion global de la Baja - alta

global

muestra en términos de limpieza,

67
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intensidad y complejidad del aroma 'y
de balance entre los sabores en una
muestra
Nota. Tomado de Ensayo interlaboratorio para los laboratorios de cacao en Colombia (2019).

3.2. Estandarizacion de la técnica de extraccion de metabolitos -no volatiles- en las
muestras de cacao.
3.2.1 Proceso de desengrasado

El proceso de desengrasado se hizo segun lo descrito por Mayorga Gross y colaboradores
con algunas modificaciones (Mayorga-Gross et al., 2016). Aproximadamente 1,5 g de muestra de
cacao (seco, molido, sin cascarilla con ayuda de un molino eléctrico Hamilton Beach) fue sometido
a extraccion con n-hexano (12 mL cada vez; 8 mL de n-hexano por 1 g de muestra). Para ello se
utilizé la muestra MACPO1, se coloco en una plancha de agitacion por 20 minutos a temperatura
ambiente y se centrifugd a 10.000 g por 10 min. Se conservo el s6lido como muestra de cacao
desengrasada, las muestras fueron secadas a 40 °C en un horno durante 48 horas. Luego se
transfirieron al desecador durante 24 h. Se aplicé un disefio experimental completamente
aleatorizado con el fin de medir el efecto de los tratamientos sobre la variable de respuesta. Los
tratamientos consistieron en el nimero de volimenes de n-hexano con que fue tratada la muestra
y la variable de respuesta fue la cantidad de masa de cacao desengrasada. Se aplicd tres
tratamientos:

T1: extraccion grasa con 12 mL de n-hexano

T2: extraccion grasa con 12 mL de n-hexano x 2 volimenes

T3: extraccion grasa con 12 mL de n-hexano x 3 volimenes
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3.2.2 Extraccion de metabolitos de cacao

El proceso de extraccion de metabolitos se realizd siguiendo el proceso descrito por
(Menguy et al., 2009) con algunas modificaciones. La optimizacion de la extraccion de
metabolitos del grano seco de cacao se realizé utilizando extraccion en fase solida C18 (SPE-C18).
3.2.2.1. Evaluacién del solvente de extraccion

Aproximadamente 100 mg de muestra de cacao MACPO1 seca y desengrasada fue utilizada
para evaluar el solvente de extraccion; los solventes evaluados fueron metanol y acetonitrilo.
Debido a que estos solventes presentan algunas caracteristicas importantes en la extraccion de
compuestos fendlicos como la polaridad; en este caso, los dos son solventes polares lo que permite
disolver y extraer eficazmente una amplia gama de polifenoles, incluidos flavonoides, taninos y
acidos fenolicos (Sarria et al.,2021). Estabilidad, tanto el metanol como el acetonitrilo son
solventes relativamente estables y puros, lo que significa que pueden garantizar la integridad de
los polifenoles extraidos y la precision de los resultados analiticos (Bass, 2015). Facilidad de
evaporacion, al igual que el metanol, el acetonitrilo se puede eliminar facilmente después de la
extraccion, lo que deja los polifenoles concentrados y listos para su andlisis posterior (Sarria et
al.,2021).

A cada muestra se le adiciondé 1,5 mL del solvente de extraccién (Tabla 6), se sometid a
ultrasonido por 20 minutos a una temperatura de 30 °C. Posteriormente, se centrifugd a 10.000 g
por 10 minutos. Posterior a ello, 1 mL del extracto organico (sobrenadante) se sometié a
evaporacion a 40 °C durante 6 h en un concentrador de vacio Savant Speed Vac SPD120 (Thermo
Fisher Scientific, Asheville, NC 28804, EE.UU) (se determino la cantidad de extracto obtenido).

El extracto seco fue resuspendido en 1 mL de agua (tipo 1), se sonico durante 1 minuto y luego se



METABOLOMICA NO DIRIGIDA EN CACAO: PATRONES QUIMICOS 70

paso a través de un cartucho de SPE-C18 (Columna LiChrolut® RP-18 (40 - 63 um), 500 mg, 3
ml, tubos de PP estandar. Merck). Este procedimiento se repitio 2 veces con 1 mL de agua cada
vez. Luego, el extracto fue resuspendido en 1 mL de metanol y se someti6 a extraccion en SPE-
C18. Este ultimo procedimiento se realizé utilizando 11 mL de MeOH para obtener el extracto
metandlico. Tanto la fraccién acuosa como la organica fueron evaluadas para cuantificacion de
fenoles totales (seccion 3.3), la cual fue la variable de respuesta para determinar el efecto del

solvente en la extraccion de compuestos fendlicos en cacao.
Tabla 6.

Solventes evaluados para la extraccion de metabolitos en muestra de grano de cacao seco

Solvente de extraccion Temperatura Tiempo
(% viv) (°C) (min)
50% ACN (ac)
75% ACN (ac)
50% MeOH (ac)
75% MeOH (ac)
50% ACN (ac) - HzPO4
(0,03%)
75% ACN (ac) - HaPO4
(0,03%
50% MeOH (ac) - H3PO4
(0,03%)
75% MeOH (ac) - H3PO4
(0,03%)

Tratamiento

A ow| N R

30 20

Nota. Muestra de cacao MACPO1
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3.2.2.2. Evaluacion de temperatura y tiempo de extraccion

Una vez determinado el solvente de extraccion més favorable, se procedié a optimizar los
pardmetros de temperatura y tiempo de extraccion. Para ello se realiz6 un disefio experimental 22,
dos factores, dos niveles y 4 réplicas en el punto central, la variable de respuesta fue el contenido

de fenoles totales.
Tabla 7.

Variables evaluadas para la extraccién de metabolitos de muestra en grano de cacao seco

Variables Niveles
Inferior [-1] Central [0] Superior [1]
[A] Tiempo (min) 20 30 40
[B] Temperatura (°C) 25 35 45

Nota. Muestra de cacao MACPO01

Tabla 8.

Disefio experimental evaluado para la extraccién de metabolitos de muestra de grano seco de

cacao

No [A] [B]
1 14 0
2 -1 -1
3 1 -1
4 0 1,4
5 0 14
6 -1 1
7 1 1
8 14 0
9 0 0
10 0 0

Nota. Muestra de cacao MACPO01
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3.3.  Contenido de fenoles totales en cacao

Para cuantificar los fenoles totales en las muestras se utilizé el método colorimétrico de
Folin-Ciocalteau (Al-Owaisi et al., 2014). Brevemente, se mezclaron 860 pL de solucion de
carbonato de sodio al 7,5% (m/v) con 150 pL de muestra (preparacion descrita con anterioridad en
la seccion 3.2.2.1 y 430 uL del reactivo de Folin-Ciocalteau 2.0 M diluido 1:10 con agua
desionizada agitando luego de cada adicidn. Luego se incubd la mezcla por 1 hora a temperatura
ambiente y protegida de la luz. Se registro la absorbancia a una longitud de onda de 765 nm en un
espectrofotometro UV-1800 (Shimadzu, Tokio, Japon). EI método de estandar externo se empled
para el analisis cuantitativo, usando Acido Gélico (AG) como analito estandar (pureza >98%,
Merck). La curva de calibracion se preparo a partir de una solucion stock de acido galico de 1.000
ppmy se preparo disoluciones de: 30, 45, 60, 85, 100y 120 ppm. Los resultados fueron expresados
en términos de mg de acido galico por gramo de muestra de grano de cacao seco (mg GA/g de
muestra).
3.4.  Analisis cromatogréafico por UHPLC/MS

El perfil quimico se realizo siguiendo la metodologia descrita por Ortega et al. (2008). Se
utiliz6 un UHPLC DionexTM UltimateTM 3000 (Thermo Scientific, Sunnyvale, CA, USA),
equipado con una interfaz ESI operada a 3500 V en el modo de adquisicién de iones positivos y
un desgasificador (SRD-3400), una bomba de gradiente binario (HPG3400RS), un
automuestreador (WPS 300TRS) y una unidad termostatizada para la columna (TCC 3000). La
separacion cromatogréafica se realizé en una columna Acclaim RSLC 120 C18 (2,1 mm x 150 mm

x 2,2 um). La fase movil consistio en A: &cido acético en agua al 2% y B acetonitrilo. El gradiente
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de elucidn se establecio de la siguiente manera: 0-2 min, 0% B; 2-18 min, 0-100 % B; y 18-20
min, 100 % B. Se analiz6 una alicuota de 500 pL del extracto metabolico en el instrumento. El
volumen de muestra inyectado fue de 2,5 uL y el caudal fue de 300 pL/min. EI UHPLC se acopld
a un espectrometro de masas de alta resolucion con un sistema de deteccidn de corriente de iones
tipo Orbitrap (Exactive Plus, Thermo Scientific, Sunnyvale, CA, EE. UU.) a través de una interfaz
de electrospray (HESI-II), operado en modo de iones positivos a 350° C, una tensién capilar de +
4000 V y una temperatura de 320 °C. El analizador de masas orbitrap se hizo funcionar en modo
de barrido completo (Full MS Scan) con una resolucion de 30.000 m/m en el modo de adquisicion
de iones positivo. Los iones moleculares se enviaron para su fragmentacion a la HCD (camara de
disociacion por colision de mayor energia) a energias de 10, 20, 30y 40 eV. El rango dinamico de
masas fue de 80 a 1.000 m/z. Para el andlisis instrumental basado en UHPL-HRMS, cada una de
las 36 muestras estudiadas contd con un triplicado técnico. Del tratamiento preliminar de estos
datos y del analisis estadistico descrito en el siguiente apartado, se obtuvieron los perfiles quimicos
de las muestras.
3.4.1 Determinacion de la relacion teobromina/cafeina en cacao

La determinacion de la cantidad de cafeina y teobromina y la relacion T/C de los granos
de cacao se hizo una aproximacion semicuantitativa, donde se encontré a partir de la cuantificacion
por % de abundancia relativa de los perfiles cromatograficos de las muestras. Para ello, se
identificaron las sefiales de las dos metilxantinas en el cromatograma de iones totales (EIC), se
extrajo la intensidad de sus sefiales de cada una de las tres replicas de la muestra y se calcul6 el

promedio, para calcular la relacion.
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3.5.  Analisis de datos
3.5.1. Anélisis de varianza de la optimizacidn del proceso de extraccion

Para el tratamiento estadistico de los datos se utilizo el software Statgraphics Centurion
XVI. Para el anélisis de la optimizacion del proceso de extraccion de los metabolitos no volatiles
se realiz6 andlisis de varianza para observar diferencias estadisticamente significativas en las
variaciones de condiciones de extraccion de compuestos fendlicos como el proceso de
desengrasado, solvente de extraccion, tiempo y temperatura. Se realiz6 un analisis de varianza de

un factor, cuyo objetivo principal es comparar las medias de los diferentes niveles. Por medio de

los estadisticos F y p calculados en el analisis de varianza (ANOVA), se determind la incidencia
estadistica que tuvo cada factor en el proceso. Para cada factor significativo se realiz6 una prueba
de rangos multiples con el fin de determinar si existen diferencias estadisticamente significativas
entre los valores medios obtenidos con un nivel del 95,0% de confianza. También se realizo
analisis de varianza para comparar el contenido de compuestos fendlicos en las 36 muestras de
cacao estudiadas.
3.5.2. Andlisis de los perfiles quimicos

Para llevar a cabo la metodologia de analisis basada en un enfoque de metabolémica no
dirigida, se llevé a cabo un tratamiento preliminar de los cromatogramas de iones completos para
obtener los perfiles quimicos de las muestras. En este proceso, los archivos crudos de los espectros
de masas fueron convertidos del formato. raw, especifico de Thermo, al formato universal
.MzXML utilizando la herramienta MSConvert del software de acceso libre ProteoWizard (Chen
et al., 2022). Esta transformacién posibilitdé la obtencién de archivos correspondientes a los

espectros de masas obtenidos en los modos de adquisicidn de iones positivos, facilitando asi el uso
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de plataformas de procesamiento de datos de acceso abierto que operan de manera independiente
al formato de archivos de cada fabricante y sistema analitico.

Una vez transformados los datos, estos fueron analizados en la plataforma de
procesamiento de datos en linea de acceso libre XCMS (version 3.7.1)
(https://xcmsonline.scripps.edu/). Mediante esta herramienta, se realizaron los procesos de
correccion de tiempo de retencion, alineamiento de los cromatogramas, filtrado, sustraccion del
ruido de fondo y deteccidn de caracteristicas para los cromatogramas de iones completos obtenidos
mediante ambos modos de adquisicion. Para realizar estas operaciones, se realizaron trabajos en
modo multi-grupo con las muestras de control (CTRL), control de calidad (QC), y tratamiento
(TTO). Estos trabajos fueron llevados a cabo teniendo en cuenta la configuracion de parametros
descrita por Smith y colaboradores (Smith et al., 2006) con las modificaciones listadas a
continuacion: La configuracion base escogida fue UPLC/ORBITRAP (171), para la deteccion de
caracteristicas se selecciond el modo CentWave con error de masas de 5 ppm, ancho de pico
minimo de 5 segundos y ancho de pico maximo de 20 segundos; para la correccién del tiempo de
retencion se selecciono el método obiwarp (profStep=1); y para la alineacion de los cromatogramas
se definio: mzwid=0.025 y bw=5.

De acuerdo al pre-tratamiento de datos mencionado anteriormente, se obtuvo una tabla de
intensidad de iones que se utiliz6 como matriz de datos. En este formato, las duplas de relacion
m/z e intensidad relativa a lo largo del cromatograma de iones, derivadas del analisis de cada
muestra, se organizaron en un archivo de Excel. Los encabezados de las columnas se etiquetaron
con un codigo que representaba el tipo de muestra y el nimero de réplica para cada condicion. A

partir de este punto, los conjuntos de datos generados mediante los procesos descritos
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anteriormente se denominaron como los perfiles metabolémicos de las muestras. Posteriormente,
estos archivos se analizaron en la plataforma de andlisis bioinformético de acceso libre en linea,
MetaboAnalyst 5.0 (https://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/home.xhtml), para llevar a
cabo los correspondientes analisis estadisticos (Pang et al., 2022).

Inicialmente se aplico el andlisis de componentes principales (PCA) a todos los datos para
reducir la dimensionalidad de los datos en un primer analisis exploratorio. La normalizacion se
realizé mediante la suma total de las intensidades de los espectros de masas, la transformacion
logaritmica y el escalado automatico de los datos se realizaron con el software MetaboAnalyst
(Version 5.0.) (https://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/home.xhtml).

Las diferencias en los perfiles metabolicos de los grupos de muestra establecidos por el
andlisis multivariado fueron exploradas también mediante andlisis univariado. Para este proposito,
todas las muestras dentro de un solo grupo se trataron como si fueran réplicas de una sola muestra.
Se aplico el anélisis de veces de cambio (FC, fold-change) y la prueba t en pares de grupos de
muestra para determinar las caracteristicas discriminantes m/z. Una caracteristica de relacion m/z
(o variable metabdlica) se considero estadisticamente significativo si su valor p era igual o inferior
a 0,05 y su FC superior a 2 o inferior a 0,5. La identificacion presuntiva de las caracteristicas
estadisticamente significativas se realizd mediante una busqueda de posibles coincidencias

utilizando la plataforma CEU Mass-Mediator (version 3.0) (http://ceumass.eps.uspceu.es/). Luego,

se realizd la comparacion de los iones caracteristicos de los espectros de masas reportados en
diferentes bases de datos con aquellos encontrados en los cromatogramas de iones completos. Para
realizar dicha comparacion, los iones moleculares de los metabolitos, los datos de intensidad

relativa y masa exacta se empled el software Thermo Xcalibur 3.0 (Thermo Fisher Scientific, San
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Jose, CA, USA). Asi, los metabolitos fueron buscados a lo largo de la corriente idnica total de las
muestras utilizando como referencia el dato de tr suministrado por el software XCMS. Una vez
encontrados los iones moleculares en la corriente idnica total, se dispuso de los iones obtenidos a
partir de la celda de disociacién de colisiones activadas (HCD) segun el espectro de masas
reportado. Posteriormente se obtuvieron las parejas de datos de masa exacta e intensidad relativa
y se compararon los iones diagnosticos de cada metabolito, con aquellos reportados en repositorios
como Kegg, HMDB, LipidMaps, Metlin, NP Atlas, KNApSAcK, Mass Bank y MINE. Este
proceso permitié establecer de manera presuntiva, la identidad de los metabolitos de acuerdo con
el segundo nivel de certeza definido por la sociedad de metaboldmica para estudios no dirigidos
(Gil-De-La-Fuente et al., 2019; Sumner et al., 2007). Ademas, se utilizaron patrones quimicos de:

cafeina, teobromina, procianidina B1 y B2 (Merck), para efectos de identificacion.

4. Resultados y discusion

4.1 Analisis fisico, quimico y sensorial de las muestras de cacao

4.1.1 Andlisis fisico

La caracterizacion fisica de las muestras de cacao se resume en la Tabla 9. El indice de
grano, el total de granos defectuosos (granos mohosos, dafiados por insectos, germinados y
pizarrosos), el grado de fermentacion (granos sin fermentar, parcialmente fermentados,
fermentados y sobre fermentados), el grado de agrietamiento y la calificacion fisica global (0.0 es
el valor mas bajo y 10,0 es el valor més alto) y los resultados mostraron que todas las muestras

tenian una calificacion fisica global superior a 7,9.
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Tabla 9.
Resultados de la caracterizacion fisica de las muestras de cacao
4 Identificador Indice de Total, Grado Grado Calificacion
I.D grano granos o rmentacion agrietamiento  Global
muestra (g/grano)  defectuosos
1 MAN 1 1,04 7,50% 97,00% 69,50% 8,1
2 MAN 2 0,88 11,10% 99,00% 80,50% 79
3 MAN 3 0,9 11,00% 94,00% 76,00% 8,1
4 POR 1 1,28 4,00% 96,50% 86,50% 8,9
5 REG 1,5 6,00% 96,00% 86,50% 9,2
6 SAR 1,38 12,00% 99,00% 89,00% 9,1
7 MAK 1,13 13,00% 97,00% 86,50% 8,7
8 URA 1 1,44 10,00% 96,00% 87,00% 9,1
9 URA 2 1,5 16,00% 96,50% 91,50% 9,1
10 POR 2 1,53 10,00% 97,50% 93,00% 9,3
11 SDR 1,17 36,50% 84,50% 89,50% 8
12 URA 3 1,21 24,50% 99,50% 87,50% 8,6
13 CCN1 1,43 3,00% 65,50% 96,00% 8,7
14 L8T7 1,38 4,50% 61,00% 92,50% 8,5
15 CCN 2 1,68 2,50% 70,00% 98,00% 8,9
16 CCN 3 1,5 14,00% 78,50% 92,00% 8,7
17 CCN4 1,5 13,00% 66,50% 93,50% 8,6
18 CCN5 1,5 12,00% 80,50% 94,00% 8,9
19 CCN®6 1,2 9,00% 94,00% 80,00% 8,6
20 CCN7 1,26 8,00% 94,60% 87,50% 8,7
21 CCN 8 1,25 7,50% 90,50% 93,50% 8,8
22 CCN9 1,53 10,00% 90,00% 90,50% 9
23 CCN 10 1,62 4,00% 86,50% 88,00% 9,2
24 CCN 11 1,42 11,50% 77,50% 93,00% 8,6
25 CCN 12 1,24 11,00% 94,50% 79,00% 8,6
26 CCN NO 1,43 0,00% 83,50% 89,00% 9
27 MAN 4 1,09 13,00% 93,50% 89,50% 8,6
28 MAN 5 1,14 11,00% 88,50% 87,00% 8,5
29 SV1 1,42 4,50% 57,50% 88,50% 8,3
30 SV 2 1,64 5,00% 94,00% 95,50% 9,3




METABOLOMICA NO DIRIGIDA EN CACAO: PATRONES QUIMICOS 79

31 CCN 13 1,48 17,50% 75,00% 94,50% 8,6
32 MEZ 1 1,85 10,00% 67,00% 79,00% 8,7
33 MAN 6 1,38 5,00% 92,50% 81,00% 8,7
34 MON 1,02 10,00% 98,00% 89,00% 8,7
35 ICS 1,22 6,50% 76,50% 85,50% 8,4
36 SNM 1,68 9,50% 95,00% 87,00% 9,3

El indice de grano es el peso medio del grano en gramos (g) tomado de una muestra de 100
granos de cacao secos (g/grano). Se espera que este peso sea superior a 100 g para asegurar un
indice de mazorca adecuado (nimero medio de mazorcas necesarias para obtener 1 kg de cacao
seco). De acuerdo con la Federacion Nacional de Cacaoteros (FEDECACAO), un indice de grano
mayor a 1,7 g/grano es alto, entre 1,7 y 1,4 g/grano es medio y menor a 1,4 g/grano es bajo (Garcia
et al., 2022). En este estudio, el 50% de las muestras mostraron un indice de grano medio, y el
porcentaje restante tuvo un indice de grano bajo. El grado de craqueo es causado por la protedlisis
durante la fermentacion y esta relacionado con la estructura interna de un grano. Generalmente, la
relacion entre el grado de craqueo y el de fermentacion es directamente proporcional ya que se
adhieren a la cascara de la almendra insuficientes granos fermentados o tostados, lo que dificulta
su separacion (End, 2015). Segun la Norma Técnica Colombiana NTC-1252, el cacao fino o de
aroma debe tener un porcentaje de granos bien fermentados mayor (o igual) al 70% y el cacao
comun mayor (o igual al) 65% (ICONTEC, 2021). En este estudio, todas las muestras tuvieron un
grado de cragueo mayor al 70%, 2 muestras (L8T7 y SV 1) tuvieron un grado de fermentacion
menor al 65%, 3 muestras (CCN 1, CCN 4 y MEZ 1) estuvieron entre 65% y 69%, y 31 muestras
tuvieron un grado de fermentacion mayor (o igual) a 70% (Tabla 9). De acuerdo al grado de
craqueo y de fermentacion, la mayoria de las muestras de esta investigacion se pueden catalogar

como cacao fino o de aroma.
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Los granos defectuosos se definen como granos con moho interno, granos dafiados por
insectos, granos germinados (el germen de la semilla ha perforado la cascara) o granos pizarrosos
(al menos la mitad de la superficie de los cotiledones expuestos por la prueba de corte son de color
pizarroso). El Estandar de la Administracion de Drogas y Alimentos (FDA) estipula un méaximo
de 4% de granos mohosos y un maximo de 4% de granos dafiados o infectados por insectos, pero
el total de estos dos no debe exceder el 6%. Por otro lado, el porcentaje de granos germinados y
pizarrosos debe ser inferior al 10% (End, 2015). EI nimero total de granos defectuosos informados
en la Tabla 9 es la suma de todos los defectos (mohosos, infectados por insectos, dafiados, brotados
y pizarrosos). Segun los resultados, la muestra SDR superd el rango permitido para granos
mohosos (12 %) y brotados (10,5 %), y URA 3 también superé el rango permitido para granos
dafados por insectos (21 %) y pizarrosos (11 %). Las 34 muestras restantes caen dentro del rango
permitido para granos pizarrosos, mohosos e infectados. Sin embargo, de estas 34 muestras, 15
excedieron el rango permitido para granos germinados. Si se tiene en cuentas porcentaje de granos
pizarrosos y granos germinados solo 19 de las 36 muestras de cacao cumplen el estandar de
calidad.

4.1.2 Andlisis del contenido de cadmio

La concentracion de cadmio, el contenido de fenoles totales y la relacion
teobromina/cafeina constituyen otros parametros de relevancia para determinar la calidad del
grano de cacao. En este sentido, la Tabla 10 muestra los resultados de los analisis quimicos para

las muestras de cacao evaluadas.
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Tabla 10.

Resultados de concentracion de cadmio, contenido de fenoles totales y relacion

teobromina/cafeina

Abundancia
Contenido de Contenido  Abundancia
relativa (%)

# - fenoles totales de cadmio relativa (%)
Identificador
muestra de T/c
I.D (mg AG/g (mg/Kg en de cafeina
teobromina
muestra) almendras) (C)
(M)
1 MAN1 126,8 0,421 10,4 20,5 1,97
2 MAN2 103,4 0,241 9,1 19,4 2,1
3 MAN3 1515 0,540 11,2 19,8 1,8
4 POR1 90,1 0,576 10,9 13,9 1,3
5 REG 96,8 0,438 8,0 15,2 1,9
6 SAR 112,8 8,576 4,4 12,0 2,8
7 MAK 100,0 0,413 9,9 11,1 2,8
8 URA1 88,9 1,694 7,6 11,8 1,6
9 URA 2 1154 1,491 7,4 13,2 1,8
10 POR?2 100,7 0,360 11,8 13,6 1,2
11 SDR 119,8 7,069 7,6 11,5 1,5
12 URAS3 122,8 1,379 57 10,4 1,8

13 CCN1 128,0 0,361 7,3 18,8 2,6
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14 L8T7 153,1 0,648 6,2 16,7 2,7
15 CCN2 131,0 0,537 10,2 16,8 1,6
16 CCN3 141,4 0,535 8,7 18,0 2,1
17 CCN4 136,5 0,359 6,9 16,8 2,4
18 CCN5 118,2 0,293 6,6 15,3 2,3
19 CCN6 140,6 0,418 5,4 13,3 2,5
20 CCN7 141,3 0,181 4,7 14,6 3,1
21 CCN8 1241 0,293 6,4 15,4 2,4
22 CCN9 138,5 0,464 6,5 15,6 2,4
23 CCN10 168,2 0,540 6,8 17,7 2,6
24 CCN11 146,9 0,688 7,4 18,1 2,4
25 CCN12 1471 0,482 4,8 14,6 3,1
26 CCNNO 121,4 0,290 11,0 17,2 1,6
27 MAN 4 120,8 2,934 10,0 17,6 1,8
28 MANS 134,5 1,582 9,0 14,8 1,6
29 SV1 118,9 0,962 8,9 15,4 1,7
30 SVv?2 88,1 0,716 9,9 14,8 1,5
31 CCN13 143,4 0,482 8,5 12,9 1,5
32 MEZ1 117,3 0,633 8,5 16,4 1,9
33 MANG 122,5 0,119 10,3 18,7 1,8
34 MON 91,7 10,130 3,3 12,0 3,6
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35 ICS 143,4 0,357 7,2 17,4 2,4

36 SNM 1247 0,354 6,6 16,1 2,5

Segun los resultados, el contenido de fenoles totales varié entre 88,1 y 168,2 mg AG/g de
muestra; 30 muestras presentaron un valor superior a 100 mg AG/g de muestra, lo que se considera
alto contenido para granos no tostados (Aprotosoaie et al., 2016). Un resultado como el anterior
es deseable, ya que los polifenoles contribuyen al sabor astringente del cacao, son antioxidantes
adecuados (inhiben la peroxidacién de lipidos al reducir los radicales libres y quelan metales) y
son responsables de los beneficios para la salud asociados con el consumo de cacao (Aprotosoaie
et al., 2016). El valor de la relacion teobromina/cafeina (T/C) para la mayoria de las muestras fue
inferior a 4, y solo la muestra 6 tuvo un valor de 4,8 (Tabla 10). La relacion T/C en los granos de
cacao es otro indicio importante de la "finura" del cacao (Sotelo & Alvarez, 1991). Varios autores
han reportado que este coeficiente puede estar relacionado con varias propiedades de los granos
de cacao, por ejemplo, Urbanska et al (2019) y Carrillo et al. (2014) encontraron que la relacion
teobromina/cafeina se correlacionaba con el lugar de origen de los granos de cacao; Brunetto et al.
(2019) establecieron este coeficiente en relacidn con el genotipo y la variedad de cacao. Brunetto
et al. (2007), y Calvo et al. (2021) encontraron que esta relacién es Gtil como biomarcador del
estado de fermentacion del grano. Por otro lado, Ordofiez et al. (2020) establecieron que la relacion
T/C estéa relacionada con el amargor, que es uno de los descriptores de finura en granos de cacao
especiales. Sotelo et al. (1991) reportaron una relacion del valor T/C para cacao Forastero o “a
granel” superior a 4, incluso superior a 10, mientras que cacao Criollo fue inferior a 4. Dado que

todas las muestras utilizadas en nuestro estudio correspondieron a la variedad de clones forastero
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(Tabla S1), los resultados obtenidos para las muestras son menores a 4, por lo tanto, tendrian unos
descriptores de finura tipo criollo. Sin embargo, no hubo una relacién notable entre la relacion
teobromina/cafeina y el origen geogréfico de las muestras; esto podria explicarse por la
coexistencia de diferentes microclimas en zonas geograficamente cercanas y la variabilidad
climética caracteristica de diferentes regiones de Colombia.

América Latina representa actualmente alrededor del 15% de la produccion mundial de cacao,
y en Colombia, a pesar de ser un importante productor de cacao fino de aroma (término que se
aplica a una produccion de calidad especial), el cultivo regional de cacao enfrenta muchos desafios,
incluida la presencia de cadmio (Cd) en el suelo, un metal pesado que se acumula en los granos de
cacao y se ha asociado con efectos nocivos para la salud humana (Jiménez, 2015). El Reglamento
de la Comisién Europea No. 488/2014, que entr6 en vigor en enero de 2019, fijé limites tolerables
entre 0,1y 0,8 ug Cd g * para productos derivados del cacao (EC—European Commission, 2014).

Todas las muestras del estudio entraron dentro de los limites permitidos de Cd, excepto las
muestras de cacao SAR, SDR, URA 1, URA 2 y URA 3, cuyos valores excedieron los limites
tolerables aceptados; esto se puede atribuir a varios factores, incluidas las caracteristicas quimicas,
fisicas y bioldgicas del suelo, la contaminacién por el uso de agroquimicos o el agua de riego. Otro
factor importante es la capacidad de asimilacion de los arboles de cacao, caracteristica que esta
influenciada por condiciones asociadas al genotipo de la planta.
4.1.3 Andlisis sensorial

Las pruebas sensoriales fueron realizadas por cinco catadores del panel de Cacaos Especiales
de Antioguia y Cesar (CAESCA), quienes previamente fueron entrenados segin el método

reportado por Chetschik et al (2019). Los catadores evaluaron diferentes criterios de aroma,
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sabores bésicos, sensacion trigeminal y sabores atipicos (Tabla 11). En esta evaluacion, el catador
debe considerar que algunos criterios aparecen o desaparecen muy rapidamente, mientras que otros
pueden persistir por mas tiempo. Luego, se puntla la intensidad de los atributos para cada
descriptor, utilizando una escala de categorias de 0 “imperceptible” a 10 “intenso” (Chetschik et
al., 2019; STANDARD & ISO, 2003). Este sistema de denario se puede dividir en rangos mas
cortos de puntajes que tendrén los siguientes significados: 0 = Ninguno presente, 1 = Solo un rastro
y es posible que no se encuentre si se vuelve a probar, 2 = Presente en la muestra, 3 a 5 =
Claramente caracteristico la muestra, 6 a 8 = Caracterizacion dominante de la muestra,y 9a 10 =
Maéxima (supera algunas otras notas de sabor en la muestra) (Sukha, 2017).

Los descriptores de aroma se utilizan como indicador de los sabores dominantes que
pueden estar presentes en el licor o productos de cacao. La nota de cacao se relaciona con granos
de cacao bien fermentados, tostados y sin defectos. En el estudio, 13 muestras tenian una nota de
cacao entre 2,3y 2,9 (presente en la muestra), y 23 muestras tenian una nota de cacao entre 3,0 y
5,0 (caracterizacion clara de la muestra). El descriptor de fruta fresca esta relacionado con notas
de frutas citricas (limoén, naranja), frutas tropicales (pifia, maracuyd) y bayas (frambuesa, mora)
(Chatelain et al., 2019). Aqui, el nmero de muestras con notas de frutas citricas fue 8 entre 0,0 y
0,9 (ninguna presente), 18 entre 1,0 y 1,9 (solo un rastro), 5 entre 2,0 y 2,5 (presente en la muestra)
y 5 entre 3,0 y 4,4 (caracterizando claramente la muestra). El atributo de frutos secos se asocia con
notas de albaricoques y pasas, entre otros (Seyfried & Granvogl, 2017); dentro del grupo de
muestras, 8 estuvieron entre 0 y 0,9 (ninguna presente), 27 entre 1,0 y 1,9 (solo un rastro), y solo
1 muestra (SNM) se caracteriz0 por presentar este tipo de notas (2,3). El aroma floral, relacionado

con notas de azahar, tilo y rosa fresca, solo estuvo presente en trazas en las muestras CCN 3, URA
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3y POR 1 (valores entre 1,0 y 1,3). El aroma a madera, relacionado con notas de roble, teca, fresno
0 haya, solo estuvo presente en trazas en 5 muestras CCN 1, CCN 4, CCN 8, CCN 13y MAN 5
(valores entre 1,0 y 1,5). La especia se refiere a las notas especiadas como la canela, el clavo, la
vainilla, el pimiento morrén o el tabaco. Estas especias se encontraron en trazas en 14 muestras
(1,0-1,8) y estaban presentes en las muestras CCN 4 y MAN 3 (2,0-2,4). El descriptor nuez esta
relacionado con notas de nuez como almendra, avellana y mani, entre otras. Los resultados
mostraron que el numero de muestras con notas a nuez fue 1 (CCN 12) con un valor de 0,8
(ninguno presente), 14 entre 1,3 y 1,9 (solo un rastro), 16 entre 2,0 y 2,9 (presente en la muestra),
y 5entre 3,0 y 3,3 (que caracteriza claramente a la muestra). El dulzor o caramelo se refiere a notas
de miel, panela, dulce de leche o jugo de cafia (Schnermann & Schieberle, 1997); 3 muestras
(L8T7, CCN 10 y CCN 12) se caracterizaron por una ausencia de dulzura (0,7-0,8), 29 muestras
tenian trazas de dulzura (1,0-1,9) y 4 muestras (URA 1, CCN 4, CCN 13, y SV1) tenian dulzura
(2,0-2,8). Finalmente, el aroma relacionado con la intensidad del tostado del cacao estuvo presente
en 16 muestras (2,2—-2,9), con 19 muestras (3,0-5,8) y solo 1 muestra (CCN 8) con un valor de 6,8.

El sabor es un criterio clave para determinar la calidad de los productos de cacao. Este
criterio incluye la intensidad del sabor a cacao o chocolate, junto con otras notas aromaticas
secundarias, y la ausencia de sabores indeseables. Los descriptores de sabores basicos (acidez y
amargor), sensacion trigeminal (astringencia) y sabores atipicos se utilizaron para calificar el sabor
de las muestras de cacao en este estudio (Tabla 11). El sabor &cido esta relacionado con los &cidos
acético y lactico formados durante la fermentacion. Un alto nivel de acidez generalmente se asocia

con un pH de 5,0 (0 menos) en los granos secos, lo que da como resultado un sabor indeseable y
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un producto de cacao deficiente. Normalmente, cuando se lleva a cabo un secado adecuado, la

acidez provocada por el acido acético se reduce a un valor bajo aceptable (End, 2015).
Tabla 11.

Resultados de los descriptores en sabores béasicos, sensacion trigeminal, sabores atipicos y

puntaje sensorial general de las muestras de cacao

41D Identificacion Acidez Amargura _ _ Sa,b(_)res Calificacion
de la muestra Astringencia atipicos global
1 MAN 1 3,3 3,0 3,0 0,0 8,2
2 MAN 2 2,1 3,7 1,4 0,0 7,0
3 MAN 3 4,2 4,2 1.3 0,0 7,3
4 POR 1 33 2,5 2,0 0,0 7,4
5 REG 2,0 3,4 1,6 1,0 6,3
6 SAR 6,0 2,3 1,6 0,0 8,4
7 MAK 2,1 2,4 1,3 0,0 7,3
8 URA 1 2,9 1,8 1,9 0,0 8,8
9 URA 2 2,2 3,0 1,8 0,0 7,7
10 POR 2 2,6 2,3 1,4 0,0 8,0
11 SDR 4,3 3,0 1,4 0,0 8,3
12 URA 3 2,1 2,4 1,4 0,0 7,9
13 CCN1 2,4 4,7 2,3 0,0 6,5
14 L8T7 1,5 53 15 1,9 4,9
15 CCN?2 3,4 4,0 2,4 0,0 7,1
16 CCN3 1,9 3,8 1,9 0,0 7,0
17 CCN 4 5,0 4,9 3,0 0,0 7,2
18 CCN5 2,5 3,1 2,3 0,5 7,4
19 CCN 6 3,8 3,0 1,6 0,0 7,8
20 CCN7 2,6 3,3 2,4 0,0 7,1
21 CCN 8 2,4 3,4 2,2 0,0 6,0
22 CCN9 2,3 4,0 2,1 0,0 7,1
23 CCN 10 1,5 3,7 3,3 0,0 7,0
24 CCN 11 1,8 3,3 2,5 0,0 7,0
25 CCN 12 5,0 3,2 1,7 1,3 53




METABOLOMICA NO DIRIGIDA EN CACAO: PATRONES QUIMICOS 88

26 CCN NO 2,1 3,4 1,4 0,0 8,3
27 MAN 4 3,8 3,0 2,0 0,0 7,7
28 MAN 5 3,7 3,3 1,7 0,0 6,3
29 SV1 2,7 3,8 2,1 0,0 6,8
30 SV?2 3,6 3,0 2,0 0,0 7,7
31 CCN 13 2,3 4,1 1,8 0,0 7,8
32 MEZ 1 4,9 3,0 1,6 0,0 7,9
33 MAN 6 4,3 3,7 1,7 0,0 7,5
34 MON 6,2 3,0 1,7 1,0 6,7
35 ICS 2,3 3,8 2,1 1,0 6,5
36 SNM 2,2 2,5 1,7 0,0 8,3

La acidez de las muestras L8T7, CCN 3, CCN 10 y CCN 11 tuvo el valor méas bajo (1.5-
1.9), mientras que 14 muestras estuvieron entre 2,0 y 2,9 (nivel 2, presente), se encontraron
caracteristicas claras para 13 muestras (3,3 —5,0) y caracteristica dominante para SAR y MON
(6,0-6,2). En relacion al grado de amargor y astringencia (contraccion de la mucosa bucal
provocada por estimulos quimicos como los polifenoles), se considera que cierto valor forma parte
del complejo gustativo del chocolate, pero su presencia excesiva resulta desagradable y
generalmente se asocia con Fermentacion insuficiente, granos pizarrosos y morados. Esto se puede
corregir teniendo un mayor porcentaje de granos de color parcialmente marrén en lugar de
morados, con procesos adecuados de cosecha, fermentacién y secado (Amoa-Awua, 2015) . En
este estudio, 1 muestra (URA 1) tenia un amargor de 1,8 (solo una traza), 6 muestras (POR 1, POR
2, SAR, MAK, URA 3 y SNM) estaban en el rango de 2,3-2,5 (presente). en la muestra), y 29
muestras estaban entre 3,0 y 5,3 (caracterizando claramente a la muestra). Los valores de
astringencia estuvieron entre 1,3 y 1,9 para 21 muestras (solo una traza), entre 2,0y 2,5 para 12 de
las nuestras (presentes en la muestra) y entre 3,0 y 3,3 (caracterizando claramente la muestra) para

las muestras MAN 1, CCN 4, y CCN 10. Finalmente, considerando que el cacao es un material
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grado alimenticio, es muy importante realizar un manejo adecuado para evitar la presencia de
sabores indeseables como podredumbre, moho, humo, residuos animales, copra, caucho,
combustibles, entre otros (FDA, 2017). Esto se debe al comportamiento absorbente de la grasa de
cacao, que es muy eficaz para todo tipo de contaminacion. Aqui, la mayoria de las muestras no
presentaron ningun sabor atipico, y solo 5 muestras tenian trazas de atipicos, L8T7 (1,9) informo
un sabor atipico asociado con el plastico, CNN 12 (1,3) presenté un desagradable sabor a fruta
amarga y demasiado madura persistente (rancio), REG, MON e ICS (1.0) presentaron un pequefio
defecto de rancio, almacenado y vinagre. La puntuacion general refleja la impresion de calidad en
términos de limpieza, intensidad, complejidad del aroma y equilibrio entre los sabores de la
muestra (Sukha et al., 2008). Los resultados mostraron que 8 muestras tenian una puntuacion
general regular entre 4,9y 6,8, y 28 muestras tenian una puntuacién general alta superior a (o igual
a) 7,0. L8T7 fue la muestra con la puntuacion mas baja (4,9), probablemente relacionada con la
presencia de sabores atipicos en las trazas, y URA 1 fue la muestra con la puntuacién més alta
(8,8).
4.2.  Optimizacion del método de extraccion de metabolitos de cacao

Para la optimizacion del método de extraccion, primero se evalué el proceso de
desengrasado (Seccion 3.2.1), segundo, se evalu6 el solvente de extraccién (Seccion 3.2.2.1) y
tercero, se evaluo6 tiempo y temperatura de extraccion para ello se realizé un disefio experimental

272 con dos factores, dos niveles y 2 réplicas en el punto central (Seccion 3.2.2.2).
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4.2.1 Proceso de desengrasado
Se realizaron tres tratamientos variando las veces que se hizo el proceso de desengrasado,
cada tratamiento se hizo por triplicado. Al final de cada proceso se calcul6 la cantidad de grasa

extraida como se muestra en la Tabla 12.
Tabla 12.

Resultados proceso de desengrasado con n-hexano en muestras de cacao en grano

Cantidad de
Tratamiento grasa X (9) D.E.
extraida (g)
0,538
1 0,555 0,53 0,03
0,497
0,473
2 0,565 0,55 0,069
0,608
0,560
3 0,555 0,56 0,003
0,555
Notal. Los analisis se realizaron con la muestra MACPO01
Nota2. Tratamiento niimero de repeticiones de extraccion con n-hexano (seccién 3.2.1); X:
promedio y D.E: desviacion estandar de la media
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Figura 10.

Resultados proceso de desengrasado en la muestra MACPO1
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El andlisis de varianza ANOVA (Tabla S3) de una via aplicado a los datos, no mostraron
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (valor p=0,7526). En la Figura
10 se observa que una cantidad mayor de grasa extraida de los granos de cacao sucede cuando el
proceso de desengrasado es 3 veces con 12 mL de hexano cada una (tratamiento 3). Sin embargo,
al no ser estadisticamente significativo, se opt6 por realizar el proceso de desengrasado una sola
vez a cada muestra de grano de cacao (tratamiento 1).

4.2.2 Evaluacion del solvente de extraccion
Para determinar el mejor solvente de extraccion se realizd un disefio experimental

generalizado, en el que se evaluaron 10 condiciones usando soluciones acuosas de metanol
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(MeOH) y acetonitrilo (ACN) a diferentes concentraciones % v/v (Seccion 3.2.2., Tabla 136) y

como variable de respuesta se evalud el contenido de fenoles totales.
Tabla 13.

Evaluacion de solvente de extraccion para metabolitos no volatiles en muestras de cacao en grano

Contenido de fenoles totales
(mg Acido galico/g de muestra seca)

T X D.E
1 107,1 9,2
2 91,6 1,3
3 83,9 3,7
4 80,3 4,1
5 92,8 1,4
6 84,5 0,8
7 83,6 2,2
8 79,4 0,9

Nota. Muestra de cacao utilizada MACP01
Nota 1. T: tratamiento (seccién 3.2.2.1); X: promedio y D.E: desviacién estandar de la media

Nota 2. *1. Acetonitrilo (ac) 50% v/v; 2. Acetonitrilo (ac) 75% v/v; 3. Metanol (ac) 50% v/v; 4.
Metanol (ac) 75%; 5. *Acetonitrilo (ac) 50% con H3PO4 (0,03%); 6. Acetonitrilo (ac) 75% - H3PO4
(0,03%); 7. Metanol (ac) 50% con HzPO4 (0,03%); 8. Metanol (ac) 75% con HzPO4 (0,03%).

De acuerdo al analisis estadistico ANOVA (Tabla S5), para evaluar el factor “solvente”, resultd
en un valor-p de 0,00 indicando diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos.
Con base en lo anterior, se establecid que el Tratamiento 1 (ACN acuoso al 50% v/v) permitid
extraer el mayor contenido de fenoles de las muestras (Figura 11), en comparacién con otros

tratamientos en los cuales el solvente de extraccién fue metanol, acetonitrilo o soluciones acuosas
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a diferentes concentraciones de estos solventes organicos. Con base en lo anterior, se utiliz6 ACN

(ac) al 50% (v/v) como solvente de extraccion para los demas experimentos.

Figura 11.

Contenido de fenoles totales de acuerdo a la evaluacion de solventes de extraccion
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4.2.3 Evaluacion de variables de extraccion tiempo y temperatura
El disefio factorial 22, se establecio dos factores, dos niveles y cuatro réplicas en el punto
central, 10 experimentos en total (Tabla 14). Como factores controlables tiempo (20, 30, 40
minutos) y temperatura (25, 35y 45°C). El contenido de fenoles totales fue la variable de respuesta.
Este disefio experimental es un modelo de disefio factorial 2% con réplicas en el punto
central, son denominados disefio factorial 2* los disefios en los cuales cada uno de los factores
cuenta con dos niveles, es decir cuando se realiza un experimento con un nimero de factores k en

el que cada uno de estos solo puede adoptar dos niveles. Estos niveles podrian ser cuantitativos o
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cualitativos y una réplica completa de tal disefio requiere realizar 2k combinaciones (Fernandez,
2020). ElI modelo que sigue este disefio es:
Yijk = pu+ti+ Bj+ (zp)ij + €ijk  Ecuacion 1
Siendo u el efecto promedio global, ti el efecto del nivel i-esimo del factor A, Sj el nivel
j-ésimo del factor B, (z8)ij el efecto de la interaccion entre ti y Bj, y €ijk un componente del

error aleatorio. Con i=1,2; j=1,2; k=1...n.

Tabla 14.
Contenido de fenoles totales [expresado en mg de &cido galico (A.G) /g de muestra seca] de

acuerdo a la evaluacion de condiciones de tiempo y temperatura de extraccion

[A] [B]

No. [A] [B] Tiempo Temperatura rrr? L?e'sa'\[.r(;/gegg
(min) (°C)

1 -14 0 16 35 140,6
2 1 20 25 109,5
3 1 - 40 25 84,6
4 0 -14 30 21 82,9
5 0 14 30 49 103,6
6 -1 1 20 45 120,8
7 1 1 40 45 104,9
8 14 O 44 35 1388
9 0 0 30 35 120,7
10 0 0 30 35 121,1
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Figura 12.

Contenido de fenoles totales de acuerdo a condiciones de extraccion evaluadas: tiempo y

temperatura
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De acuerdo con los resultados mostrados en la Figura 12, se puede observar que los
tratamientos 1 y 8, son los que presentaron mejores resultados en cuanto a la cantidad de fenoles
totales extraidos. El andlisis de varianza ANOVA (Tabla S8) mostrd que, el tratamiento 1 es méas
significativo, por lo tanto, la extraccion de polifenoles se ve favorecida cuando el tiempo es 16
minutos y la temperatura tiene un valor de 35°C (Tabla 11).

Diversos estudios acerca del cacao y sus aplicaciones han profundizado en el proceso de la
determinacion de la composicion del grano y, en la actualidad, se cuenta con una diversa cantidad
de metabolitos ya identificados y reportados. Los granos fermentados y secos, etapas del beneficio
al que han sido expuestas las muestras usadas en el estudio, estdn compuestos quimicamente por

proteinas, azucares, polifenoles, metilxantinas, &cidos grasos, &cidos organicos, entre otros.
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Teniendo esto en consideracion se define dos solventes de extraccion: metanol, el cual se clasifica
como un solvente polar prético (Ayala, 2014) y el acetonitrilo, que es un solvente polar aprético,
los cuales, se evaluaron en diferentes proporciones de forma que existiera variacion en el grado de
polaridad del solvente (Sarria et al., 2021). La condicion éptima de solvente de extraccion fue
acetonitrilo (ac) al 50% (v/v), esto puede ser explicado por la afinidad del solvente y las estructuras
quimicas presentes en el grano mencionadas con anterioridad. Ademas, el acetonitrilo y el metanol
son solventes compatibles con instrumentos analiticos: cominmente utilizado en cromatografia
liquida de alta eficiencia (HPLC) y espectrometria de masas (MS) (Bass, 2014). Sin embargo, el
acetonitrilo se usé en la extraccion por SPE, ya que, asegura que los metabolitos extraidos sean
compatibles con las técnicas analiticas posteriores. Su baja viscosidad permite una féacil
manipulacion y flujo a través de las columnas de SPE durante el proceso de extraccion, lo que
permite una facil elucion de los metabolitos en una matriz compleja, ademas, posee bajo punto de
ebullicion, lo que facilita su evaporacion durante el proceso de concentracion de las muestras, Si
es necesario (Lujano et al., 2019).

La mayoria de las moléculas tiene estructuras con grupos polares; a menudo el acetonitrilo
se mezcla con metanol o agua para optimizar sus propiedades de extraccion. Para los polifenoles
extraibles, el metanol y mezclas de este con agua son los solventes méas usados, se han usado otros
solventes como el acetonitrilo 0 acetona para extraer otros compuestos fenoélicos de menor
polaridad (Vargas, 2020). EI comportamiento de las metilxantinas también explica la tendencia
del factor concentracion. En la tesis de investigacion elaborada por Ayala (2016) se afirma que la
cafeina tiene mayor afinidad por solventes polares y la teobromina por los medianamente polares,

basados en que las metilxantinas poseen atomos de nitrogeno en los heterociclos metilados.
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El factor temperatura, determinado en 35 °C, se explica en cierta forma por la necesidad
de mantener la integridad de la composicién quimica de la muestra; es decir, en la etapa de
fermentacion, el grano de cacao alcanza temperaturas superiores a 45 °C y en el secado al sol se
pueden alcanzar temperaturas superiores en 5 a 15 °C con respecto a la temperatura ambiente
(Perea, 2019), siendo ambas etapas aquellas que pueden afectar la composicion quimica de las
muestras, que en este caso fue lo que se quiso evitar. Finalmente, se establecié como variables de
extraccion de polifenoles para las muestras de cacao: acetonitrilo (ac) al 50% (v/v) como solvente
de extraccion, tiempo de 16 minutos y temperatura de 35 °C. Con base a los parametros de
extraccion descritos anteriormente, se llevd a cabo la extraccion de los metabolitos en las 36
muestras de cacao en grano provenientes de las fincas ubicadas en Maceo (Antioquia), Manaure
(Cesar), Santa Marta (Magdalena), San Vicente de Chucuri (Santander) y Norte de Santander,
Colombia, (Tabla 8) y se determind el contenido de fenoles totales (Tabla 15).

4.24  Extraccion de metabolitos en muestras de cacao en grano

Teniendo en cuentas las condiciones Gptimas para la extraccion de polifenoles: solvente
acetonitrilo (ac) al 50% (v/v), tiempo de 16 minutos y temperatura de 35 °C, se realiz6 la extraccion
de los metabolitos a las treinta y seis muestras que hicieron parte de este estudio. Para cuantificar
los polifenoles se realizo una curva de calibracion con un R? de 0,9924 de acuerdo al método de
Folin-Ciocalteu (patron de Acido Galico) (Figura S2).

En la Tabla 15 se presenta la concentracion de polifenoles que posee cada una de las 36
muestras estudiadas. Segun los resultados, el contenido de fenoles totales vario entre 88,1y 168,2
mg AG/g de muestra; 30 muestras presentaron un valor superior a 100 mg AG/g de muestra, lo

que se considera alto contenido para granos no tostados (Aprotosoaie et al., 2016). Un resultado
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como el anterior es deseable, ya que los polifenoles contribuyen al sabor astringente del cacao, son
antioxidantes adecuados (inhiben la peroxidacién de lipidos al reducir los radicales libres y quelan
metales) y son responsables de los beneficios para la salud asociados con el consumo de cacao
(Aprotosoaie et al., 2016). Como se observa en la Figura 13, la muestra N° 23 fue la que presento

la mayor cantidad de compuestos fendlicos.
Tabla 15.

Cuantificacion de fenoles totales [expresado en mg de acido galico (A.G) / g de muestra seca] en

la extraccion de metabolitos en muestras de cacao en grano

Identificacion mg A. G/g muestra seca)

#1D muestra X D.E
1 MAN 1 126,8 3,1
2 MAN 2 103,4 0,7
3 MAN 3 151,5 3,7
4 POR 1 90,1 58
5 REG 96,8 2,9
6 SAR 112,8 1,8
7 MAK 100,0 1,7
8 URA 1 88,9 4,7
9 URA 2 1154 1,3
10 POR 2 100,7 19
11 SDR 119,8 5,6
12 URA 3 1228 6,2
13 CCN1 128,0 1,2
14 L8T7 153,1 3,8
15 CCN 2 131,0 53
16 CCN 3 141,4 4.4
17 CCN4 136,5 3,6
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18 CCN5 118,2 9,3
19 CCN 6 140,6 2,1
20 CCN 7 141,3 3,1
21 CCN 8 1241 15
22 CCN9 138,5 5,6
23 CCN 10 168,2 52
24 CCN 11 146,9 53
25 CCN 12 147,1 1,5
26 CCN NO 121,4 3,3
27 MAN 4 120,8 5,7
28 MAN 5 1345 3,4
29 Sv1 118,9 3,7
30 SV?2 88,1 3,5
31 CCN 13 143,4 1,3
32 MEZ 1 117,3 3,3
33 MAN 6 122,5 1,2
34 MON 91,7 3,5
35 ICS 143,4 5,0
36 SNM 124,7 2,0

99
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Figura 13.

Contenido de fenoles totales en muestras de cacao en grano
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4.3.  Analisis cromatografico de los extractos

Los metabolitos de cacao fueron extraidos y analizados segun la metodologia descrita en
las secciones 3.2.2. y 3.4. Los parametros utilizados para los analisis cromatogréaficos y en la
deteccidén mediante espectrometria de masas fueron descritos en las secciones mencionadas. Como
resultado de este primer paso de analisis instrumental, se lograron obtener 108 archivos en formato
.raw, correspondientes a los cromatogramas de iones completos del triplicado de las 36 muestras
y, cuatro réplicas de control de calidad (QC). Estos archivos fueron procesados segun lo descrito
en la seccion 3.5.2. y analizados en la plataforma XCMS para continuar el proceso de tratamiento
de datos.
4.3.1. Tratamiento preliminar de los datos y obtencién de las tablas de intensidad de iones

En la
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Figura 14 se muestra el cromatograma de corriente ionica total obtenido del analisis
mediante la técnica de UHPLC/MS, para la muestra N° 5 (REG). Es destacable que, en todas las
muestras se evidencié un mayor nimero de sefiales entre 0 y 12 min.

Mediante la plataforma XCMS, y siguiendo los pardmetros descritos en la seccion 3.5.2.,
se realizaron los procesos de tratamiento de datos, entre ellos el alineamiento de los cromatogramas
a lo largo de las muestras, y la correccion en la deriva del tiempo de retencion. La Figura 15
muestra las graficas de los cromatogramas de iones totales antes y después del proceso de
alineamiento realizado mediante un trabajo en modo multigrupo con la plataforma XCMS. A
continuacion, se realizé el proceso de conversion de los cromatogramas de iones completos a tablas
de intensidad de iones. Para esto se tomaron los datos de relacién masa carga (m/z) promedio e
intensidad relativa, y se dispusieron en forma de tablas; en estas, cada columna represento el perfil

quimico completo de las muestras estudiadas.
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Figura 14.

Perfil cromatogréfico de corriente ionica total obtenido para la muestra N° 5 (REG) mediante

analisis UHPLC/MS
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Figura 15.

Cromatogramas antes (izquierda) y después (derecha) de la correccién de los tiempos de

retencion y alineacion de los datos mediante el uso de XCMS online
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A partir de las tablas de intensidad de iones, se obtuvieron arreglos matriciales de datos, en
los que se registro la intensidad relativa y relacion masa/carga (m/z) de cada una de las muestras
de estudio en modo de iones positivo. Como resultado de este proceso se generaron archivos
delimitados por comas en Excel, que describieron los cromatogramas de iones completos de las
muestras, los cuales fueron conformados por 1304 caracteristicas (m/z) para el modo de
adquisicion positivo.

Para realizar un mejor filtrado de datos, y asegurar que las alteraciones entre los perfiles
quimicos de las muestras correspondieron a cambios en el metabolismo y no a factores de ruido,
se realizd un filtrado con base en el coeficiente de variacion de los valores de intensidad relativa
de las muestras de control de calidad. Aquellas caracteristicas (m/z) que presentaron un CV igual

o mayor al 30% fueron retiradas de los datos consolidados en la tabla de Excel. Como resultado
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de esta operacion, se obtuvieron plantillas de datos, correspondientes a los perfiles metabdlicos de
las muestras de estudio. Estos archivos estuvieron conformados por 1204 caracteristicas (m/z) para
el modo de adquisicion de iones positivos.

Las plantillas mencionadas en la seccién anterior fueron cargadas en la plataforma de

andlisis bioinformatico Metaboanalyst 5.0, para continuar con los andlisis de datos multivariados.
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Figura 16.

Box plot y kernel density plots antes y después de la normalizacidn para las muestras y controles

de calidad haciendo uso del método seleccionado: Normalization by sum, y el escalado de datos

or Autoscaling
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En este caso el analisis PCA determind que se requieren de cinco componentes principales
para explicar una varianza, de un 22.7%. El componente principal 1 y componente principal 2
explican el 7.9% y 4.9% respectivamente, consiguiendo una varianza acumulada del 12.8%
(Figura 17). El valor de la varianza explicada es muy bajo, esto indica que casi no hay diferencias

entre las muestras, por lo tanto, son muy parecidas.

Figura 17.
Varianza explicada por los componentes principales. La linea verde representa la varianza

acumulada y la linea azul muestra la varianza explicada por cada uno de los componentes

principales
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Figura 18.

Analisis de Componentes Principales (PCA) de los perfiles quimicos de muestras de granos de

cacao
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Nota. Las muestras con los valores mas cercanos en los dos primeros componentes se agruparon
en el mismo grupo. Los cuatro grupos se diferenciaron por color: Amarillo (muestras 1 a 3), azul
(muestras 4 a 12), verde (muestras 13 a 25) y rojo (muestras 26 a 36). Para ver el identificador de

la muestra, dirigirse a la Tabla 10.

La Figura 18, muestra el grafico de PCA con una covarianza de las muestras a través de

dos ejes de coordenadas o componentes; en este sentido, es probable que las muestras agrupadas
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en estos componentes tengan patrones quimicos similares y, por lo tanto, presenten propiedades
sensoriales similares. EI primer componente (PC-1) explico el 7,9% de la varianza total, mientras
que el PC2 explico el 4,9%. Estos resultados mostraron una clara agrupacion de las muestras en
torno a 4 grupos principales, que se clasificaron en codificacion basada en colores como se describe
en Figura 18.

Después de la agrupacion, los grupos se analizaron mediante métodos univariados y
multivariados en pares. Por lo tanto, todas las muestras dentro del mismo grupo se compararon
con cada uno de los otros grupos, definidos por cédigo de colores como amarillo, azul, verde y
rojo; estos grupos constaban de 3, 9, 11y 13 muestras, respectivamente (Figura 18). Esto se aplico
para determinar las caracteristicas (m/z) estadisticamente significativas y diferenciadas entre estos

grupos.
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Figura 19.
Gréficas de analisis de componentes principales (izquierda) y graficas de volcan (derecha) de
grupos analizados en pares: (a) amarillo vs azul, (b) amarillo vs verde, (c) amarillo vs rojo, (d)

azul vs verde, (e) verde vs rojo, (f) azul vs rojo.

Scores Piot [ s | Urrvet | ) S | A "
Dbrwetion of compariven: YW/NL
- -w] ' ' y
» ™" ° L
R
() M4 | - .
° -
E [»] -
2 ' k s | * "
- DO o
~ - .
Y & o E .’“ e
v Q o e
& ) W A
’ ® . 'o i - .
f . 3 -}‘ o i .‘ '7'- °
3 .',. Y .
."f’& We
LAPRE A |
- ' N ‘ r
' . ! ) 1 1
( 10 gNFC)
PCLIIAAW)
(a)
Scores Plot =) s o ==
| Divection of compatisen: YW/ UGN
W
{ [P0 -
"4 e
Qo
v}
-] o o ]
F ? =" ’
2 &0, & g ‘q
X % ! e g &-®
[3 ; oL
oy o * .o.v L
24 O I P Oo'. . .
ar d ce v "
L . - ..
o 3 2 ..‘1 ".‘
< »
o . . - .
= s ft
l }
T T T ! y !
» " 0 0 10 log?[rC)
PC1{100%)

(b)



METABOLOMICA NO DIRIGIDA EN CACAO: PATRONES QUIMICOS
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Nota. En los gréaficos de volcanes, el eje y representa el valor p con un umbral de 0,1, y el eje x

representa el Fold change (FC) con un umbral de 2,0.

Como se observa en la Figura 19, la mayor parte de la varianza observada en los graficos de
puntuacion de PCA de los pares de grupos se atribuyo al PC1. Las parejas que presentaron una

separacion satisfactoria fueron amarillo/azul, amarillo/verde y azul/verde, las cuales habian
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presentado valores de varianza superiores al 9% en PC1. Por otro lado, se observd que los pares
de grupos que presentaban una varianza explicada inferior al 8,5% en PC1 presentaban una
separacion deficiente y se superponian. Por lo tanto, se concluyé que el anélisis PCA no podia
diferenciar el grupo rojo del azul y verde (Figura 19 e, f). Estos resultados concuerdan con los
descritos en la Figura 18, donde no se observé una separacion definida en el primer componente
(PC1) entre los grupos rojo, azul y verde.

A partir de los analisis de PCA por pares, el siguiente numero de caracteristicas (m/z) aumentd
significativamente: 131 para amarillo/azul, 95 par amarillo/verde, 79 para amarillo/rojo, 59 para
azul/verde, 34 para verde/rojo, y 8 para azul/rojo. En contraste, se encontro el siguiente nimero de
caracteristicas significativas (m/z): 127 para amarillo/azul, 103 para amarillo/verde, 99 para
amarillo/rojo, 93 para azul/verde, 24 para verde/rojo y 49 para azul/rojo. Con respecto al nimero
de caracteristicas que diferenciaban los grupos amarillo, azul y verde, las comparaciones azul/rojo
y verde/rojo mostraron pocas caracteristicas significativamente diferentes. Con base en los
resultados generales de PCA y Volcano Plots, se encontrd que las muestras correspondientes al
grupo rojo tenian perfiles quimicos como los de los grupos verde y azul; por lo tanto, se decidi6
excluir a este grupo de la siguiente parte del analisis quimico.

Una vez que se seleccionaron los tres grupos de interés, se exploraron las caracteristicas
aumentadas y disminuidas (m/z) para encontrar el metabolito correspondiente responsable de la
separacion en los graficos de puntuacion. Para esto, se utilizé el anélisis de fold change (FC), que
describe cuanto cambia una cantidad de un grupo a otro (Witten & Tibshirani, 2007). Para
discriminar las caracteristicas diferenciales (m/z), se determiné que los valores de Fold change

mayores (0 iguales a) 2,0 estan relacionados con caracteristicas significativas positivas (+),
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mientras que los valores menores (o iguales a) 0,5 estan relacionados con caracteristicas
significativas negativas (-). Por ejemplo, para m/z 466,2002, se determind un valor FC de 4,70 para
la relacion verde/azul, lo que indica una mayor cantidad de este analito en el grupo verde en
comparacion con el grupo azul. Para la relacion verde/amarillo, se encontré un valor de FC de
4,03, que se correlaciona con una mayor cantidad de analito en el grupo verde en comparacion con
el grupo amarillo. En cambio, en la relacion amarillo/azul se encontr6é un valor de 0,86, lo que
indica que este analito no permite diferenciar los grupos azul de amarillo. Teniendo esto en cuenta,
la relacion m/z 466,2002 se registra como aumentada para el grupo verde (+) pero disminuida para
los grupos azul y amarillo (-). Teniendo en cuenta los resultados de Fold change (FC), solo las
siguientes caracteristicas (m/z) se encontraron diferentes: i) para el grupo amarillo, 16 metabolitos
estuvieron significativamente modulados al alza (mayor abundancia) y 15 metabolitos modulados
a la baja (menor abundancia); ii) para el grupo azul, 9 metabolitos estuvieron modulados al alza
y 10 metabolitos a la baja ; iii) para el grupo verde, 6 metabolitos significativos fueron modulados
al alza y 3 metabolitos modulados a la baja (Tabla S1).

Las caracteristicas (m/z) con significado estadistico se seleccionaron para una identificacion
presuntiva a través de una comparacion de sus espectros de masas e iones producto diagnéstico
con los reportados en la literatura y las bases de datos. La asignacion de la identidad de cada
caracteristica se realizd de acuerdo con una lista de posibles candidatos proporcionada por la
herramienta de busqueda CEU mass mediator 3.0 (Gil-de-la-Fuente et al., 2019). Adicionalmente
la identificacion se hizo de acuerdo con el nivel 2 'y 3 de certeza en la identificacion de metabolitos,
segun lo establecido por la sociedad de metabolémica, y lo reportado por Gil-de-la-Fuente y

colaboradores. La Tabla S11 muestra la identificacion presuntiva de los metabolitos diferenciales
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comparando los espectros de masas, el error de masa del ion molecular (menor o igual a 10 ppm)
y los iones producto diagnostico reportados para cada metabolito. Algunas caracteristicas (m/z)
fueron reportados como candidatos desconocidos ya que no coincidian con ningin compuesto; sin
embargo, debido a su significancia estadistica, fueron considerados en el estudio como “anotados”.
Ademas, en los anexos, Tabla S11, se muestra los metabolitos identificados con mayor o
menor abundancia para un grupo particular de muestras. De acuerdo con estos analisis quimicos,
se encontré que las quinolinas, los dipéptidos de aminoécidos (predominantes), carbohidratos,
polifenoles, tioles, metilpiridinas, isoflavonoides y los fenilpropanoides estaban presentes en el
grupo amarillo; ésteres de &cido cinamico, monoterpenoides, diterpenoides, fenoles y aminoécidos
para el grupo azul; y derivados de acidos carboxilicos, flavonoides y naftalenos para el grupo
verde. Por el contrario, se encontré que las siguientes clases de compuestos estaban en menor
abundancia: tripéptidos, derivados de aminoacidos, alfa-aminoacidos, lactonas terpénicas,
naftalenos, lipidos, acidos dicarboxilicos, quinolinas e indoles para el grupo amarillo; quinolinas,
isoquinolinas, piperidinas, nucledsidos, bencenoides, monoterpenoides, y aminoacidos para el
grupo azul; y diterpenos, flavonoides y alcaloides para el grupo verde.
4.3.2. Relacién de andlisis fisicoquimicos, sensoriales y metabdlico
Para construir un analisis global y encontrar posibles caracteristicas representativas que
expliquen la agrupacion en los grupos amarillo, azul, verde y rojo en el andlisis PCA, se
relacionaron los resultados fisicoquimicos y sensoriales con los resultados metabolémicos.
Inicialmente es importante sefialar que las muestras pertenecientes al grupo amarillo
correspondieron a granos de cacao de la region del Cesar, y las muestras del grupo verde fueron

recolectadas de la region de Antioquia. En contraste, las muestras de los grupos azul y rojo tuvieron
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un origen de produccion diverso: el grupo azul se construyd con siete muestras de Antioquia, una
de Santander y una de Norte de Santander; y el grupo rojo se construyd con seis muestras de
Antioquia, una de Santander, tres del Cesar y una del Magdalena. La amplia variedad, en términos
de origen, de las muestras de cacao del Gltimo grupo puede explicar por qué no se diferenciaba
completamente de los otros grupos, lo que lleva a un patron quimico similar al de los grupos azul
y verde.

La mayoria de los resultados de las pruebas quimicas (excepto la concentracion de cadmio)
no son lo suficientemente diferentes como para diferenciar este grupo de muestras, ya que todas
las muestras estaban en rangos superpuestos muy similares. El contenido de fenoles totales estuvo
en los siguientes rangos: 103,4-151,5 (amarillo), 88,9-122,8 (azul), 118,2-168,2 (verde) y 88,1
143,4 (rojo), los cuales estuvieron de acuerdo con los resultados metabolomicos, donde los
compuestos fendlicos se incrementaron para el grupo amarillo y azul. La proporcion de
teobromina/cafeina estuvo en los siguientes rangos: 1,9-2,1 (amarillo), 1,7-4,8 (azul), 1,5-3,5
(verde) y 1,4-3,8 (rojo), disminuyendo en el grupo verde. A diferencia de estos parametros
anteriores, la concentracion de cadmio logré diferenciar al grupo azul de los demas, ya que cinco
de las siete muestras pertenecientes a este grupo, excedieron los niveles permitidos de este
elemento quimico, mientras que las muestras de los demés grupos (a excepcion de una muestra del
grupo rojo) estaban dentro de los valores permitidos. Es interesante que estas cinco muestras
provinieron de las regiones de Santander, Norte de Santander y Uraba, donde el alto contenido de
Cd es caracteristico de estas regiones (Calderdon, 2023). Por otro lado, la mayoria de los analisis
sensoriales no tuvieron caracteristicas que permitieran la diferenciacion de los grupos, como se

puede observar en los diagramas radiales (Figura 20).
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Figura 20.

116

Graficos radiales del analisis sensorial de las muestras de cacao agrupadas segun los resultados

del PCA: (a) grupos amarillo, (b) azul, (c) verde y (d) rojo.
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Las Unicas caracteristicas diferenciadoras fueron la fruta fresca y los sabores atipicos. Los

valores de la fruta fresca estuvieron en los siguientes rangos: 1,1 a 3,8 (amarillo), 0,3 a 4,4 (azul),

0,0 a 2,0 (verde) y 0,6 a 3,2 (rojo). Aqui, el grupo verde se diferencia de los demas porque tiene

notas menores de frutas citricas, frutas tropicales y bayas. De acuerdo con los resultados quimicos,
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los diterpenos y flavonoides (asociados a este tipo de fruta) disminuyeron para el grupo verde y
aumentaron en los grupos amarillo y azul. En cuanto a los sabores atipicos, las muestras del grupo
amarillo fueron las Gnicas que no presentaron ningun sabor extrafio, y una muestra del grupo verde
fue la Gnica con mayor valor en esta caracteristica.

Durante el proceso de fermentacion del cacao se producen diferentes cambios quimicos
que determinaran la calidad del cacao. Este proceso comienza con el crecimiento de
microorganismos, que convierten los azcares de la pulpa que rodea los granos en etanol. Luego,
este etanol comienza a oxidarse en &cido acético (condiciones aerdbicas), &cido lactico
(condiciones anaerdbicas), dioxido de carbono y agua, lo que provoca un aumento de la
temperatura y la descomposicion de la pulpa (Zapata et al.,2013). Este aumento de la temperatura
y la concentracion de &cido acético mata el grano de cacao. La muerte provoca la ruptura de las
paredes celulares permitiendo que ocurran cambios quimicos complejos gracias a la mezcla de
sustratos y enzimas que hacen que se desarrolle el sabor y el color del chocolate (ICCO,
2023). Entre los cambios mas importantes se encuentran la oxidacion de polifenoles (epicatequina,
catequina, procianidina, cianidina, leucocianidina), formacion de taninos (asociados a sabores
astringentes), catabolismo de proteinas (responsables de la liberacion de aminoacidos hidréfobos
y oligopéptidos hidréfilos asociados a la generacién de notas aromaticas), fermentacion y
degradacion de azUcares y acidos organicos, reacciones de Maillard de aminoacidos y azlcares
(durante la etapa de tostado) que producen aldehidos, ésteres, alcoholes, cetonas y pirazinas,
relacionados con notas a nuez, frutales y florales (Calvo et al., 2021) . Para visualizar el
comportamiento de los metabolitos diferenciales para cada grupo, se construy6 un mapa de calor

relacionando las intensidades de cada compuesto identificado (identificacion presuntiva), Figura
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21. Los metabolitos con una abundancia significativamente mayor se representan en rojo, mientras
que los metabolitos con menor abundancia se muestran en color verde.

Figura 21.

Mapa de calor de los metabolitos identificados (identificacion presuntiva) para cada grupo de

muestras
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Nota. En el lado derecho se muestran las etiquetas de los metabolitos identificados, en la parte
superior los grupos (verde, amarillo y azul) y en la parte inferior se listan los codigos de las

muestras.

En la grafica del mapa de calor (Figura 21), en el lado derecho se puede observar los
metabolitos identificados, los cuales se encuentran reportados en la Tabla S11. En las muestras del
grupo amarillo se caracterizaron por una mayor presencia de dipéptidos (que consisten de leucina,
serina, valina y fenilalanina), quinolinas como 4,6,7-Trihidroxi-1,2,3,4-Tetrahidroisoquinolina,
carbohidratos como N-(1-Deoxi-1-fructosa)fenilalanina, fenoles como 3-Hidroxiaminofenol,
tioles como el Heptanotiol e isoflavonoides como la 7-Hidroxi-2-metil isoflavona, mientras que
derivados de aminoacidos como la Alanil-Prolina y la Valina (que contienen valina, alanina y
prolina), terpenos como el Deacetilisovaltrato (asociado a las flores), lipidos (benzoato de
geranilo), compuestos naftalénicos (1,4,5-naftalenetriol), &cidos dicarboxilicos (anhidrido
succinico), quinolinas (citbrasina), indoles (ciclobrassinina) y tripéptidos como N-(1-Deoxi-1-
fructosil) tirosina y otros que contenian aminoacidos como treonina, prolina, metionina, arginina
y asparagina, que probablemente se convirtieron en dipéptidos durante la digestién enzimatica,
fueron disminuidos. Las muestras de este grupo presentaron una amplia diversidad de compuestos
diferenciales que son de gran interés nutricional, y los derivados peptidicos pueden ser utilizados
para estudiar sus propiedades de utilidad para diferentes industrias (farmacéutica, cosmética, entre
otras). Las muestras del grupo azul eran ricas en ésteres de acido cindAmico como cinamato de
heptilo (producto de las reacciones de Maillard), monoterpenoides como deacetilisovaltrato
(asociados con frutas citricas), fenoles (3-3-Hidroxiaminofenol), y péptidos de metionina y de

glutamina (Metionil-Glutamina). Estas muestras tenian una menor abundancia de quinolinas
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(Procaterol) y piperidinas bencenoides (2-piperidona y Leonurina). Sin embargo, es interesante
que las muestras del grupo azul fueron las Gnicas con una disminucion del nucledsido de uridina,
que desempefia un papel en la via de la glucdlisis de la galactosa (Rogers et al., 1989), en la cual,
la galactosa se transforma en glucosa por accion de las enzimas: galactoquinasa (GALK),
galactosa-1-fosfato-uridil transferasa (GAL1PUT) y uridin difosfato galactosa 4' epimerasa
(UDPGAL). La deficiencia de cualquiera de ellas ocasiona alteracion del metabolismo de la
galactosa, acumulandose galactosa dentro del organismo, produciendo lesiones en el higado y el
sistema nervioso central. (Cornejo y Raimann, 2004)

Finalmente, las muestras del grupo verde fueron las que presentaron menor variedad de
compuestos, tanto aumentada como disminuida. Eran ricos en derivados del acido carboxilico
como el Cinamato de heptilo y Anhidrido succinico, flavonoides como Exiguaflavanona M y
Procianidina B8 y compuestos de naftaleno como el 1,4,5-naftalenetriol y pobres en diterpenos
como 4-0xo0-9-cis-retinoil-beta-glucurénido y alcaloides como Talicpureina.

El estudio realizado usando metabolomica no dirigida con UHPLC-HRMS, junto con
andlisis sensoriales y fisicoquimicos, de las 36 muestras deja como resultados que no hubo
diferencias en la calidad sensorial, contenido de polifenoles y la relacion teobromina/cafeina. Sin
embargo, el analisis estadistico multivariado permitio diferenciarlas en cuatro grupos, y el analisis
fisico mostré una agrupacion similar. Los metabolitos responsables de dicha agrupacion se
investigaron con andlisis estadistico univariado y presuntamente se identificaron mediante la
comparacion de espectros de masas experimentales con los informados en las bases de datos. Se

identificaron alcaloides, flavonoides, terpenoides, péptidos, quinolinas y compuestos de azufre
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como discriminantes entre grupos. Se sugiere que los perfiles quimicos podrian ser clave en futuros

estudios de control de calidad y caracterizacion especifica del cacao fino y de aroma.
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5. Conclusiones

En el proceso de optimizacion del método de extraccion de metabolitos -no voléatiles- de
muestras de cacao seco mediante extraccion en fase sélida (SPE), se realizd el proceso de
desengrasado una vez usando 12 mL de n-hexano. Asi también se establecié que las condiciones
Optimas de extraccion fueron cuando el solvente es acetonitrilo 50% v/v, temperatura de 35°C y
tiempo de 16 min.

El presente estudio, un enfoque de metabolémica no dirigida basado en UHPLC/HRMS
combinado con andlisis estadistico multivariado y univariado, permitio con éxito discriminar
muestras de granos de cacao e identificar marcadores quimicos diferenciales relacionados con las
propiedades fisicoquimicas y sensoriales asociadas con la calidad del cacao. Ademas, aunque la
caracterizacion quimica (contenido de cadmio y polifenoles) y sensorial de las 36 muestras fue
bastante similar, los andlisis fisicos, junto con el enfoque metabolémico, permitieron encontrar
diferencias quimicas y clasificar las muestras en cuatro grupos o clusters. En la composicion
quimica de las muestras, se identificaron alcaloides, flavonoides, terpenoides, péptidos, quinolinas

y compuestos de azufre como discriminantes entre grupos de muestras.

De acuerdo a los analisis sensoriales, las Unicas caracteristicas diferenciadoras fueron la
fruta fresca y los sabores atipicos. Los valores de la fruta fresca estuvieron en los siguientes rangos:
1,1 a 3,8 (amarillo), 0,3 a 4,4 (azul), 0,0 a 2,0 (verde) y 0,6 a 3,2 (rojo). Aqui, el grupo verde se
diferencia de los demas porque tiene notas menores de frutas citricas, frutas tropicales y bayas. De
acuerdo con los resultados quimicos, los diterpenos y flavonoides (asociados a este tipo de fruta)

disminuyeron para el grupo verde y aumentaron en los grupos amarillo y azul. En cuanto a los
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sabores atipicos, las muestras del grupo amarillo fueron las tnicas que no presentaron ningun sabor

extrafio, y una muestra del grupo verde fue la Unica con mayor valor en esta caracteristica.
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6. Recomendaciones

Se recomienda realizar un enfoque de metabolémica dirigida utilizando estandares de
referencia de sabor y aroma como complemento a los anélisis sensoriales y al presente
estudio. Esta investigacion representa un método alternativo porque el perfil quimico puede
representar una herramienta para el control de calidad de los granos de cacao, que podria
complementar los analisis regulatorios realizados por los catadores y permitir una mejor distincion
entre cacao fino y ordinario.

Otra recomendacion podria ser ampliar el nimero de muestras de cacao y ampliar el
numero de fincas en las que se realizd el muestreo para tener resultados mas rigurosos que permitan

asociar con parametros de calidad.

7. Divulgacion de resultados y productos académicos derivados

Paula Bacca; David Granada; William Hidalgo. Metabolic Analysis Of Fine/Flavour Cocoa
From Maceo (Antioquia) And Manaure (Cesar) Associated With Organoleptic And
Physicochemical Properties. Modalidad péster. 34° Congreso Latinoamericano de Quimica CLAQ
2020, Cartagena de Indias, 11 - 15 de octubre de 2021.

Bacca-Villota, P., Acufia-Garcia, L., Sierra-Guevara, L., Cano, H., & Hidalgo, W. (2023).
Untargeted Metabolomics Analysis for Studying Differences in High-Quality Colombian Cocoa

Beans. Molecules, 28(11), 4467. Articulo publicado
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Apéndices

Los apéndices estan adjuntos y puede visualizarlos en la base de datos de la biblioteca

ulS.



