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GLOSARIO

Analito: Hace referencia a una sustancia, la cual puede ser un ion, un elemento, o
incluso un compuesto determinado, que se desea analizar.

Andlisis de varianza (ANOVA): Prueba la hipotesis de que las medias de dos o
mas poblaciones son iguales. Los ANOVA evallan la importancia de uno o mas
factores al comparar las medias de la variable de respuesta en los diferentes
niveles de los factores.

Aroma: Este término se utiliza para hacer referencia a los olores o esencias que
pueden ser detectadas tanto por hombres como por animales a través del sentido
olfativo.

Coeficiente de variacién: Es una medida de dispersién que describe la cantidad de
variabilidad en relacion con la media. Puesto que el coeficiente de variacién no se
basa en unidades, se puede utilizar en lugar de la desviacion estandar para
comparar la dispersion de los conjuntos de datos que tienen diferentes unidades o
diferentes medias

Compuestos organicos volatiles (COVs): Los compuestos organicos son
sustancias quimicas que contienen carbono y se encuentran en todos los
elementos vivos, se convierten facilmente en vapores o gases. Junto con el
carbono, contienen elementos como hidrégeno, oxigeno, fluor, cloro, bromo,
azufre o nitrégeno

Desviacion estandar: Es la raiz cuadrada de la varianza, es decir, la raiz cuadrada
de la media de los cuadrados de las puntuaciones de desviacion. La desviacion
estandar se representa por o.

Disefio experimental: Es una técnica estadistica que permite identificar y
cuantificar las causas de un efecto dentro de un estudio experimental. Se
manipulan deliberadamente una o mas variables, vinculadas a las causas, para
medir el efecto que tienen en otra variable de interés.

Ensayo: También llamado analisis quimico es un procedimiento para medir la
concentracion o cualquier otra propiedad quimica de una sustancia o material.

Fermentacion: Es un proceso natural que ocurre en determinados compuestos o
elementos a partir de la accion de diferentes actores y que se podria simplificar



como un proceso de oxidacidén incompleta, es realizada por diferentes bacterias y
microorganismos en medios anaerobicos, es decir, en los que falta aire

Fibras para SPME: Se basa en la extraccion de los analitos de la matriz de la
muestra mediante una fibra de silice fundida que esta recubierta de un sorbente,
en la mayoria de los casos polimérico, seguida de la desorcién de los analitos
mediante temperatura o un disolvente organico.

Méaxima deseabilidad: Busca un valor maximo deseable y que equivale a la unidad
1.

Muestra de referencia: Es un control utilizado para comprobar la calidad y la
trazabilidad de la metodologia analitica.

Matriz: Todos los componentes de la muestra que no son analitos.
Muestra de ensayo: Componentes de una poblacion que se recogen y analizan

Optimizacion: Es encontrar el minimo o el maximo de una funcién respecto a
ciertas restricciones. Sin duda, alcanzar el minimo o maximo es obtener la "mejor"
solucién entre otras soluciones factibles.

Secado: Es un método de conservacion de alimentos, consistente en extraer el
agua de estos, lo que inhibe la proliferacion de microorganismos y dificulta la
putrefaccion. El agua suele eliminarse por evaporacion (secado al aire, al sol,
ahumado o al viento).

Tueste: Operacion que consiste en poner algo al fuego, en especial un alimento,
para que se seque sin llegar a quemarse y tome un color dorado y una textura
crujiente

Varianza: Es una medida de dispersion definida como la esperanza del cuadrado
de la desviacion de dicha variable respecto a su media.



RESUMEN

El cacao es un producto muy apetecido en la industria de alimentos alrededor del
mundo, principalmente por sus caracteristicas organolépticas, el cacao producido
por la asociacion CORTEPAZ ubicada en la vereda San Luis Robles del municipio
de Tumaco en el departamento de Narifio, ha sido galardonado en eventos
internacionales, por sus caracteristicas finas de aroma.

Para identificar los compuestos organicos volatiles responsables del aroma en
cacao tostado y molido (Licor de cacao), que le dan las caracteristicas de fino y de
aroma; se aplico la técnica microextraccion en fase solida con espacio de cabeza
(HS-SPME), se determiné las condiciones oOptimas de extraccion utilizando una
muestra de cacao CCN51 como muestra de referencia analizando los analitos
extraidos por cromatografia de gases (GC-FID). Segun el disefio experimental de
superficie de respuesta, las condiciones Optimas fueron, tiempo 50 minutos,
temperatura 60°C y fibora DVB/CAR-PDMS.

Con las condiciones 6ptimas determinadas, se identificaron los COVs mayoritarios
del cacao CCN51 y de cacao regional, mediante cromatografia de gases acoplada
a espectrometria de masas (GC-MS), comparando los resultados de indices de
retencion y espectros de masas experimentales con los reportados en bases de
datos. Los resultados determinaron que en el cacao CCN51 los compuestos
mayoritarios fueron el acido acético y el 2-propanol el cual otorga aroma poco
agradable. El cacao regional presento compuestos como el acido acético y la
tetrametil pirazina, siendo la pirazina un compuesto que genera notas agradables;
por lo tanto, presento compuestos que le proporcionan mejores caracteristicas
organolépticas.

Esta investigacion logréd identificar un total de 33 COVs para el cacao regional
fermentado 5 dias, 36 COVs para el de 6 dias y 39 COVs en el CCN51
fermentado por 9 dias. Por lo tanto, la relacion entre los dias de fermentacién y la
cantidad total de compuestos identificados presento una relacion directamente
proporcional.



ABSTRACT

In food industry around the world, cocoa is a much desired product, mainly due to
its organoleptic characteristics, the Colombian cocoa has great appreciation for its
quality, especially the cocoa produced by CORTEPAZ association located in San
Luis Robles Township of Tumaco municipality in Narifio state, which is considered
fine and aroma cocoa and has been awarded at international events.

To determine the volatile organic compounds responsible for flavor of fermented,
dried, roasted and ground cocoa, known as cocoa liquor; the head space Solid
phase micro extraction (HS-SPME) technique was applied and the extracted
analytes were analyzed by gas chromatography (GC-FID). The optimal conditions
for the extraction of flavor compounds using a reference CCN51 sample was
determined and it was fund that per the experimental design of surface response,
the optimal conditions were time of 50 minutes, 60 ° C temperature and fiber DVB /
CAR-PDMS.

With optimal conditions determined, it was proceeded to identify chemical
compounds in CCN51 and regional cocoa liquor, by gas chromatography coupled
to mass spectrometry (GC-MS), comparing the experimental results of retention
index and mass spectrum with reported in databases. The results determined that
cocoa CCN51 majority compounds were acetic acid and 2-propanol which gives an
unpleasant aroma, and that regional cocoa majority compounds were acetic acid
and tetramethyl pyrazine being pyrazine compound very important in the aromatic
quality, generating pleasant notes. Therefore, the regional cocoa studied in this
research show better organoleptic quality compared to CCN51.

The investigation identified a total of 33 VOCs for regional fermented cocoa of 5
days, 36 VOCs for 6 days and 39 VOCs in the CCN51 fermented for 9 days, this
means that the fermentation was a decisive stage to produce VOCs. It can be
concluded that the relation between fermentation days and the total number of
identified compounds was a directly proportional relationship in this studies.



INTRODUCCION

El aroma del cacao es el resultado perceptible de una cadena larga de
transformaciones de la almendra de cacao, éstos incluyen los factores
agronomicos, genéticos y ambientales tales como la variedad, composicion del
suelo, clima, altura de cultivo, modo de recoleccion del fruto, ademas procesos
como la fermentacioén, secado, y tueste,! son determinantes en el desarrollo de la
composicién volatil responsable del aroma en las semillas de cacao. Estos
elementos contribuyen con la formacion de componentes organicos volatiles
(COVs), los cuales generan el aroma caracteristico del cacao.

Una etapa determinante en el desarrollo de la fraccion volatil es la fermentacién,
éste es un proceso en el que se llevan a cabo reacciones de caracter bioquimico,
las levaduras producen algunos compuestos aromaticos importantes como
alcoholes y principalmente acidos carboxilicos siendo el mas importante el acido
acético. En la etapa de secado prosigue el desarrollo de la fraccién volatil,
ademas de acidos y alcoholes, también se evidencia la presencia de esteres,
aldehidos y cetonas, siendo algunos de los compuestos mas representativos el 2-
metilbutanoato de etilo, 2-metilpropanoato de etilo, 2-feniletanol y 2-heptanol, los
cuales producen notas aromaticas frutales, florales y citricos. Por otra parte, en la
etapa de tueste el cacao termina de adoptar las propiedades organolépticas mas
importantes, es aqui donde compuestos organicos volatiles como pirazinas que
generan notas aromaticas a chocolate, tostado, nuez y madera, se incorporan a
las diferentes familias organicas que determinan el aroma final. Compuestos de
gran importancia en esta etapa son la tetrametil pirazina, trimetil pirazina,
benzaldehido, 2-fenilacetaldehido y el linalol.?

En Colombia se cultiva principalmente la variedad Criollo (Theobroma
bovalifolium), el cual presenta alta calidad organoléptica; estudios indican que el
grano de cacao fresco posee una composicion aromatica poco importante de
compuestos volatiles, el estireno presenta el 68.8% y la dimetilformamida el 8.5%
de la fraccion volatil total, mientras que alcoholes, aldehidos y cetonas
presentaron bajas concentraciones.?

1 BRITO E et al. Structural and chemicalchanges in cocoa (Theobroma cacao L) duringfermentation, drying and
roasting.Journal of Science of Food and Agriculture 81, (2000) p.281-288.

2 RODRIGUEZ J, ESCALONA HB, OROZCO |I. et al.. Dynamics of volatile and non-volatile compounds in cocoa
(Theobroma cacao L.) during fermentation and drying processes using principal components analysis. Food Research
International 44: 250-258. 2011.

3 Gill M.; A. J. Mac Leod and M. Moreau. Aroma components of cocoa beans procedeedings of the 4 th Weurman flavor
reseach symposium. Dourdan (France). In: Developpment in Food Science, Ed. J. Adda. Elsevier, Amsterdam.10: (1985) p.
261-266.
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Trabajos de Jeanjean realizados sobre almendras de cacao no fermentadas y
secas estan mayoritariamente constituidas por alcoholes (57%) y esteres (23%).*

Por lo tanto, el desarrollo de la fraccion volatil esta determinada principalmente por
el tratamiento poscosecha, segun el tipo de cacao, entre 15 y 30 compuestos
nuevos han sido identificados en estudios recientes. La fraccion volatil global del
cacao fermentado y seco es 10 veces superior y mas importante que las no
fermentadas y secas.®

El tostado de los granos conduce a la disminucion de la humedad desde 7% a
2,5%, reduccion del contenido del acido acético y desarrollo de compuestos
aromaticos. Los precursores formados durante la fermentacion y el secado son los
que participan en la formacion del aroma de origen térmico, siendo las principales
reacciones quimicas en esta etapa; las reacciones de Maillard, la caramelizacién
de los azucares, degradacion de proteinas y reacciones menores como la sintesis
e compuestos azufrados.®

Teniendo en cuenta que el cacao de variedad criollo es reconocido por ser fino y
de aroma y que una ves tostado presenta un desarrollo mucho mas importante de
las caracteristicas organolépticas, la investigacion que se realiz0 se centra
principalmente en la identificacibn de los componentes volatiles mayoritarios
presentes en las semillas de cacao tostado y molido variedad criolla (Theobroma
bovalifolium), cultivado en la asociacion CORTEPAZ del municipio de Tumaco en
el departamento de Narifio. Para ello es se implementd el método de extraccion
conocido como “microextraccion en fase soélida con espacio cabeza” (HS-SPME),
la cual es una técnica ampliamente utilizada en los estudios de aroma, utilizando
para el montaje y desarrollo del método, muestras de cacao comercial variedad
CCNB51, cultivado por la asociacion, como material de referencia no certificado y
ademas técnicas instrumentales de andlisis como la cromatografia de gases (GC-
FID) y la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS),
disponibles en los laboratorios especializados de la universidad de Narifio. Una
vez obtenidas las mejores condiciones de extraccion y analisis, se realizé los
ensayos para la identificacién de los compuestos volatiles mayoritarios del cacao
de variedad criollo (cacao regional) procedente del municipio de Tumaco,
recolectado y preparado de igual manera por la asociacibn CORTEPAZ,
reconocido por sus caracteristicas finas de aroma.

4 Jeanjean N. Influence du génotype, de la fermentacion et de la torréfaction sur le développment de I'arome. Réle des
precurseurs d’'ardme. Thése de Doctorat, Université de Montpellier II. Francia. (1995) p. 200.

5 ibid., p. 200

6 Dimick P. S. and J. M. Chemico-physical aspects of chocolate processing. A review. Can. Inst. Food Sci. Technol. 14 (4):
(1981) p. 269-282.
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1. OBJETIVOS
1.1 Objetivo general

Identificar los compuestos quimicos volatiles mayoritarios presentes en semillas
tostadas y molidas de cacao de la variedad criollo (Theobroma bovalifolium),
provenientes de la asociacion CORTEPAZ del municipio de Tumaco.

1.2 Objetivos especificos

» Determinar las mejores condiciones de extraccion HS-SPME para los
compuestos volatiles mayoritarios de una muestra de cacao comercial de
la variedad CCN51 utilizando cromatografia de gases con detector de
ionizacion de llama (GC-FID)

* Identificar los compuestos volatiles mayoritarios de las semillas tostadas de
cacao criollo (Theobroma bovalifolium), mediante la técnica de
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS).

* Realizar una comparacion de los compuestos quimicos volatiles

mayoritarios responsable del aroma teniendo en cuenta la variedad y dias
de fermentacion del cacao, mediante andlisis de varianza.
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2. ESTADO DEL ARTE
2.1 Antecedentes

En el mundo se realizan actualmente esfuerzos para mejorar el sector cacaotero
debido a las falencias en temas de calidad que este sistema productivo tiene, los
trabajos de investigacidon tienen como finalidad principal enriquecer el
conocimiento general, mejorar las técnicas de cultivo, cosecha y pos cosecha,
identificando las principales caracteristicas que afectan la calidad del grano
(aroma y sabor) y a la vez impulsar el desarrollo de nuevos productos a base de
cacao. Una parte fundamental que determina las caracteristicas especiales del
cacao regional es el aroma y este se relaciona directamente con los compuestos
volatiles que contiene.’

Estudios quimicos correspondientes a la fraccion volatil de las semillas de cacao
incluyen principalmente la extraccion de aceites esenciales de las semillas.
OKAYAMA vy colaboradores sefialan que las semillas contienen un aceite esencial
que le da un sabor aromatico particular, el cual contiene 50% de linalool
(C7H170OH) y algunos esteres.®

La investigacion llevada a cabo en la universidad de Narifio por LEON vy
colaboradores, estudia la extraccion del aceite esencial de las semillas de cacao
utilizando como método de extraccién hidrodestilacion asistida por radiacién con
microondas, se realiz6 un andlisis por GC-FID de los compuestos presentes
mediante comparacion de indices de kovats y se identific6 por MS un total de 24
compuestos oxigenados y una amina. En este mismo trabajo se extrajo los
metabolitos secundarios volatiles responsables del aroma del aceite esencial
usando micro extraccion en fase solida con espacio de cabeza (HS-SPME) y se
identific6 por GC-FID 13 compuestos, siendo el mayoritario el Benzoato de
isobutilo.®

7 SEGUINE E. "Cacao flavor through genetics- anatomy of fine flavor”. [Citado octubre 2016]. Disponible en:
http://lwww.finechocolateindustry.org/Resources/Documents/mc_HCP_2014_12_1.pdf

8 OKAYAMA. Cocoa of Theobroma. [Citado agosto 2014]. Disponible en internet: URL: http://www.okayama-
u.ac.jp/doc/lab.html. 2003.

9 LEON J; LOPEZ J. “ldentificacion de los componentes mayoritarios del aceite esencial de las semillas de cacao
(Theobroma cacao L) por GC/FID/MSD". San Juan de Pasto, 2005. Trabajo de grado (Quimico). Universidad de Narifio,
Facultad de Ciencias Naturales y Matematicas, departamento de Quimica.
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La investigacion de PORTILLO y colaboradores relaciona las caracteristicas
aromaticas del cacao con los tratamientos de pos cosecha del fruto. Para
caracterizar los roles de la fermentacion y del secado, se realizaron una serie de
ensayos concernientes a la calidad aromética del cacao tipo Criollo. Variando las
condiciones de fermentacion (0 y 5 dias), las remociones para aireacion (a las 24
horas, a las 48 horas y 72 horas) y 3 épocas de cosecha, para un total de 18
ensayos y 90 muestras. Los compuestos volatiles fueron extraidos mediante la
técnica de arrastre por vapor y analizados por cromatografia de gas acoplada a
espectrometria de masas. Los resultados obtenidos mostraron que el tiempo de
fermentacién y la época de cosecha fueron los principales factores responsables
de las diferencias en el contenido de compuestos volatiles. Se identificaron 92
compuestos volatiles en el cacao no secado, distribuidos en 13 familias quimicas.
De igual manera, 121 compuestos volatiles fueron identificados en el cacao seco.
Estos compuestos pertenecen a 14 familias de compuestos quimicos. Las tres
familias mas representativas cualitativamente fueron los ésteres, alcoholes y los
acidos. Este trabajo permitié tener una aproximacion de los papeles respectivos de
la fermentacion y el secado sobre el aroma del cacao.?

El trabajo de SANCHEZ evalu6é la remocion (aireacion) durante la etapa de
fermentacion en la calidad sensorial del cacao (Theobroma cacao L), siendo la
fermentacion un factor que genera cambios bioquimicos que determinan el aroma
y el sabor del cacao. Segun este estudio una buena remocion de la masa de
almendras de cacao favorece la homogenizacion de la fermentacion; mientras que
su ejecucion defectuosa o no realizacién, hace que una gran proporcion de su
masa se quede sin fermentar. El autor refiere que, en el cacao tipo criollo, el
primer mezclado debe realizarse a las 24 horas y, en el caso de tipos forasteros y
trinitarios se ejecutard cada dos dias; evitando la proliferacién de hongos y la
desecacion de almendras de la superficie. 1

LOAYZA analizé dos tratamientos de remocion T1 y T2. Para el T1 tomdé como
referencia el Protocolo de Amores; quien fija como frecuencia de remocion las
24h, 72h y 120h. A las 144h (sexto dia), se corta la fermentacion y se retiran las
semillas del fermentador, para ser expuestos en sus respectivos secadores
solares.'? Durante el T2, las remociones de la masa se realizaron cada 24 horas
(24h, 48 h, 72 h, 96 h y 120h) y al igual que en T1, al sexto dia se interrumpio la
fermentacion y las semillas fueron retiradas para ser secadas. Las caracteristicas
organolépticas fueron evaluadas mediante catadores y por HS-SPME.

10 PORTILLO E, et al. Formacion del aroma del cacao Criollo (Theobroma cacao L.) en funcién del tratamiento poscosecha
en Venezuela. Revista Cientifica UDO Agricola 9 (2), (2009) p.458-468.

11 SANCHEZ, C. V. A. “Caracterizacion organoléptica del cacao (Theobroma cacao L.), para la seleccién de arboles con
perfiles de sabor de interés comercial”. Ecuador, 2007. Tesis de grado (Ingeniero Agronomo). Universidad Técnica Estatal
de Quevedo Facultad de Ciencias Agrarias Escuela de Ingenieria Agronoma.

12 AMORES F. et al. “Project to establish the physical, chemical and organoleptic parameters to differentiate fine or flavour
and bulk cocoa”. (2007). Instituto Nacional Auténomo de Investigaciones Agropecuarias. Quevedo — Ecuador.
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El sabor del cacao presento intensidad fuerte para ambos tratamientos; siendo
ligeramente mayor en el T2. La intensidad de la acidez para el T2 es moderada,
considerandose aceptable para su comercializacion, mientras que la intensidad es
leve para el T1l. Para ambos tratamientos; las intensidades de los sabores de
amargor, astringencia y sabor a nueces, son leves y sus diferencias son minimas.
El método instrumental reporta que el contenido de pirazinas, responsables del
sabor y aroma a cacao, es mayor para el T1 que para el T2.13

RODRIGUEZ desarrollo una investigacion en la que aplicé la técnica de micro
extraccion en fase solida con espacio de cabeza (HS-SPME) directamente a las
semillas de cacao, analiz6 el perfil de compuestos volatiles del cacao tipo
Forastero en las etapas de fermentacion, secado y tostado, ademas realiz6
variaciones de tiempo y temperatura de extraccion. En la evaluacion del efecto del
tiempo de fermentacién y la temperatura de secado sobre el perfil de compuestos
volatiles del cacao se aislaron 58 compuestos volatiles, donde la fermentacion por
6 dias y secado al sol generaron compuestos volatiles deseables; sobre el efecto
del tostado en los compuestos volatiles del cacao se identificaron 70 compuestos y
se determind que son mejores las temperaturas menores a 145 °C con tiempos
prolongados, para evitar la degradacién de compuestos deseables.*

ALVAREZ y colaboradores desarrollaron el estudio de los compuestos volatiles
mas relevantes en granos tostados y cosechados en una plantacion de cacao de
variedad criollo de la zona Occidental de Venezuela, usando la técnica de micro
extraccion en fase solida por espacio de cabeza acoplada con cromatografia de
gases y espectrometria de masas. Los resultados revelaron que en el cacao
tostado fueron identificados 69 compuestos volatiles agrupados en 12 familias de
compuestos quimicos, siendo los aldehidos, alcoholes, acidos y pirazinas con los
niveles mas altos segun sus contenidos.*®

En la universidad de los Andes, QUIJANO y colaboradores analizaron la pulpa de
dos especies de cacao Th.bicolor, llamada cacao maraco y Th. cacao L., conocido
como cacao criollo.

13 LOAYZA W. “Influencia de la frecuencia de remocién, durante la fermentacioén, en la calidad sensorial del cacao
(Theobroma Cacao, L.) de Satipo”. Lima Pert. 2014.Tesis de grado (Quimico). Universidad Nacional Mayor De San Marcos,
Facultad De Quimica E Ingenieria Quimica, E.A.P. De Ingenieria Quimica.

14 RODRIGUEZ J. “Estudio de los compuestos volatiles de Theobroma cacao L., durante el proceso tradicional de
fermentacion, secado y tostado”. México, D.F. junio de 2011. Tesis de doctorado. Instituto politécnico nacional. Escuela
nacional de ciencias biolégicas.

15 ALVAREZ C et al. Identificacién de los compuestos aromaticos en el cacao criollo de Venezuela usando microextraccién
en fase sdlida y cromatografia de gases. Vitae, vol. 19, nim. 1. Universidad de Antioguia, Medellin, Colombia, 2012. p. 370-
372.
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El andlisis cromatografico se realiz6 mediante GC-FID y GC-MS. En total se
identificaron 127 y 68 compuestos volatiles en Th. bicolor y Th. cacao,
respectivamente. Se encontraron diferencias significativas respecto a la
composicion de ésteres, alcoholes y acidos.®

El andlisis de la influencia que tienen los tratamientos pos cosecha en el desarrollo
de la fraccion volatil del cacao, incluyen la identificacion quimica y cuantificacion
de estos componentes, para ello se incluyen nuevas metodologias con la
incorporacion de técnicas analiticas, donde se hace necesario realizar
optimizaciones con el objetivo de sacar el mayor provecho de las muestras
vegetales, estas metodologias incluyen la técnica de micro extraccion en fase
solida (SPME), mencionada anteriormente pero se incluye una estandarizacion del
método, seleccionando fibras, tiempos y temperaturas adecuados asi como las
condiciones de analisis por cromatografia de Gases y la espectrometria de
masas.!’

El estudio llevado a cabo en la universidad de Salford en Manchester por
MILLARES se enfocO en encontrar las mejores condiciones de extraccion por la
técnica de micro extraccién en fase solida con espacio de cabeza (HS-SPME) en
el analisis de los componentes volatiles del cacao; se evalla diferentes tipos de
fibras, tiempos y temperaturas de extraccion; los mejores resultados se obtuvieron
con la fibra divinyloenzene /carboxen /polydimethylsiloxane (DVB/CAR-PDMS),
con un tiempo de exposicion de la muestra a la fibora de 15 minutos y una
temperatura de 60°C. La identificacion se realizd mediante el uso de un equipo de
cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (GC/MS),
obteniéndose pirazinas, aldehidos, esteres y el acido acético como principales
influencias en el aroma caracteristico del cacao.*®

Actualmente el papel que tiene el cacao en el departamento de Narifio es mas
relevante, puesto que se ha consolidado como una importante fuente de ingresos,
principalmente en la region pacifica narifiense, donde el licor de cacao (Cacao
tostado y molido) producido ha sido reconocido internacionalmente como uno de
los mejores cacaos finos y de aroma; a pesar de esto, aun no se han realizados
estudios que determinen las caracteristicas quimicas de la composicion volatil de
las semillas de cacao regional.

16 QUIJANO C?, CEBALLOS L?, PINO J°. Andlisis de compuestos volatiles en dos especies de Theobroma mediante HS-
SPME. ! Universidad de los Andes, Facultad de Ciencias, Dpto. de Quimica, Bogota, Colombia.2Instituto de Farmacia y
Alimentos, Universidad de La Habana, Cuba. ®Instituto de Investigaciones para la Industria Alimentaria, La Habana, Cuba.
17 DUCKI S. et al. "Evaluation of solid-phase micro-extraction coupled to gas chromatography-mass spectrometry for the
head space analysis of volatile compounds in cocoa products “. Science Direct. Talanta 74 (2008) p.1166-1174.

18 MIRALLES-GARCIA J. Chemical Composition and Flavour- Development of Cocoa Products by Thermal and Enzymatic
Technologies. Thesis Ph. D. University of Salford, A Greater Manchester University, School of Environment and Life
Sciences. 2008.
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Un estudio relacionado al aroma que se han llevado a cabo en la Universidad de
Narifio conciernen a la implementacién del método de extraccion e identificaciéon
del aroma de semillas de café tostado y molido por medio de la técnica de micro
extraccion en fase sélida con espacio de cabeza (HS-SPME) y el analisis de los
compuestos volatiles mayoritarios por cromatografia de gases GC-FID. Con los
resultados obtenidos se pudo concluir que 14 compuestos volatiles establecen el
aroma caracteristico del café regional y ademas se determind las condiciones
Optimas de extraccion y analisis demostrando la importancia de determinar las
condiciones de extraccién y andlisis por medio de estas técnicas.*®

2.2 MARCO TEORICO

2.2.1 El cacao

El término cacao (cocoa en inglés) se deriva de la expresion “cacahuatl” que
proviene de las lenguas Mayas y Aztecas??. El arbol de cacao, clasificado por
Linneo como Theobroma cacao L. (en latin “cacao, alimento de dioses”), de la

familia Esterculaneas es originario de Sudamérica, concretamente de los valles del
Amazonas y Orinoco.?*

Imagen 1. Arbol y frutos del cacao

Fuente: Casa Luker. 2011. Imagenes de archivo.

19 BASTIDAS A. "Estudio Quimico De Los Componentes Volatiles (HS-SPME) Y Analisis De La Composicién De Taninos Y
Cafeina En Un Tipo De Café Tostado Y Molido Tradicional Colombiano”. San Juan de Pasto. 2010. Tesis de grado
(Quimico). Universidad de Narifio, programa de Quimica.

20 CALA R. Las voces prehispanas cacao, cacahuete y maiz en diccionarios generales de lengua castellana, catalana e
italiana del siglo XX". BoletinAmericanista, 51, p. 25-41.2001.

21 LLAMAS O. El cacao. Revista de la asociacion nacional de tiendas de autoservicio y departamentales, A.C. (ANTAD),
2007.
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El cultivo del cacao requiere temperaturas entre los 18 y 32°C, lluvias distribuidas
a lo largo del afno en un rango de 1.000 a 4.000mm/afio y una humedad del 70-
80% durante el dia y del 90-100% durante la noche. Los frutos son una baya
grande y oval que cuando son maduros tienen una longitud variable, entre 200mm
a 350mm y un peso que puede oscilar desde 200g hasta aproximadamente 1kg.??

Las variedades de cacao son clasificadas por sus caracteristicas aromaticas de
acuerdo a los compuestos aromaticos que presentan, ya que estos a su vez tienen
asociacion con los descriptores de olor y aroma. Las principales variedades son
Criollo, Forastero y Trinitario.?®

* Variedad Criollo (Theobroma bovalifolium): conocido como cacao fino,
supone un 5% de la produccion mundial de cacao, es una de las
variedades mas apreciadas por el tipo de fruto que proporciona puesto que
es aromatico, afrutado y dulce, aunque tiene bajos rendimientos. Se cultiva
principalmente en Centro y Sur América, aunque cada vez en menor
proporcién por su susceptibilidad a padecer enfermedades.?*

» Variedad Forastero (Theobroma cacao L): se obtiene de arboles que crecen
mas rapidamente y producen mejores rendimientos que el criollo. Se
cultiva en Africa y en algunos paises de Centro y Sur América. Esta
variedad incluye otras como: el Comun en Brasil, el Amelonado de Africa
en el este de Africa, el Matina o Ceylan en Costa Rica y el Cacao Nacional
de Ecuador denominado Arriba, el cual produce granos con un aroma
agridulce, por lo cual se le reconoce como uno de los cacaos mas finos del
mundo, a pesar de provenir de una variedad que produce cacao
“ordinario”.?®

* Variedad Trinitario (Theobroma de celian): es una variedad obtenida por el
cruce entre criollo y forastero, tiene un sabor condimentado (especies) y un
aroma florido. Esta variedad se comenzo6 a sembrar en Trinidad y Tobago,
después se extendié a Venezuela, Ecuador, Cameran, Sri Lanka, la Isla de
Java y Papua Nueva Guinea. Se cultiva en Centroamérica y Asia. Es
mucho mas resistente a las enfermedades y es el cacao mas utilizado en la
mayor parte del mercado del cacao y del chocolate.?®

22 FRAUENDORFER F. SCHIEBERLE P. "Changes in key aroma compounds of criollo cocoa beans durin groastin” Journal
of Agricultural and Food Chemistry, 56, p.10244-10251.2008

23 AFOAKWA E. Chocolate Science and Technology. University of Ghana, Legon — Accra. Ghana.New Delhi, India. p. 13.
2010.

24 ARGUELLO, O.; MEJIA, A. & PALENCIA, G. Clasificacion de especies cultivares de Theobroma cacao L. para el
mejoramiento del sistema de multiplicacién de cacao. Corpoica — Colombia. p. 11. 2000.

25 CALDERON L., “Evaluacion de los compuestos fendlicos del cacao (Theobroma cacao L.) de tipo fino y ordinario de
produccion nacional durante la fermentacién en relaciéon a la calidad”. Tesis de Lic. En Quimica, Pontificia Universidad
Catolica del Ecuador, Quito — Ecuador, 2002.

26 SUKHA D. Desarrollo de Aromas del Cacao, UWI, Trinidad & Tobago, 2008.
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Imagen 2. Variedades de cacao. a) Criollo, b) Forastero, ¢)t rinitario.

Fuente. Casa Luker. 2011. Imagenes de archivo

Existen otra clase de cacaos, conocidos como hibridos, éstos se obtienen
mediante el cruce de dos progenitores debidamente caracterizados mediante
polinizacion manual. En la actualidad existe una gran cantidad de cacaos hibridos,
los cuales presentan caracteristicas de alto rendimiento, tolerancia a
enfermedades y precocidad, por lo tanto, se ven mayormente favorecidos
comercialmente debido a que son mucho mas resistentes.

Uno de los hibridos mas importantes es el de referencia CCN 51 (que significa
Coleccion Castro Naranjal), el cual es un cacao de alta productividad en la
mayoria de los sectores cacaoteros, es de facil comercializacion y adquisicion. En
Colombia su cultivo y comercializacion se derivan principalmente por la resistencia
a enfermedades, la normatividad para regular la propagacion y comercializacion
de material vegetativo de cacao esta a cargo del instituto colombiano agropecuario
- ICA, quién a traves de la resolucion No. 00474 de 2002 establecio las normas
minimas para producir clones de cacao en forma masiva.?’” Partiendo
especialmente de que este clon cuenta con un amplio reconocimiento en la
industria del cacao y que se cultiva principalmente en el departamento de narifio;
fue la muestra de referencia empleada para la realizacion de los ensayos de esta
investigaciéon para determinar las mejores condiciones de extraccion por HS-
SPME de los compuestos organicos volatiles.?®

El CCN51 (Imangen 3) se caracteriza por ser un cultivo precoz pues inicia su
produccion a los 24 meses de edad, no necesita de polinizacién cruzada para su
adecuado fructificacion tal como la mayoria de los clones y es tolerante a la
“Escoba de Bruja”, enfermedad que ataca a la mayoria de variedades de cacao
destruyendo su produccion.

27 Normas para la produccion, distribucién y comercializacion de material de propagacion vegetativa de cacao. Disponible
en: http://www.avancejuridico.com/actualidad/documentosoficiales/2002/44736/a_ica_00474_2002.html

28 FEDECACAO. Materiales de cacao en Colombia su compatibilidad sexual y modelos de siembra. Documentos técnicos.
p. 12. Bucaramanga. 2009.
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Entre las caracteristicas de este clon podemos citar su excelente indice de
mazorca: 8 mazorcas/libra de cacao seco en comparacion con el indice promedio
de 12 mazorcas/libra; excelente indice de semillas: 1.45 gr/semilla seca y
fermentada comparado con el indice promedio de 1.2 gr/semilla seca; su
adaptabilidad es reconocida, ya que es un clon cosmopolita que se adapta a casi
todas las zonas tropicales tiene un alto porcentaje de manteca (54%), lo que lo
hace cotizado por las industrias.?® Sus mazorcas son de color rojo- anaranjado en
estado de madurez. Respecto a las notas del catador se ha establecido que este
cacao presenta alta acidez y amargor y bajo sabor a chocolate.°

Imagen 3. Cacao CCN51

Fuente: Anecacao. Imagen de archivo

2.2.2 Factores que afectan la calidad del aroma en el grano de cacao.

Existen diferentes factores pos cosecha que afectan las caracteristicas del cacao
(Diagrama 1), entre las que destacan la fermentacion, secado y el tostado, que a
su vez definen la calidad final de los productos del cacao, como el chocolate.3!

29 ANECACADO, Origen del Cacao en el Ecuador: Caracteristicas de los Cacaos Finos y Ordinarios, Primera Edicién, Quito-
Ecuador, 2004.

30 NAVIA A. PAZMINO N. “Mejoramiento de las Caracteristicas Sensoriales del Cacao CCN51 a través de la Adicién de
Enzimas durante el Proceso de Fermentacion”. Tesis de grado para la obtencion del titulo: Ingenieros De Alimentos.
Escuela Superior Politécnica Del Litoral, Facultad de Ingenieria en Mecanica y Ciencias de la Produccion. Guayaquil —
Ecuador. 2012.

31 AFOAKWA et al. 2010. Op Cit. p. 27
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Diagrama 1. Factores que afectan el aroma del cacao durante las diferentes
etapas del
procesamiento.
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Fuente: Estudio de los compuestos volatiles de Theobroma cacao L., durante el proceso tradicional de fermentacion,
secado y tostado. Jacobo Rodriguez. Tesis de doctorado. México. 2011.

2.2.2.1 Fermentacion del cacao

La fermentacion del grano de cacao es un proceso esencial para el desarrollo
apropiado de los precursores del sabor. Esta etapa tiene dos objetivos
principales:(1) Remover el mucilago, permitiendo la aireacion del grano durante la
fermentacion y facilitar el proceso de secado; (2) Proveer el calor y el acido acético
necesario para inhibir la germinacién.3?

El proceso de fermentacion inicia con la apertura de la mazorca y la extraccion de
las semillas de cacao. Es un proceso espontdneo que usualmente se realiza en
cajas de madera; en el transcurso de este proceso el grano de cacao es removido
de un contenedor a otro con el objetivo de introducir aire y favorecer la
fermentacién aerobia.?

32 THOMPSON S. MILLER K. LOPEZ A. "Cocoa and coffee”. Food microbiology, fundamentals and frontiers, second
edition. Washington DC, (2001): American Society for Microbiology. p.721- 733.
33 AFOAKWA et al. 2010. Op Cit. p. 27.
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Las semillas al momento de ser extraidas estan envueltas en una pulpa
mucilaginosa de color blanco que comprende el 40% del peso en base himeda
del cacao fresco. La pulpa mucilaginosa estd compuesta principalmente por 87%
de agua, 2.7% pentosas, 0.7% sacarosa, 10% glucosa y fructosa, ademas de
0.6% de proteinas, 0.7% acidos y 0.6% de sales inorganicas. Esta composicion
hace a la pulpa un excelente sustrato para el crecimiento microbiano.3*

Durante la apertura de la mazorca se transfieren a las semillas diferentes
microorganismos, como las levaduras Saccharomyces carlsbergensis,
Saccharomyces rosei, Hansenula anomala y Pichia fermentans, éstas levaduras
llevan a cabo el proceso de fermentacion, transformando los azucares sencillos
del

mucilago o pulpa en etanol, degradando la pectina, o que modifica la textura del
grano, elimina el acido citrico y como consecuencia una disminucion de la acidez.
Por otro lado, el consorcio de levaduras consume el oxigeno, creando un ambiente
anaerobio que favorece el desarrollo de bacterias lacticas como Lactobacillus (Lb.
Collonides, Lb. fermentum, Lb. mali y Lb. plantarum) y Leuconostoc
pseudomesenteroides, Leuconostoc pseudoficulneum, y Pediococcus acidilactici,
que fermentan los carbohidratos residuales y contindan el consumo del &cido
citrico. Las levaduras contienen enzimas del tipo “pectinolitico”, lo que les permite
hidrolizar las pectinas, ocasionando una disminucion de la viscosidad de la pulpa
de mucilago y favoreciendo la entrada de aire. Con este ambiente aerobio y
menos acido (debido al consumo de acido citrico) se favorece el desarrollo de
bacterias acéticas que llevan a cabo la transformacién del etanol que produjeron
las levaduras en acido acético, dado que esta transformacién es una reaccion
exotérmica se produce calor.3®

Posteriormente en la fermentacion el etanol y el acido acético se difunden hacia el
interior de los granos vy, junto con la temperatura alta, matan al embridén. Las mas
importantes bacterias acéticas que se han aislado de la fermentacion del cacao,
son: Gluconobacter oxydans, Acetobacter aceti y Acetobacter pasteurianus. En la
ultima fase de la fermentacion se detectan bacterias del género Bacillus las cuales
producen numerosas enzimas que catalizan reacciones de degradacion de
proteinas a aminoacidos como la valina, glicina L-treonina y L- serina; las
bacterias mas importantes son B. licheniformis, B. megaterium, B. pumilus, B.
megaterium B. pumilus y B. subtilis.3® Este proceso se puede observar en la
imagen 4.

34 THOMPSON S. Op Cit. p.726.

35 WACHER M. Microorganismos y chocolate. Revista Digital Universitaria Volumen 12 Ndamero 4 ISSN: 1067-6079. 1 de
abril 2011. p. 4-5.

36 Ibid. p. 5-6
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Imagen 4. Proceso de fermentacion en la semilla de  cacao
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Fuente: GUERRERO Y. Proceso de fermentacion del cacao. Facultad de ingenieria agroindustrial. Universidad nacional de
San Martin. Peru. p. 9.

Como se aprecia en la imagen 4, la cascara de la semilla es permeable a muchas
substancias de bajo peso molecular, por tal motivo, el etanol, el acido acético,
como también otros metabolitos son absorbidos conjuntamente con el agua. La
semilla se hincha y tiene cambios fisicos, y quimicos.®’

Por otra parte, se puede observar tres clases de compuestos poli fendlicos en el
interior de la semilla, catequinas (37 %), antocianinas (4%) y leucocinidinas (58%),
estos se encuentran almacenados en las células de pigmentos de los cotiledones,
durante esta etapa, las antocianinas presentan reacciones de hidrdlisis enzimatica,
los cotiledones pierden su color violeta, adquiriendo una coloracidn mas clara,
pues la cianidina liberada adquiere la forma de pseudobase, incoloro en las
condiciones existentes, a su vez las leucocinidinas se difunden a través del liquido
celular, se oxidan y enseguida se condensan en moléculas de elevado peso
molecular, como taninos.

37 GUERRERO Y. Proceso de fermentacion del cacao. Facultad de ingenieria agroindustrial. Universidad nacional de San
Martin. Perq. p. 9.
38 Ibid. p.10
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+ Desarrollo de la fraccién volatil del cacao durante la fermentacion.

La fermentacion es considerada como una etapa clave en la formacién de los
compuestos organicos volatiles del cacao. Durante este proceso, el grano tiene
modificaciones en el contenido de los compuestos implicados en el desarrollo de
la fraccion volatil de origen térmico. Ademds, se genera una fraccion volatil de
origen bioquimico y microbiolégico que es cualitativa y cuantitativamente muy
importante.3®

La concentracion de la fraccién volatil global en el cacao bien fermentado y seco,
es 10 veces mayor que la del cacao no fermentado y seco. En los ultimos dias de
fermentacion levaduras como Kloeckera apiculata, Saccharomyces cerevisiae, S.
cerevisiae var. chevalieri, Candida sp., y Kluyveromyces marxianus producen
compuestos aromaticos, principalmente alcoholes y ésteres de acidos grasos,
como son el acetato de isopropilo, acetato de etilo (producto de la reaccion entre
el &cido acético y el etanol), metanol, 1-propanol, 3-metil-1-butanol, 2,3-butanediol,
dietil succinato y feniletanol.3” Por otra parte, el bacillus subtilis es el responsable
de formar los precursores responsables de la formacion de la tetrametil pirazina.*°
La reaccion general del proceso de fermentacion se puede apreciar en la imagen
5.

Imagen 5. Reaccién general de fermentacion.

Respiracion Fermentacion
Aireacion +75kJ/mol
Levadura Levadura

C0O, + H,0 <— Azlcares de la pulpa — Etanol + CO,

. ] Ajreacion
Bacterias de acido lactico Acetobacter +988kJ/mol
Acido lactico Acido acético
no volatil volatil

Fuente: Fermentacion del Cacao

39 CROS. "Factores condicionantes de la calidad del cacao”. Memorias del primer Congreso Venezolano del Cacao y su
Industria.( 2000) Venezuela.

40 XIAO Z. et al. Accelerated green process of tetramethylpyrazine production from glucose and diammonium phosphate.
Biotechnology for biofuels. (2014) p. 2.
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Como se puede apreciar luego de esta revision, durante la fermentacion, se
desarrollan principalmente las familias de los acidos carboxilicos, alcoholes y
esteres por la influencia de diferentes levaduras y bacterias, ademas se generan
los precursores de otras familias organicas como aldehidos, cetonas, pirazinas,
pirroles, entre otros.

2.2.2.2 Secado del cacao

El principal objetivo de esta etapa es la reduccion de la humedad del grano,
evitando el desarrollo de hongos y facilitando el almacenamiento, manejo y
comercializacion del cacao. Tradicionalmente, el secado del cacao se lleva a cabo
por exposicion de los granos al sol o por métodos de secado artificial.*! Se han
encontrado diferencias entre cacao secado al sol y el secado de forma atrtificial, el
cacao secado de forma artificial presenta mayor acidez que el secado al sol,
ademas de que la reduccion del contenido de acidos grasos volatiles en el secado
artificial es menor que en el secado el sol. Este fendmeno probablemente se debe
a que los acidos grasos volatiles presentan mas baja difusividad que el agua y a
gue la testa del grano se endurece durante el secado, disminuyendo la
transferencia de masa.*? El secado artificial se realiza con temperaturas superiores
a los 60°C para acelerar el proceso y se ha reportado que altas temperaturas de
secado producen efectos negativos en las caracteristicas finas y de aroma del
cacao.®®

+ Desarrollo de la fraccion volatil del cacao durante el secado.

Es muy importante que la humedad disminuya lentamente para favorecer las
reacciones de oxidacion, responsables del sabor y aroma del cacao, si se hace
rapido, se corre el riesgo de inactivar las enzimas. Durante esta etapa continlan
las reacciones iniciadas en la fermentacion, las principales se conocen como
pardeamiento enzimatico, que conduce a la variacion del color y desarrollo del
sabor, en este proceso las reacciones de oxidacion de los polifenoles son
acelerados debido a la mayor presencia de oxigeno, en el caso de las cianidinas
(generadas en la fermentacion), se oxidan bajo la accion de la polifenoloxidasa,
desenvolviéndose la coloracion tipica del cacao; por otra parte, disminuye el
contenido de &cido acético por su caracter volatil, reduciendo la astringencia en las
almendras. En la imagen 6 se observa el mecanismo general de la reaccion de
pardeamiento enzimatico.**

41 ORTIZ L. et al. “Influencia de varios factores sobre caracteristicas del grano del cacao fermentado y secado al sol".
AgronomiaTropical.59(2), (2009) p.119-127.

42 GARCIA P. et al. Moisture, acidity and temperature evolution during cacao drying. Journal of Food Engineering79: (2007)
p.1159-1165.

43 HIl C. et al. Thin layer drying kinetics of cocoa and dried product quality. Biosystems Engineering 102. (2009) p.153-161.
44 GILCES H. SANMARTIN F. Andlisis y seleccion de proceso de secado de cacao y disefio de prototipo de una unidad
secadora tipo plataforma. Tesis de pregrado. Universidad estatal de milagro, unidad académica ciencias de la ingenieria.
Ecuador. 2013.
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Imagen 6. Reaccidon general del pardeamiento enzimat ico.
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Fuente: Universidad nacional abierta y a distancia.

La cadena de reacciones que tiene lugar en el pardeamiento puede dividirse en
dos fases, la primera enzimatica y la segunda no enzimatica. La primera etapa
consiste en la conversién de monofenoles a quinonas, inicialmente se hidroxilan
las monofenoles en o-difenoles y luego estos ultimos son oxidados a o- quinonas

(Imagen 7). Ambas reacciones son catalizadas por la polifenol oxidasa.

Imagen 7. Reacciones de conversion de monofenoles a o-quinona  s.
OH OH 0
1/20, OH 172 0, 0
-
N 0. el
W

Cresolasa Catecolasa "°
Disponible en:

(1 (2)
pardeamiento enzimatico, [Citado 9 febrero de 2017].

Fuente: Mecanismo de reaccion del
http://datateca.unad.edu.co/contenidos/ 11616/Modulo_exe/Exe%20del%20modulo/leccin_11_pardeamiento_enzimtico.html

Luego de haber sido generadas las quinonas pueden ser hidroxiladas de forma
secundaria al reaccionar con moléculas de agua presentes en el medio, asi se

obtienen los trihidroxibencenos (Imagen 8).

Imagen 8. Hidroxilacion de quinonas a trihidroxibencenos.

0 OH
= 0 OH
(Towe — O
OH
[Citado 9 febrero de 2017]. Disponible en:

pardeamiento enzimatico,

Fuente: Mecanismo de reaccion del
http://datateca.unad.edu.co/contenidos/ 11616/Modulo_exe/Exe%20del%20modulo/leccin_11_pardeamiento_enzimtico.html
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Debido a su alta reactividad los compuestos trifendlicos reaccionan con las
quinonas presentes en un intercambio de moléculas que produce las
hidroxiquinonas.

Imagen 9. Produccion de hidroxiquinonas.

Fuente: Mecanismo de reaccion del pardeamiento enzimatico, [Citado 9 febrero de 2017]. Disponible en:
http://datateca.unad.edu.co/contenidos/ 11616/Modulo_exe/Exe%20del%20modulo/leccin_11_pardeamiento_enzimtico.html

Las hidroquinonas (Imagen 9) participan en reacciones de condensaciéon oxidativa
en las que se forman lo polimeros denominados melaninas (Imagen 10), al inicio
estos compuestos presentan un amplio espectro de color que pasa por tonos
rosados, rojizos y azulados, para finalmente llegar a la coloracion parda o
negruzca que los caracteriza.®®

Imagen 10. Estructura de polimero formado en el par  deamiento enzimatico.

Fuente: Mecanismo de reaccion del pardeamiento enzimatico, [Citado 9 febrero de 2017]. Disponible en:
http://datateca.unad.edu.co/contenidos/ 11616/Modulo_exe/Exe%20del%20modulo/leccin_11_pardeamiento_enzimtico.html

Las familias de ésteres, aldehidos, cetonas, alcoholes y acidos presentan la mayor
cantidad de compuestos en esta etapa del proceso.*® El aroma del cacao seco es
dominado por los acidos carboxilicos de cadena corta, especialmente por el acido
aceético y el acido 3-metilbutanoico. Estos acidos le confieren un olor a vinagre,
agrio y rancio al cacao, motivo por el que son indeseables en altas
concentraciones. Mientras que otros compuestos como 2-metilbutanoato de etilo,
2-metilpropanoato de etilo, 2-feniletanol y 2-heptanol contribuyen al aroma global
del cacao, produciendo notas aromaticas frutales, florales y a citricos.*’

45 Mecanismo de reaccion del pardeamiento enzimatico, [Citado 9 febrero de 2017]. Disponible en: http://datateca.unad.
edu.co/contenidos/ 211616/Modulo_exe/Exe%20del%20modulo/leccin_11_pardeamiento_enzimtico.html

46 PORTILLO E. et al. Op Cit. 461.

47 FRAUENDORFER F, SCHIEBERLE P. Identification of the key aroma compounds in cocoa powder based on molecular
sensory correlations. Journal of Agricultural and Food Chemistry 54: (2006) p.5521-5529.
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2.2.2.3 Tostado del cacao

El tostado del cacao es la operacion mas importante en la industrializacion del
mismo. En esta etapa continda la generacién del olor y aroma caracteristico del
chocolate a partir de los precursores del sabor formados durante la fermentacion y
el secado. Antes del tostado el grano de cacao es &cido, amargo y astringente. Sin
embargo, durante el tostado la acidez del grano disminuye al reducirse la
concentracion de acidos volatiles tales como el acético.*® Se ha encontrado que
durante el tostado la concentracion de acido acético disminuye aproximadamente
el 70%, y que el aroma del cacao tostado no es dominado por la nota a vinagre.
Inversamente, la concentracion de acidos no volatiles como son oxalico, citrico,
tartarico, succinico y lactico no es afectada por el proceso de tostado.*® Durante el
tostado, el cacao disminuye su humedad hasta el 2%, se hace mas quebradizo y
de color oscuro, ademas los aminoacidos y azucares reductores interactdan en la
reaccion de Maillard o de pardeamiento no enzimatico con la consecuente
generacion del aroma de origen térmico.

En la reaccion de Maillard (Diagrama 2) los precursores del sabor generados en la
fermentacién y secado interactian para producir compuestos volatiles como
alcoholes, éteres, furanos, tiazoles, pirones, ésteres, aldehidos, iminas, aminas,
oxazoles, pirazinas y pirroles, el esquema general de la reaccion se puede
apreciar en el diagrama 2. Los azucares reductores son precursores del sabor
carbonilo, principalmente formados a través de la hidrolisis de la sacarosa por
accion de la invertasa y la hidrolisis enzimatica de las antocianinas. La reaccion
comprende la condensacion entre los compuestos carbonilos reductores como los
azucares reductores, aldehidos o cetonas; y compuestos con grupos amino libres,
tales como aminas, aminodcidos, proteinas o cualquier compuesto nitrogenado.>®

48 BECKETT S. The Science of Chocolate. The Royal Society of Chemistry: Cambridge, UK. 2008.

49 FRAUENDORFER F, SCHIEBERLE P. Op Cit. p. 5523.

50 BIN HASNY M. Optimisation of cocoa bean roasting conditions based on the development of flavor compound. Thesis,
facultu of applied scince, university technology MARA. 2012. p. 27-28.
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Diagrama 2. Via general de la reaccion de Maillard
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Fuente: F. Jousse, T. Jongen, W. Agterof, S. Russell, P. Braat, Simplified kinetic scheme of flavor formation by the Maillard
Reaction, J. Food Sci., 2002, 67, 2534-2542

» Etapas de la reaccion de Maillard.

En el diagrama 3 se pueden observar las diferentes reacciones que se llevan a
cabo en todo el proceso.

I. Etapa inicial: Productos sin color, sin absorcion en el UV.
Reaccion A: Condensacion azlcar-amina.
Reaccion B: Reordenamiento de Amadori.
Reaccion H: Ruptura por radicales libres de los intermediarios de Maillard.

Il. Etapa intermedia: Productos sin color o amarillos, con fuerte absorcion en el
UV. Reaccion C: Deshidratacion de azucares.
Reaccion D: Fragmentacion de azucares.
Reaccion E: Degradacion de aminoacidos (Degradacion de Strecker).
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[ll. Etapa final: Productos muy coloridos.

Reaccién F: Condensacion alddlica.
Reaccion G: Condensacion aldehido-amina y formacion de compuestos

heterociclicos nitrogenados.5!
Diagrama 3. Etapas de la reaccién de Maillard
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Fuente: La reaccion de Maillard. UNAM. Archivo pdf. [ citado 9 de
http://depa.fquim.unam.mx/amyd/archivero/07LareacciondeMaillard_20547.pdf

febrero 2017] disponible en:

51 La reaccién de Maillard. UNIVERSIAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO. Archivo pdf. [ citado 9 de febrero 2017 ]
disponible en: http://depa.fquim.unam.mx/amyd/archivero/07LareacciondeMaillard_20547.pdf
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Reaccion A: Condensacion azucar-amina. Formacion de las N- glicosilaminas

sustituidas.
NHR
+ RNH —
CHO 3 2 H(‘Z_NR HC
(CHOH), ?_' (CHOH), <——  (CHOH),4 O
CH,-OH CH»-OH
AI%%S; gghfi?jgﬁa Bas: de Schiff 8
CH,-OH

Glicosilamina N-sustituida

Fuente: La reaccion de Maillard. UNAM. Archivo pdf. [ citado 9 de febrero 2017] disponible en:
http://depa.fquim.unam.mx/amyd/archivero/07LareacciondeMaillard_20547.pdf

En la etapa temprana de la reaccion de Maillard (Reaccion A), los azucares
reductores se condensan con un grupo amino libre de los aminoacidos o proteinas
para dar un producto de condensacion, N-glicosilamina sustituida, si la reduccién
se da con una cetosa el producto sufre un reordenamiento de Heyns y si el azlcar
es una aldosa el reordenamiento es de Amadori.>?

Reaccion B: Reordenamiento de Amadori para la obtencion de las 1-amino- 2-
desoxi-2-cetosas N-sustituidas.

NHR ® NHR

", U T T
+ H* | CH CHz
- H"‘
—_—
(CHOH),4+ O . CHOH _ = %!OH - C=—0
HC (CHOH)4 (CHOH), 4 (CHOH)p, 4
GI ICHz_O: t d CHz‘OH (L,HQ—OH CHQ‘OH
icosilamina N-sustituida Cation de la . Forma
base de Schiff Forma endlica cotonica
1-Amino-2-desoxi-2-cetosa
N-sustituida

Fuente: La reaccion de Maillard. UNAM. Archivo pdf. [ citado 9 de febrero 2017] disponible en:
http://depa.fquim.unam.mx/amyd/archivero/07LareacciondeMaillard_20547.pdf

La Reaccion B, es una reaccion catalizada por acido. Este reordenamiento no es
reversible. Si reaccionan aldosas se forman 1-amino-2-desoxi-2-cetosas N-
sustituidas, pero si son cetosas las que reaccionan se forman 2-amino-2-
desoxialdosas N-sustituidas.>®

52 DIAZ S. PINOARGOTE M. Andlisis de las caracteristicas organolépticas del chocolate a partir del cacao CCN51 tratado
enzimaticamente y tostado a diferentes temperaturas. Guayaquil, Ecuador, 2012. Tesis de grado (ingenieros de alimentos).
Escuela superior politécnica del litoral. Facultad en mecénica y ciencias de la produccion. p. 26-28.

53 NAMIKI M., HAYASHI T.Development of novel free radicals during amino-carbonyl reaction of sugar with amino acids, J.
Agric. Food Chem., 1975, 23, p.487-491
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Reaccion H: Reacciones por radicales libres.
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Fuente: La reaccion de Maillard. UNAM. Archivo pdf. [ citado 9 de febrero 2017] disponible en:
http://depa.fquim.unam.mx/amyd/archivero/07LareacciondeMaillard_20547.pdf

En la reaccién H se ha comprobado la presencia de radicales libres estables en la
formacion de melanoidinas. Se ha concluido que pueden ser el azucar o la
glicosilamina los compuestos de partida para esta reaccion, con la formacion de la
base de Schiff y una oxidacién subsecuente a la retroaldolizacion.>*

54 HOFMANN T. et al. Studies on radical intermediates in the early stage of the non-enzymatic browning of carbohydrates
and primary amino acids, J. Agric. Food Chem., 1999, 47, p.379-390.
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Reaccion C: Deshidratacion de azucares. Reacciones de Maillard, rutas
principales de formacion de melanoidinas a partir de los compuestos de Amadori.

NHR @F"IHR r|:|+ a
i|:H CH CH ﬂH SHrosmet
“ I:|:—~DH iy ! =0 E — H:O )
7O on [ O T -Ho T o
CH=OH — = ‘|:H — ?H; = " CH
CH—CH CH—0H CH=0H ﬂH + Amina
Enolizacion 1,2 | | ] | _
TR s R R R R +Aming
IL|“.H /1,2-Enamlml 3-Desoxiherosona -H.0 1
'
: =0 THR Melanpidinas
= -H0
TH OH \ TH; Ii:l:H? ?H! CH3 + Amina
TH—GH C—0H Amin C—=—0H i S !:='D + Aming
R Encizacién23 || i R | e |
pH altos C—0OH T:f_‘} ?:0 C—0OH
ME TH—DH CH—DH CH—OH :i:I—c:H %
; *'? : Fl i
23-Enedid 1-Meti-2, 3-dicarbonile. Una reductona e thiationlis’

Fuente: La reaccion de Maillard. UNAM. Archivo pdf. [ citado 9 de febrero 2017] disponible en:
http://depa.fquim.unam.mx/amyd/archivero/07LareacciondeMaillard_20547.pdf

La Reaccion C ocurre por dos caminos. Bajo condiciones acidas se forman
furfurales, y en condiciones alcalinas se forman las reductonas.>®

Luego en la segunda etapa de la reaccion ocurren las reacciones D, D1, D2, D3y
E que se presentan a continuacion

55 FEATHER M. S. Amine-assisted sugar dehydration reactions, in C. Eriksson (ed), Maillard Reactions in Food: Chemical,
Physiological and Technological Aspects, Vol. 5, Pergamon Press, Oxford, 1981.
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Reaccion D: Fragmentacion de azucares

Compuesto de Amadon
NHE T'HH
CHy
: CH,-OH
N —o |
_ _— C=0 Dihidrodeatona
Retroaldolizacion  CH.-0OH 3 -
H=0H | " CH,-OH
+ H.O
CH—OH
EH:ID
CH—0OH
CH—OH Gliceraldehido
CH,~OH
CHy=0OH
l Enolizacion 2,3
MHR ] THQ ! g
C—OH Poe— : t|3=
| : | . Reordenamsnto |
| N —————————.
ot CH—OH | PR
CH—OH CH—OH ! |=n
CH-=0H ! CHOH | CHy
CH,-0OH 1-Desaxi-2, 3-dicatosa Dizcatifformoina

Fuente: La reaccion de Maillard. UNAM. Archivo pdf. [ citado 9 de febrero 2017] disponible en:
http://depa.fquim.unam.mx/amyd/archivero/07LareacciondeMaillard_20547.pdf

El mecanismo por el cual ocurre principalmente una retroaldolizacion (Reaccion D)
y una fisibn oxidativa. La fragmentacion de las hexosas puede ser en C5/C1,
C4/C2 0 C3/C3.%

56 WEENEN H., APELDOORN W. Carbohydrate cleavage in the Maillard reaction. In Flavour Sciece: Recent
Developments, Vol. 197, A. J. Taylor and D. S. Mottram (eds), Royal Society of Chemistry, Cambridge, 1996, 211-216
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Reaccion D 1: Productos de reaccion de la 1-desoxi-2,3-dicetosa

Hj

Iscmat
I
: | | oedatva |
CH—0#| = |
i : CH—OH
i TH—EI-H qu
i
D2 J-Sonnsa CHy
'i'-H: | &0 acdHion
Rt paldaliz ok Fiskde CoH
| C=0 . gsgiia +
|i'rH: CH=0 !=u CioH
'|:=D 5 i LI:H,-DH Il|'|:"'-""'|
CH=D IiH_II:H-I * Rewderamama COOH
Filuvalderido Gheeraldahido Ii=l-=~|:|n ECarig lh‘ Aol aoetico
CH OH .

Fuente: La reaccion de Maillard. UNAM. Archivo pdf. [ citado 9 de febrero 2017] disponible en:
http://depa.fquim.unam.mx/amyd/archivero/07LareacciondeMaillard_20547.pdf
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Fuente:

T & I
C—O0H ?: t|3=0
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———
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CH—OH e
K|320 CO.H
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CH 3
= CHs
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CHz=0H
Hidralisis
+
CO.H
C=0 Acido Pirtvico
CH,
reaccion de Maillard. UNAM. Archivo pdf. [ citado 9 de

La

Reaccion D 2: Productos de reaccion de la diacetilformoina.

http://depa.fquim.unam.mx/amyd/archivero/07LareacciondeMaillard_20547.pdf
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Reaccion D 3: Obtencion de aldehidos

Compuesto de Amadori
NHR 3-Desoxiosona
| THR CH=0
CH
| : T|H THZD C=—=0 2-Oxopropanal
c=0 T_DH —0 CH,
o -OH" |
— Enclizacion 1,2 =
gH=oN ———= CH-OH CHy Retroaldolizacién +
| - RNH; EheRoIRcen.
CH—OH TH—OH CH—OH CH=0
CH—OH TH—OH C|:H——OH CH—OH Gliceraldehido
CH,~OH CH,-OH CH,-OH CH,~OH
- HZC/ \Endizacic‘m

CH=0 CH=0D (|3H:0 TH:O

c—0 =0 (ﬁ_OH TI'—OH

CH Retroaldolizacion CH  Retroaldolizacion TH

. :

(|3H (LJH CH—OH CHy-0OH

+
— — CH—OH
CH,—OH CH—OH BREZS
¥ S-S CHL-OH Glicolaldehido
o 2
Formaldehido CH,=0 £ CH,-0H

Fuente: La reaccion de Maillard. UNAM. Archivo pdf. [
http://depa.fquim.unam.mx/amyd/archivero/07LareacciondeMaillard_20547.pdf

citado 9 de

febrero 2017] disponible

Reaccion E: Degradacion de Strecker.

o
I o]
CHO oO——cC ||
| HC—N—CH—C—0O: HC——N=—=CH
——0 CH—R | |
| 9 R —oH R
——H NH
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—H - CO |
- HO ——H 2 H
—0H
—©H ——OH
CH,OH L
CH20OH CH.OH
Compuesto )
1.2-dicarbonilico Base de Schiff
+ Ho0O
Enaminol
HC=—0 { HC—NH, | H-::|—-NH—CH—0H
——OH i (. OH !  Aldehido —OH R
: i CH=
K + H0 -|—|.| o | H
P — 4 <
' H =]

H - NH5 —H —H
——OH ——0H ——OH
CHz0H ! CHy0H CH.0H

Fuente: La reaccion de Maillard. UNAM. Archivo pdf. [ citado 9 de febrero 2017] disponible

http://depa.fquim.unam.mx/amyd/archivero/07LareacciondeMaillard_20547.pdf
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Los compuestos dicarbonilicos de la reaccion de Maillard reaccionan con el grupo
a-amino de un aminoacido para formar una base de Schiff. La forma endlica es un
a-aminoacido que se descarboxila con facilidad para dar un enaminol. El enaminol
experimenta una autocondensacion para formar un polimero café o bien una
hidrolisis a la amina y al aldehido, correspondiendo el ultimo al aminoacido original
con un atomo de carbono menos. Los aldehidos que se forman por la degradacién
de Strecker constituyen muchos de los compuestos mas importantes que tienen
sabor en los alimentos.5’

Los aldehidos pueden originarse de las reacciones C, D y E, y pueden reaccionar
entre ellos por una condensacion alddlica. También pueden participar en esta
reaccion los compuestos carbonilicos derivados de la oxidacion de lipidos. Las
benzoquinonas pueden participar como componentes dicarbonilicos en la reaccion
de Strecker, formando iminas que pueden ser involucradas en la produccion de
melanoidinas.>®

Posteriormente se presentan las reacciones de la tercera etapa de la reaccion, las
reacciones F y G, a continuacién, se presentan las reacciones en general

Reaccion F: Condensacion alddlica. Formacion de quinonas a partir de productos
de fragmentacion de los azlcares.

|:I:H3 HyC o)
CH
c—o —_— HO—C—CH, Adicién A
[ Qﬁgﬂ; aldélica -
C—0 O—C C—0 —_—
[ : | |_ HO
CHs CHy C=—0
e HiC
Dhacetil CH, 0
O AQO
CH;
2,5-Dimetil-p-benzogquinona
H,C
O
Fuente: La reaccion de Maillard. UNAM. Archivo pdf. [ citado 9 de febrero 2017] disponible en:

http://depa.fquim.unam.mx/amyd/archivero/07LareacciondeMaillard_20547.pdf

57 RIZZI G. The Strecker degradation and its contribution to food flavor, in Flavor Chemistry: Thirty Years of Progress, R.
Teranishi, E. L. Wick, I. Hornstein (eds), Kluwer/Plenum, New York, 199, 335-343

58 MOTTRAM D., LESEINEUR A. The effect of pH on the formation of aroma volatiles in meat-like Maillard systems, in
Flavor Science and Technology, Y. Bessiére and A. F. Thomas (eds), Wiley, Chichester, 1990, 121-124
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Reaccion G: Condensacion aldehido-amina. Formacion de compuestos
heterociclicos nitrogenados.

EHCI_‘NHEE CHy~NH,  CH,~NH;
—OH ——0 0
[ =" =
A — —
—OH ! L OH
i, CHOH : CH,OH
Enaminal a-Aminocetona

0]

Cﬂz OH Pirazina
1.4-Disacarido
DiCs+Cy)
P-Eliminacion
2-Desoxipentosa
[\
D (Cy +Cs} /r\‘x
Hexosa ——=  Pentosa
D(Cs+Cy)
DGz +Cy) D (C, +Cy)
Tetrosa {/ \;
X
D = Fragmentacion del azicar Polimeros tipo Il
X=NR O
Fuente: La reaccion de Maillard. UNAM. Archivo pdf. [ citado 9 de febrero 2017] disponible en:

http://depa.fquim.unam.mx/amyd/archivero/07LareacciondeMaillard_20547.pdf

Los aldehidos, y en particular los a,B-insaturados, reaccionan con aminas para dar
polimeros de alta masa molecular, que son productos coloridos de estructura
desconocida (melanoidinas). Se han encontrado sistemas heterociclicos como
piridinas, pirazinas, pirroles e imidazoles en las melanoidinas. La constitucion de
las melanoidinas depende de como hayan sido producidas.®®

59 KATO H., HAYASE F. An approach to estimate the chemical structure of melanoidins, in S. Horiuchi, N. Taniguchi, F,
Hayese, T. Kurata, T. Osawa (eds), the Maillard Reaction in Food Chemistry and Medical Science: Update for the
Postgenomic Era, Vol. 1245, Elselvier, Amsterdam, 2002.
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Como se observa en todas las reacciones analizadas anteriormente, el desarrollo
del aroma de origen térmico es un fendbmeno complejo que esta en funcién de la
relacion de las condiciones de tiempo-temperatura y de la composicion quimica
del grano. Las condiciones de tostado tiempo-temperatura pueden variar entre
periodos de 5 a 20 min por intervalos de temperatura de 90 a 150 °C. Para la
seleccion de las condiciones de tostado se deben considerar diferentes factores
como son el tipo de cacao, su origen, tratamiento post-cosecha y el grado de
tostado deseado.®°

* Comportamiento de los compuestos volatiles durante el tostado

El aroma del cacao tostado es producido como resultado de la combinaciéon de
400-500 compuestos volatiles. Estos pertenecen principalmente a las familias de
las pirazinas, aldehidos, éteres, tiazoles, fenoles, cetonas, alcoholes, furanos y
ésteres. Las pirazinas y aldehidos son los compuestos que se forman en mayor
cantidad durante el tostado del cacao. ¢!

Estos compuestos se forman durante el proceso de tostado, especificamente en la
degradacion de Strecker (via la reaccion de Maillard), que consiste en la reaccion
de un aminoacido con un dicarbonilo, para la formacion de aminocetona. Estas por
su parte se condensan para formar pirazinas y otros compuestos heterociclicos.
En la reacciéon H se muestra la produccion de dos aldehidos, el furfural que genera
notas agradables de almendra, amaderado y dulce, y el pirrol-2-carbaldehido N-
sustituido que genera aromas de nuez asada.®?

En las reacciones | se presentan diferentes reacciones que involucran la formacion
de diferentes pirazinas, los cuales son compuestos heterociclicos aromaticos, y en
general forma un grupo de sustancias muy importantes relacionadas con el aroma,
en el cacao son los principales responsables del aroma caracteristico su presencia
se relaciona con notas aromaéticas a chocolate, tostado, nuez y madera,® entre las
mas importantes se encuentran la trimetil pirazina, tetrametil pirazina y 2-acetil
pirazina.t4

60 NAZARUDDIN R, HASSAN O, SAID M, SAMSUDIN W, IDRIS NA. Influence of roasting conditions on volatile flavor of
roasted Malaysian cocoa beans. Journal of Food Processing and Preservation 30: 280-298. 2005.

61 NAZARUDDIN R. Ibid.

62Caracteristicas  organolépticas. Base de datos en linea. [Citado agosto 2016]. Disponible en:
http://lwww.thegoodscentscompany.com/data/rw1028161.html

63 FRAUENDORFER F, SCHIEBERLE P. Op Cit.

64 ALVARADO M. et al. Sustancias arométicas en el cacao cosechado en la zona de rio anus, municipio Sucre, estado
portuguesa, Venezuela. 2014.
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Reaccion I: Formacion del furfural y del pirrol-2-carbaldehido N-sustituido

MNHR
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=0 ~NH; ‘|:=0 C==NR
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—_——
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CHy-0OH 3.4-Didesoxipentosulos-3-eno
Compuesto de Amadori \-HQD - H0
R = CH,CO4H,
Q\ -
CHchtG Halz
Furfural

Pirrol-2-carbaldehido
Nesustituido

Fuente: La reaccion de Maillard. UNAM. Archivo pdf. [ citado 9 de febrero 2017] disponible en:
http://depa.fquim.unam.mx/amyd/archivero/07LareacciondeMaillard_20547.pdf

Reaccion J: Formacion de pirazinas a partir de derivados 1,2-aminocarbonilicos
obtenidos en la degradacion de Strecker.

R NH. o) R . R N R
2 R N R
-2H,0 = . =
+ —_— —
\\
R 0 HN R N R R N R

Productos de
la degradacién
de Strecker

Fuente: La reaccion de Maillard. UNAM. Archivo pdf. [ citado 9 de febrero 2017] disponible en:
http://depa.fquim.unam.mx/amyd/archivero/07LareacciondeMaillard_20547.pdf

Una dihidropirazina Una pirazina

Reaccion K: Formacion de la etilpirazina.

ST O O o

Fuente: La reaccion de Maillard. UNAM. Archivo pdf. citado 9 de febrero 2017] disponible en:
http://depa.fquim.unam. mx/amyd/archlvero/07LareacmondeMalIIard_20547 pdf

Reaccion L: Formacion de la 2-acetilpirazina a partir del glioxal.

I
NH, HO
/ HO. N
+2NH3 -2H,0 2 HO
S |
H N COCH,
Ghioxal Reduct:
C-met:iltrongfa IL 2-Acatilpirazina

Fuente: La reaccion de Maillard. UNAM. Archivo pdf. [ citado 9 de febrero 2017] disponible en:
http://depa.fquim.unam.mx/amyd/archivero/07LareacciondeMaillard_20547.pdf
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Reaccion M: Formacion de la tetrametil pirazina.

H,C, 0 H,C N
i —_—— ]
Wat\ N cH3 ]:
HC™ oM HC o

Fuente: HUAN T. et al. Kinetics of Tetramethylpyrazine Formation under High Hydrostatic Pressure.

(1) Formacion de la base de Shift
(2) Deshidrogenacion

Reaccion N: Formacion de la trimetil pirazina
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Fuente: CHI-KUEN Shu. Pyrazine formation from serine and treonine. J. Agric. Food Chem. 1999, 47, 4332-4335.

En el grupo de compuestos identificados como mayoritarios, se encuentran dos
alcoholes: el linalol y el 2-heptanol, éstos le proporcionan al cacao tostado notas
florales y herbales. Estos compuestos odoriferos son producidos por la
degradacion térmica de aminoacidos y por la reduccién de aldehidos y cetonas.®

El grupo funcional de los ésteres es uno de los grupos mas importantes en el
cacao tostado. Estos presentan las mayores unidades de area (concentracion) a
temperaturas altas (160-170 °C) con tiempos cortos (5-15 min) de tostado. Los
ésteres se correlacionan con las notas frutales del cacao tostado. 66

65 SERRA-BONVEHI J. Investigation of aromatic compounds in roasted cocoa powder. European Food Research and
Technology 221: p.19-29.2005.

66 JINAP S. et. al. Effect of roasting time and temperature on volatile component profiles during in broasting of cocoa beans
(Theobroma cacao). Journal of the Science of FoodAgriculture 77: p. 441-448. 1998.
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Durante todas esas etapas, se busca obtener la mayor cantidad y concentracion
de compuestos volatiles deseables como son: pirazinas, aldehidos, ésteres y
alcoholes principalmente. Con una menor cantidad de compuestos no deseables
como son &cidos de cadena corta y fenoles.®’

2.2.3 METODO DE EXTRACCION
2.2.3.1 Micro extraccion en fase sdlida con espacio de cabeza (HS-SPME)

En los ultimos afios se ha implementado una nueva técnica para la preparacion de
muestras, ésta no emplea disolventes organicos y no requiere tiempos largos de
extraccion, es la micro extraccion en fase sélida (SPME, por sus siglas en inglés)
desarrollada a principios de los afios 90 por el grupo de investigacion de J.
Pawliszyn.®® Posteriormente, la compafiia Supelco comercializé en 1993 el
sistema SPME basado en una microjeringa reutilizable. Las primeras fibras
desarrolladas fueron recubiertas con Polidimetilsiloxano (PDMS) y Poliacrilato
(PA), polimeros utilizados para la extraccion. La naturaleza quimica de los analitos
determina el tipo de polimero utilizado en la extraccion. No obstante, la seleccion
del recubrimiento se basa principalmente en la polaridad y en la volatilidad de los
compuestos.®® Hoy, el sistema manual de SPME, es un soporte semejante a una
jeringa modificada (HOLDER) donde se aloja la pequefia fibra de silice fundida
(Figura 1).

Figura 1. Dispositivo de Microextraccion en fase solida (SPME).
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Fuente: PENALVER M. Aplicacién de la micro extraccion en fase sélida al analisis medioambiental. Director: Rosa Marce y
Eva Pocurull. Tesis doctorado. Universidad Rovira | Virgili, departamento de Quimica Analitica y Organica, Area de Quimica
Analitica. Tarragona, p.11. 2002.

67 ROJAS-MONROQY G. Caracterizaciéon del aroma del café molido de Puerto Rico mediante la técnica de micro extraccién
en fase sdlida (SPME) y cromatografia de gas acoplada a espectrometria de masas (GC/MS). Tesis de Maestria,
Universidad de Puerto Rico, Puerto Rico, 2005.

68 PAWLISZYN, J. Applications of Solid Phase Microextraction. Ed. The Royal Society of Chemistry. Cambridge. UK, p, 655.1999.

69 DELGADO B. "Compuestos carbonilicos en muestras de interés medioambiental y agroalimentario. Capitulo IV:
Determinacion de compuestos carbonilicos mediante SPME-HPLC. ~ Ciencias y Tecnologias 7. p.230. 2009.
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Existen basicamente tres formas de extraccion en SPME: Extraccion directa,
extraccibn en el espacio de cabeza o head-space y extraccion con fibras
protegidas con membranas. En la primera forma, se introduce la fibra directamente
en la muestra ocurriendo una relacion entre la cantidad de analito absorbida por la
fibra en el estado de equilibrio y la concentracion de éste en la muestra. En la
segunda los analitos son extraidos de la fase de vapor equilibrada en la muestra,
por lo cual estos analitos necesitan ser transportados a la fraccion volatil antes de
ser absorbidos por la fibra. En este tipo de extraccion los analitos volatiles se
extraen mas rapido que los semi-volatiles dado que los primeros se encuentran en
una concentracion mas alta en el head-space que contribuye a tasas masivas mas
rapidas de transporte en dicho espacio y permite proteger la fibra de compuestos
de elevado peso molecular, modificar la matriz de la muestra, como por ejemplo
variando el pH, sin dafar la fibra. Mediante el ultimo método, se persigue proteger
la fibra con una membrana se establece una barrera que impide algun tipo de
dafio a la fibra. Esta membrana es ventajosa para la determinacion de analitos
gue tienen volatilidades demasiado bajas para usar el espacio en cabeza, con lo
cual la fibra ha de ponerse en contacto directo con la muestra. Ademas, el material
de la membrana puede afiadir un cierto grado de selectividad al proceso de
extraccion.’®

En general, los tiempos de equilibrio para compuestos volatiles son mas cortos en
head-space que en el de inmersion directa, debido principalmente a tres razones:
a) una gran fraccion de los analitos estan presentes en la fase de vapor antes del
comienzo de la extraccion, b) existe normalmente una gran interface entre la
matriz de la muestra y el espacio de cabeza, y c) los coeficientes de difusion en la
fase gas son generalmente mas altos que en una liguida. Por altimo, es importante
porque su resultado en cuanto a la composicion de la muestra en estudio
representa de mejor forma el aroma percibido por el hombre. "2

Existen varios estudios realizados que involucran al cacao con la técnica de micro
extraccion en fase sélida (SPME); por ejemplo, se ha llevado a cabo un estudio de
los compuestos volatiles del cacao variedad forastero, durante los procesos de
fermentacién, secado y tostado. Mediante la aplicacion de andlisis de los
componentes principales (PCA) y usando perfiles cromatograficos obtenidos por
SPME en la etapa de tostado se lograron aislar 70 compuestos volatiles.”?

70 Ibid. p.228-229.

71 SANZ C. ANSORENA D. BELLOJ. y CID C. Optimization Head Space Temperature and Time Sampling for Identification
of Volatile Compounds in Ground Roasted Arabica Coffee. 49: p. 223. 2001

72 RODRIGUEZ J. “Estudio de los compuestos volatiles de Theobroma cacao L., durante el proceso tradicional de
fermentacion, secado y tostado”. Director: Maria Eugenia Jaramillo Flores y Eugenia del Carmen Lugo Cervantes. Tesis
doctoral. Instituto Politécnico Nacional, Escuela Nacional De Ciencias Biol6gicas, Seccién de Estudios de Posgrado e
Investigacion. México, D.F., junio de 2011.
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* Condiciones De Extraccion.

La micro extraccion en fase solida acoplada a espectrometria de masas (SPME-
GC/MS), requiere una serie de condiciones para realizar una mejor extraccion,
tales como:

Tipo de fibra: La seleccion de la fibra se basa en la absorcion de analitos por ella 'y
en la evaluacion del tipo de fase estacionaria contenida en cada fibra. Las fibras
de PDMS, que es un polimero liquido, son las mas utilizadas ya que fueron las
primeras fibras introducidas para SPME. Estas fibras son las mas adecuadas para
los analitos apolares, aunque en algunos casos, también pueden ser usadas para
la determinacién de analitos con cierta polaridad. 3 La afinidad de los analitos por
el PDMS puede ser estimada a partir de los tiempos de retencion de los
compuestos en las columnas de PDMS ya que el polimero que compone las fibras
de PDMS y estas columnas capilares es basicamente el mismo. En general, se
recomienda utilizar las fibras de mayor espesor, como la de 100um, para
compuestos con coeficientes de particion bajos y de poco espesor para los que
presenten coeficientes de particién elevados.”

Temperatura de extraccion: estudios muestran que existe mayor cantidad de
compuestos volatiles en las muestras que son sometidas a calentamiento que
aquellas que no se han calentado. A temperatura ambiente, no todos los
compuestos son absorbidos por la fibra. Se ha estipulado que para la extraccion
de analitos por HS-SPME: “un aumento en la temperatura de extracciéon, ayuda a
una rapida extraccion y conduce a un aumento en la concentracion de los
analitos”.”®

Tiempo de extraccion: Se selecciona el tiempo de extraccion requerido para llegar
al estado de equilibrio entre la fibra y los compuestos volatiles de la muestra. Se
han estudiado diferentes tiempos de extraccioén (10, 30, 60 y 90 min). El aumento
de los compuestos volatiles se da a medida que transcurre el tiempo de
exposicion. El equilibrio se ha alcanzado a los 60 min, en tiempos superiores se ha
evidenciado una disminucién en cuanto a su abundancia.”® COSTA reporta que
después de que la fibra alcanza el equilibrio la cantidad de extractos empieza a
disminuir. La razén de este comportamiento se sugiri0 que los compuestos son
liberados por la fibra luego de su equilibrio.””

73 GRANDA F. VALENCIA S. MARIN J. M. RESTREPO G. Optimizacién Del Método De Microextraccion En Fase Sélida
Acoplada A Cromatografia Gaseosa Para Analisis De Metanol En Agua. Revista Colombiana de Quimica, vol. 40, nim. 2,
p.201-210. Universidad Nacional de Colombia Bogota, Colombia.2011.

74 PAWLISZYN J. Solid Phase Microextraction: Theory and Practic. Wiley-VCH Inc.: New York, p. 248.1997

75 Ibid., p.250

76 ROJAS G. ME. Op.cit., p. 48

77 COSTA F. PARREIRA C. Comparation of Two SPME Fibers for Differentiation of Coffee by Analysis of Volatle Compounds.
Chromatographia.
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2.2.4 Técnicas instrumentales de analisis

Los avances tecnologicos en el campo del andlisis instrumental han permitido
investigar a fondo los compuestos responsables del aroma y determinar el
complejo perfil aromatico de diferentes sustancias. Se distinguen dos técnicas muy
importantes empleadas en el andlisis de compuestos volatiles que son la
cromatografia de gases y espectrometria de masas (GC y MS); las cuales cada
dia toman mayor importancia en este campo.

2.2.4.1 Cromatografia de gases (GC).

En cromatografia de gases (GC), la muestra se volatiliza y se inyecta en la cabeza
de una columna cromatografica. La elucion se produce por el flujo de una fase
movil de un gas inerte (Nitrégeno, Helio o Hidrégeno), y a diferencia de la mayoria
de los tipos de cromatografia, la fase moévil no interacciona con las moléculas del
analito; su Unica funcién es la de transportar el analito a través de la columna.
Para realizar una separacion mediante cromatografia de gases, se inyecta una
pequeia cantidad de muestra en la corriente del gas inerte a elevada temperatura;
en la columna se separaran los componentes de la mezcla por medio de un
mecanismo de adsorcidbn (cromatografia gas -solido). Los componentes
separados, emergeran de la columna a intervalos discretos y pasaran a través de
algun sistema de deteccion adecuado, o bien seran dirigidos hacia un dispositivo
de recogida de muestras. Los componentes de la mezcla se separan de acuerdo a
sus afinidades con la fase estacionaria.”

Figura 2. Esquema de un cromatografo de gases.
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Fuente: HOFFMAN A. "Cromatografia de gases acoplado a un detector de masas GC/MS". [Citado agosto 2014] Disponible
en internet: http://tesis.uson.mx/digital/tesis/docs/21937/Capitulo5.pdf. p.46.

78 HOFFMAN A. "Cromatografia de gases acoplado a un detector de masas GC/MS". [Citado agosto 2014] Disponible en
internet: http://tesis.uson.mx/digital/tesis/docs/21937/Capitulo5.pdf. p.46.
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2.2.4.2 Cromatografia de gases acoplada a Espectrom etria de masas (GC-
MS).

La CG es la principal técnica analitica para la separacion de compuestos volatiles,
por su rapido analisis, resolucién, facil operacion y excelentes resultados
cuantitativos. Desafortunadamente la GC no puede confirmar la identidad o
estructura de una muestra. El propésito basico de la espectrometria de masas es
convertir la muestra en productos que son indicativos de la molécula original. Los
productos formados son iones positivos gaseosos, cuya masa Yy abundancias
relativas son mostradas en el espectro de masa. La cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) es una técnica que se basa en la
separacién de compuestos volatiles teniendo en cuenta sus puntos de ebullicion.
Al llegar al detector, las moléculas del analito son bombardeadas por electrones,
rompiendo enlaces (en ocasiones no necesariamente) y formando fragmentos mas
estables.”

El adecuado manejo de los equipos a traves del software y de los datos obtenidos
durante el andlisis instrumental, permite una completa y apropiada interpretacion
de los resultados, disminuyendo asi el tiempo que se invertiria en el
procesamiento manual de los mismos y facilitando la implementacion de las
Buenas Practicas de Laboratorio (GLP por sus siglas en inglés).8°

Imagen 11. Cromatografo de gases acoplado a espectr ometria de masas

(| L

T

Fuente: Equipo de la Universidad de Narifio. Laboratorios Especializados. Laboratorio de Cromatografia

79 LOPEZ VALENCIA J.P., "Estandarizacion de la técnica de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
para la identificacién y cuantificacion de metil ésteres de &cidos”. Director: Juan Pablo Arrubla. Universidad tecnoldgica de
Pereira. Facultad de tecnologia, Programa de tecnologia quimica. Pereira. 2008

80 STASHENKO, E. Acoplamiento GC-MS: sistemas de datos (Software). [Citado agosto 2014] Universidad Industrial de Santander.
Laboratorio de Cromatografia. Escuela de Quimica. Disponible en Intemet: http://cromatografia.uis.edu.colcursos
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» Correlacion entre GC-MS e indices de retencion de K ovat’s (I k)

Para la identificacion de los compuestos separados por cromatografia de gases
mediante la espectrometria de masas, los tiempos de retencion y los espectros,
algunas veces no proporcionan informacién suficiente para asegurar una
identificacion positiva, en el caso de mezclas complejas como los compuestos
volatiles. Una aproximacion adicional consiste en combinar la especificidad y/o
reproducibilidad de los indices de retencién con los patrones de fragmentacion
obtenidos por Espectrometria de masas, para el componente correspondiente al
tiempo de retenciéon considerado.®!

Los Ik indican el orden de aparicion de los compuestos respecto a parafinas
lineales, su determinacion se hace dependiendo de las condiciones de
temperatura a las que se haya realizado el analisis de la muestra. Sin embargo,
las mas comunes son las condiciones de temperatura programada, en donde los
tiempos de retencion de una serie homologa aumentan en forma lineal con el
numero de carbonos.??

81 A. P. Cromatografia gaseosa. p.18. [Citado agosto 2014] disponible en Intemnet: www.bilbo.edu.uy/~planta/pdfiGC.doc.
82 ALVAREZ A. Aislamiento, purificacion e identificacién de los principios toxicos alcaloidales en plantas del género crotalaria y alimento
contaminado para aves. UIS. Bucaramanga, p. 135. 2004.
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3. METODOLOGIA
3.1 Plan experimental.

Para el desarrollo de todos los objetivos planteados, la estrategia experimental
que se siguio fue dividida en dos etapas. En la etapa | se determind las mejores
condiciones para la extraccion de los compuestos volatiles mediante la técnica de
micro extraccion en fase solida (HS-SPME), para ello se empled una variedad de
cacao reconocida comercialmente con la referencia CCN51. Posteriormente, en la
etapa Il se evaluo los perfiles de los componentes volatiles mayoritarios de dos
clases de cacao producidos y comercializados por la asociacion CORTEPAZ, este
cacao es reconocido como regional, los cuales presentaron variaciones en los
tiempos de fermentacion.

Diagrama 4. Etapas experimentales.

./. -\\ ./.

Determinacion Analisis de los |
de las mejores compuestos
condiciones de volatiles
extraccion con mayoritarios
el cacao de de dos clases ‘
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€

EATAPA |
ETAPA Il

3.1.1 Materia prima.

Para la primera etapa se utilizé cacao de referencia CCN51 (clon) fermentado por
9 dias, ya que se trata de un cacao ampliamente estudiado y comercializado por lo
cual puede considerarse como un material de referencia no certificado. Para la
segunda etapa se empleé el cacao regional con dos tiempos diferentes de
fermentacion (5 y 6 dias), de esta manera se logr6 comparar el cacao de
referencia CCN51 con el cacao regional considerado fino de aroma y el efecto de
los tiempos de fermentacidon. Las tres muestras de cacao fueron obtenidas de la
asociacion CORTEPAZ, ubicada en la vereda San Luis Robles del municipio de
Tumaco.
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Imagen 12. Localizacion del municipio de Tumaco en el departamento de
Narifio

Fuente: Google maps

Las actividades de cosecha de las mazorcas de cacao y la posterior obtencion de
los granos de cacao se realizaron por métodos tradicionales segun las costumbres
de produccién y post cosecha que la asociacion CORTEPAZ tiene implementadas.
La fermentacion y secado del grano de cacao CCN51 se llevé a cabo en el
beneficiadero de la asociacion. El cacao fresco o en baba se sometié a un proceso
de fermentacién espontanea. El proceso se realizé en cajas de madera y tuvo una
duracion de 9 dias. El proceso de aireacion, secado al sol y el tostado se realizd
de acuerdo al protocolo establecido para la preparacion de licor de cacao
comercial fino y de aroma.

Para evaluar el perfil de los compuestos volatiles del cacao regional, se realizé un
experimento variando los tiempos de fermentacidén, una muestra se sometié a 5
dias y la otra a 6 dias de fermentacion. Estas muestras tuvieron las mismas
condiciones de secado y tostado que el clon CCN51.

Todas las muestras de cacao se sometieron a microextraccion en fase solida con
espacio de cabeza (HS-SPME) para determinar las condiciones Optimas y analisis
por cromatografia de gases (GC) y cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS) para obtener el perfil cromatografico de
compuestos volatiles (identificacion de compuestos mayoritarios). Los resultados
de la optimizaciébn y comparacion de los compuestos volatiles obtenidos se
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analizaron por meétodos quimiométricos, mediante el paquete estadistico
STATGRAPHICS CENTURION XVI. II.
3.2 Material general de laboratorio

- Balanza: Balanza analitica Ohaus

- Agitadores: agitadores magnéticos Agimatic-N (P-Selecta)

- Plancha de calentamiento: plancha de calentamiento Corning PC420D

- Equipo de extraccion: fiboras de SPME Supelco, referencia: DVB-
CAR/PDMS 30um, CAR/PDMS 75um y PDMS/DVB 65um, instaladas en un
holder Supelco.

- Equipos de andlisis: cromatografo de gases ShimadzuGC-17A, con un
detector de ionizacién en llama (FID) - cromatégrafo de gases acoplado a
un detector selectivo de masas (GC-MS) Shimadzu QP2010S.

3.3 Métodos de analisis
3.3.1 Ajuste de las variables de extraccion de los ~ compuestos volatiles

Para la determinacion de las condiciones Optimas de extraccion se empled una
muestra de cacao CCN51 y se desarroll6 un procedimiento para detectar los
analitos por medio de HS-SPME acoplada a cromatografia de gases con detector
de ionizacion en llama (GC-FID) segun la metodologia reportada por MILLARES
83, para lo cual se realiz6 la optimizacion de las condiciones experimentales
mediante la aplicacibn de un disefio experimental tipo factorial usando la
metodologia de superficie de respuesta. Los factores fueron: tipo de fibra,
temperatura y tiempo de extraccion. El objetivo del disefio experimental fue
maximizar la extraccion de los compuestos volatiles de la muestra.

Se tomo 4g de muestra de cacao CCN51 tostado y molido, se llevo a un vial con
septa de goma de cierre hermético.

Se acondiciono las tres fibras de SPME previamente instaladas en el holder segun
los parametros recomendados por el fabricante en el inyector del cromatografo de
gases, una vez la fibra estaba lista se perforo la septa de goma y se llevé a un
sistema de calentamiento el cual constd6 de una plancha de calentamiento y
agitacion constante para cada extraccion, el montaje se detalla en la imagen 13.
Las especificaciones de extraccion y el disefio estadistico se indican en la tabla 1.

83 MIRALLES-GARCIA J. Chemical Composition and Flavour- Development of Cocoa Products by Thermal and Enzymatic
Technologies. Thesis Ph. D. University of Salford, A Greater Manchester University, School of Environment and Life
Sciences. 2008.
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Tabla 1. Especificaciones de extraccion técnica HS-SPME.

Clase de disefio Superficie de | Factorial completa de 3 factores
respuesta a 3 niveles

Numero de ensayos 33 =27. Por duplicado = 54 aleatorizados

Factores Temperatura 3 niveles (25, 40 y 60°C)

experimentales Tiempo 3 niveles (15, 30 y 60 minutos
Fibra 3 niveles ( Fibras: DVB/CAR-

PDMS,CAR/PDMS,DVB/PDMS)
Variables de respuesta | NUmero de COVs

Fuente: esta investigacion

Imagen 13. Montaje de la técnica Microextraccion en  fase solida con espacio
de cabeza (HS-SPME)

Termémetro

p Holder con la fibra

Beacker con glicerina <

» Vial con la muestra

» Magneto

Plancha de calentamiento

Fuente: Esta investigacion.

En todas las combinaciones de tiempo-temperatura se consideraron 15 minutos
como condicién de pre-equilibrio segun los reportes encontrados en el trabajo de
RODRIGUEZ .8

84 RODRIGUEZ CAMPOS J. “Estudio de los compuestos volatiles de Theobroma cacao L., durante el proceso tradicional
de fermentacion, secado y tostado”. Tesis de doctorado en alimentos. Instituto Politécnico Nacional, Escuela Nacional De
Ciencias Bioldgicas, México, D.F., p. 55. junio de 2011.

64



Para esta fase, el analisis de la cantidad de compuestos volatiles presentes en la
muestra de ensayo de cacao CCN51, segun las variables estudiadas, se empled
la técnica Cromatografia de gases con detector de ionizacién en llama (GC-FID)
con las siguientes condiciones: Un equipo Shimadzu GC-17A (Imagen 14), con un
detector de ionizacién en llama (FID). Columna ZB-5MS (Phenomenex de 30m x
0,25mm, diametro interno 0,25um). El gas de arrastre fue helio a razén de 1,0
mL/min, la temperatura del inyector 250°C y del detector 280°C. La fibra para cada
muestra se introdujo en el inyector del GC para desorcion de los volatiles durante
2 min en el modo de splitless. La programacion de temperatura fue de 40°C
durante 2 min, luego se incrementdé a razon de 10 °C/min hasta 280°C y se
mantuvo a esta Ultima durante 5min hasta terminar la separacion.8®

Imagen 14. Cromatografo de gases

Fuente: Equipo de la Universidad de Narifio. Laboratorios Especializados. Laboratoiér;atagraﬁa
3.3.2 Separacion e identificacion de los compuestos volatiles mayoritarios

Una ves determinadas las condiciones de extraccion, el perfil de compuestos
volatiles del cacao se obtuvo empleando la técnica de micro extraccién en fase
sélida con el modo de espacio de cabeza (HS-SPME) acoplada a cromatografia
de gases-espectrometria de masas (GC-MS).

Los compuestos volatiles pre-concentrados por la fibra de SPME a partir de las
muestras de cacao, se sometieron a un analisis por cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) para separarlos e identificarlos. El
equipo utilizado fue un cromatégrafo de gases acoplado a un detector selectivo de
masas (GC-MS) Shimadzu QP2010S (Imagen 15). Se realizaron ensayos a las
muestras de cacao regional y el clon CCN51 por triplicado.

85 MIRALLES-GARCIA J. Op Cit. p. 50.
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Las condiciones de separacion y el programa de temperatura fueron similares a
las usadas para GC-FID en todos los casos. Los espectros de masas se
obtuvieron en el modo full scan, la técnica de ionizacion empleada fue impacto
electronico (El) a 70 eV con un barrido de 1.8 scans/s y con un rango de m/z 35-
300.

Los criterios de identificacion de los compuestos fueron dos: primero comparando
los espectros de masa de cada compuesto observado en el cromatograma de las
muestras, con los espectros de la libreria Wiley 275L y NIST instaladas en el
equipo como soporte de identificacion y en segundo lugar se efectlo el calculo de
indices de retencién Kovats (ecuacion 1).

Imagen 15. Cromatografo de gases acoplado a espectr ometria de masas

Fuente: Equipo de la Universidad de Narifio. Laboratorios Especializados. Laboratorio de Cromatografia

X

try —Iry,
IK = 100C, + (—) %100 (Cy— C,)
try —tr,

Ecuacion 1.

Donde:

Ik = indice de Kovat's

X = analito problema

n = numero de atomos de carbono del alcano que eluye antes de x

N = numero de atomos de carbono del alcano que eluye después de x
Trx = tiempo de retencién ajustado del analito x

Trn  =tiempo de retencion ajustado del n-alcano que eluye antes de x

Trn = tiempo de retenciéon ajustado del n-alcano que eluye después de x8°

86 ALVAREZ A. Aislamiento, pirificacion e identificacion de los principios toxicos alcaloidales en plantas del genero
crotalaria y alimento contaminado para aves. Universidad industrial de Santander. p. 135. 2004
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Determinacion de las condiciones Optimas de ext  raccion de compuestos
volatiles mayoritarios con la muestra de cacao CCN 51.

La metodologia de superficie de respuesta (MSR) que se utilizd para optimizar el
meétodo, permitié el modelado y el analisis de los datos en los que la extraccion de
COVs se ven influenciados por factores experimentales como: Temperatura (25,
40 y 60°C), Tiempo (15, 30 y 60 min.) y fibra (DVB/CAR-PDMS =1, CAR/PDMS =
0 y DVB/PDMS = -1);%" ya que estos factores pueden incrementar o disminuir la
cantidad y concentracion de compuestos. El mayor contenido de COVs es una
funcién de los niveles de cada uno de los factores experimentales.

Para determinar las condiciones éptimas de extraccién, se tuvo en cuenta las
siguientes variables de respuesta: a) numero de COVs con un area =100 cuentas
(COVs 100), b) numero de COVs con un area =500 cuentas (COVs 500), c)
namero de COVs con un area 21000 cuentas (COVs 1000) y d) la mayor area total
de cada extraccion de COVs (COVs TOTAL).

Con estos factores se construyé un modelo de optimizacion para cada variable de
respuesta anteriormente mencionadas. Se tomé como variable de respuesta el
namero de COVs extraidos con un area =100 cuentas, valor minimo estimado, por
presentar el mayor numero de COVSs, y que permitié notar el comportamiento de
los efectos principales y sus interacciones.

Las estimaciones para cada uno de los efectos experimentales y sus interacciones
permitieron establecer el error estandar de cada uno de estos efectos, el cual
determind su error experimental.

87 BASTIDAS A. "Estudio Quimico De Los Componentes Volatiles (HS-SPME) Y Analisis De La Composicién De Taninos Y
Cafeina En Un Tipo De Café Tostado Y Molido Tradicional Colombiano™. Director: Nelson Hurtado. Tesis de pregrado.
Universidad de Narifio, programa de Quimica. Pasto. 2010.
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Tabla 2. Efectos estimados en la extraccion 100 COV  s.

Efectos experimentales y sus interacciones Estimado del Error
namero de COVs Estandar

Promedio global del andlisis cromatografico 60,0218 3,36103
A: Tiempo 12,3296 6,40378
B: Temperatura 9,53218 7,00614
C: Fibra 32,8979 7,11786
AA -12,9291 5,68645
AB -9,15975 3,50342
AC -4,89772 3,50954
BB 19,1875 5,1207
BC 6,7942 3,53477
CC 14,0148 5,00751
AAB 6,73986 6,92918
AAC -6,5 6,95271
ABB 7,3125 6,10428
ABC -4,8522 4,19972
ACC 1,71429 5,95947
BBC 0,631944 6,2163
BCC -0,189189 6,04829
Bloque -3,77778 2,33589

Fuente: esta investigacion

En la tabla anterior (Tabla 2), se observa que el promedio global de los 54 analisis
cromatograficos fue aproximadamente de 60 COVs extraidos, con un area = 100
cuentas. Este valor estimado, permitié establecer el comportamiento de los
factores principales y sus interacciones, mediante el cambio en el promedio global
como variable de respuesta, al pasar el factor de un nivel bajo a un nivel alto.

El tipo de fibra empleada, fue determinante en la extraccién de los COVs. Ademas,
se observo que las interacciones (BB y CC) presentan un efecto de aumento
(signo +) en la extraccion de COVs expresados en unidades (numero de COVs)
por término medio. Es decir, la interaccion BB indic6 que el cambio en la
temperatura es significativo, al realizar las extracciones con una temperatura de
25°C a una temperatura de 60°C, el aumento se da en 19,1875 COVs extraidos
mas que el promedio global. Los efectos estimados de los experimentos
realizados se aprecian a continuacion en el diagrama de Pareto (grafica 1).
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Gréafica 1. Diagrama de Pareto para la Extraccion d

e COVs 100.
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La significancia estadistica de los efectos se realizé mediante una ANOVA. En la
tabla 3 se observa que se particiono la variabilidad de COVs = 100, en bloques
separados para cada uno de los efectos. Lo que permitié probar la significancia
estadistica de cada efecto comparando su cuadrado medio contra un estimado del
error experimental. En este caso, 1 factor principal y 4 interacciones (AA, AB, BB y
CC), tienen un valor-P menor que 0,05, indicando que son significativamente
diferentes de cero con un nivel de confianza del 95.0%. Estableciendo que el TIPO
de FIBRA, tuvo un efecto significativo durante el proceso de extraccion, esto se

i

2

3

Efecto estandarizado

Fuente: esta investigacion

evidencio a partir del grafico de efectos principales (Grafico 2).

Tabla 3. Andlisis de varianza para la extraccion de  COVs 100.
Factores Suma de Gl |Cuadrado Medio |Razo6n-F Valor-P
Experimentales Cuadrados
A: Tiempo 273,062 1 273,062 3,71 0,0621
B: Temperatura 136,353 1 136,353 1,85 0,1821
C: Fibra 1573,54 1 1573,54 21,36 0,0000
AA 380,795 1 380,795 5,17 0,0291
AB 503,528 1 503,528 6,84 0,0130
AC 143,459 1 143,459 1,95 0,1714
BB 1034,23 1 1034,23 14,04 0,0006
BC 272,14 1 272,14 3,69 0,0625
CcC 576,991 1 576,991 7,83 0,0082
AAB 69,6911 1 69,6911 0,95 0,3372
AAC 64,381 1 64,381 0,87 0,3561
ABB 105,707 1 105,707 1,44 0,2388
ABC 98,3276 1 98,3276 1,33 0,2556
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ACC 6,09524 1 6,09524 0,08 0,7753
BBC 0,761261 1 0,761261 0,01 0,9196
BCC 0,0720721 1 0,0720721 0,00 0,9752
Bloques 192,667 1 192,667 2,62 0,1145
Error total 2651,81 36 73,6613

Total (corr.) 18797,3 53

Segun el grafico 2, a un nivel alto de temperatura (60°C), se favorece la extraccion
de COVs, y se puede apreciar que existe una diferencia bien definida en el tipo de
fibra que se empled, en este caso, la que genera los mejores resultados fue la
fibra con tres revestimientos DVB/CAR-PDMS de caracter bipolar. En cuanto al
tiempo, se observo que la extraccion no se favorece al tiempo maximo (60min.),
esto se debe a que la fibra alcanza estados de saturacion, por lo que a tiempos

Fuente: esta investigacion

superiores ocurre un proceso de desorcion.

N° Picos

87

77

67

57

47

Gréfica 2. Factores principales de la extraccion de COVs 100
15,0 60,0 250 60,0  -1,0 1,0
Tiemno Temoeratura Fibra

Lo anterior permitié establecer, cuales son los principales factores experimentales
a tener en cuenta para la determinacion de las condiciones 6ptimas de extraccion
de COVs = 100. Estos factores presentaron un modelo ajustado de segundo
orden, que permitio estimar el comportamiento a seguir para alcanzar la region de

Fuente: esta investigacion

optimizacién. En la tabla 4 se puede observar estos detalles.
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Tabla 4. Coeficientes de regresion para COVs 100

Coeficiente Estimado
Constante -0,41302
A:Tiempo 3,89691
B:Temperatura 0,272008
C:Fibra -4,7038

AA -0,0289356
AB -0,085262
AC 0,634508
BB 0,0114286
BC 0,337479
CcC 5,80856
AAB 0,0

AAC 0,0

ABB 0,000530612
ACC 0,0380952
BBC 0,0

BCC -0,00540541
ABC -0,0111691

Fuente: esta investigacion

Con los resultados anteriores se estimdé la ecuacion de regresion que se ha
ajustado a los datos. La ecuacion del modelo ajustado es:

N° Picos = -0,41302 + 3,89691*Tiempo + 0,272008*Tem peratura - 4,7038*Fibra

Ecuacion 2

La ecuacion 2 expresa la relacion que existe en la interaccion de los tres factores
experimentales principales.

A continuacion, se procedié a determinar las condiciones 6ptimas de extraccion de
los COVs, a partir de las demas variables de respuesta, para lo cual se utilizo el
proceso de optimizaciéon de andlisis multivariable. La prioridad del andlisis, es
alcanzar la mayor deseabilidad (expresar un valor de respuesta igual a y sobre
una escala de 0 a 1 en la ecuacién de un polinomio de segundo grado), en la
extraccion del nimero de COVs, a partir de la evaluacion de las cuatro variables
de respuestas.

El proceso estadistico utilizado permitid determinar la combinacion de los factores
experimentales, que simultineamente optimizan las cuatro variables de
respuestas, maximizando la funcion de deseabilidad. En la tabla de datos
experimentales de la metodologia de superficie de respuesta (anexo A), muestra
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la funcion de deseabilidad evaluada en cada punto del disefio experimental. Entre
los puntos del disefio, la deseabilidad maxima experimental, se alcanz6 en la
corrida de analisis 9, con un valor de 0.707504; con niveles experimentales de
60°C, 60min y fibra DVB/CAR-PDMS, pardmetros que se acercan a la region
Optima del disefio experimental.

El proceso de determinacion de la maxima deseabilidad, permiti6 establecer
parametros tedricos optimos para el proceso de extraccion de COVs, basados en
la determinacion de la deseabilidad global 6ptima. Se detallan las condiciones
Optimas en la tabla 5.

Tabla 5. Deseabilidad global 6ptima para extraccién de COVs para SPME

Valor 6ptimo = 0.700727

Factores Niveles Optimo Variables de respuesta | Valores 6ptimos
experimentales Bajo Alto COVs 100 100.213
Temperatura (°C) | 25 60 60 COVs 500 67.0632
Tiempo (min.) 15 60 49.8622 | COVs 1000 46.004

Fibra -1 1 1 Area Total 453445

Fuente: esta investigacion

Las cuatro variables experimentales presentan su mayor significancia en los
niveles de disefio experimental de 60°C, 50min. y la fibora 1 (DVB/CAR-PDMS),
donde los valores tedricos de extraccion de numero de COVs es de 100,213;
67,0632; 46,004 y para las variables de respuesta de COVs 100, 500 y 1000
respectivamente, y de una AREA TOTAL de 453445 cuentas para el total de
COVs

Los estudios que se han llevado a cabo indican que un aumento de temperatura
favorece el alcance de equilibrio entre las tres fases presentes en la extraccion de
COVs por la técnica de HS-SPME®, lo cual coincide con los resultados
encontrados.

En la grafica 3 se puede apreciar el comportamiento estimado en la combinacion
de dos factores (Tiempo y Temperatura), manteniendo constante el tipo de fibra
DVB/CAR-PDMS, lo que permitié establecer niveles éptimos de extraccién de
COVs, mediante la interaccion de los tres factores experimentales principales. Los
valores se detallan en la tabla 5.

88 ROJAS-MONROY G. Caracterizacion del aroma del café molido de Puerto Rico mediante la técnica de micro extraccion
en fase sdlida (SPME) y cromatografia de gas acoplada a espectrometria de masas (GC/MS). Tesis de Maestria,
Universidad de Puerto Rico, Puerto Rico, 2005.
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Gréfica 3. Superficie de respuesta estimada parala  extraccion de COVs

Superficie de Respuesta Estimada
DVB/CAR-PDMS

NUmero de COVs

g Il 00
g S a A =
x 0
(] N ,
f— 0,6
S | 0,5
g oo 0,6
: | - 0,7
o 02 . 0
s : 55 .
g 015 35 B 0,9

25 0
= BB 5 g B Temp (°C) M 1,0
=2

Tiempo (min.)
Fuente: esta investigacion

Al final del estudio de los factores y las variables, se logré identificar cuéles son las
condiciones Optimas para el andlisis del aroma mediante la técnica de
microextraccion en fase solida con espacio de cabeza (HS-SPME). Los
parametros encontrados se aprecian en la tabla 6.

Tabla 6. Condiciones Optimas de extraccion de COVs por la técnica HS-
SPME.

Factores experimentales principales Niveles
Temperatura (°C) 60

Tiempo (min.) 50

Fibra DVB/CAR-PDMS

Fuente: esta investigacion

En la imagen 16 se observa el cromatograma obtenido en las condiciones Optimas
del cacao CCN51 por GC-FID. Los tiempos de retencion areas y porcentajes
relativos del Cromatograma se presentan en el anexo B. En el cromatograma se
observa un total de 86 picos.
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iciones Optimas de

Imagen 16. Cromatograma del cacao CCN51 en las cond

e

extraccion
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4.2 Identificacion de los COVs mayoritarios en el ¢

(Licor) por GC-MS.

En la segunda etapa del estudio se utilizaron las condiciones de andlisis

encontradas mediante el disefio experimental para la identificacion de los

compuestos volatiles mayoritarios de dos variedades de cacao (CCN51 y cacao
regional) por la técnica de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de

lisis de los COVs entre dos

7

0O un ana

7

masas (GC-MS), también se desarroll

muestras de cacao regional (Tabla 7), teniendo en cuenta que cada muestra

presento dias de fermentacion diferentes.

Tabla 7. Clases de cacao estudiadas
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4.2.1 ldentificacion de COVs del cacao CCN51.

El cromatograma que se presenta en la imagen 17 fue el obtenido para la muestra
de cacao CCN51 por GC-MS, en las condiciones 6ptimas determinadas
experimentalmente. El cromatograma que se encuentra en el anexo C se pueden
apreciar 43 compuestos de una de las replicas, de los cuales se seleccionaron 39
COVs siendo los comunes entre las tres replicas realizadas, éstos se pueden
observar en la imagen 17. Por otra parte, en la tabla 8 se presentan los
compuestos identificados para el cacao CCN51. Esta identificacion se llevé a cabo
empleando el célculo de los indices de retenciébn de Kovats (ecuacion 1)
comparando los resultados con la base de datos ADAMS®, y se identificd los
compuestos mediante la comparacion de sus espectros de masas con los teoricos
publicados en las bases de datos NIST® y Wiley®!. Ademas de esta informacion
tambien se presentan las caracteristicas organolepticas de cada uno de los
compuestos identificados.

Imagen 17. Cromatograma del cacao CCN51, por HS-SPM E y GC-MS

(2,057,

Fuente: esta investigacion

89 ADAMS R. Identification of essential oil components by gas chromatography/quadrupole mass spectroscopy. Baylor
university. 2004.

90 NIST. indice de retencién de Kovats tedrico. [Citado octubre 2016]. Base de datos en linea. Disponible en:
http://webbook.nist.gov/chemistry/name-ser.html

91 WILEY. Espectros de masas. Base de datos equipo (cromatégrafo de gases acoplado a espectrometria de masas
SHIMATZU CUPER-2010s
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Tabla 8. COVs identificados del cacao CCN51 y las notas odor ificas
producidas.

Grupo P’i\go TR? Area Compuesto Nota producida 2 IKEP | IkT®
3 4.433 481238 | 3- metil butanal caramelo-chocolate | ----- 4| 655

4 7.823 64410 | 2-metil butanal rancio-chocolate-malta fermentada | ----- 41 641

5 8.410 564419 | 3-hidroxi-2-butanona dulce-mantequilla-crema 719| 721

16 19.356 366276 | Benzaldehido dulce-cereza-almendra amarga 976 | 960

" 17 19.490 338851 | 5-metil-furfural picante- caramelo- arce 981 | 964
§ 22 | 21.994 128713 | Bencen acetaldehido gﬂﬁfora"c'a"o'mie"cacao' 1064 | 1042
%’) 25 23,694 674374 | Acetofenona dulce- acre-almendra - acacia 1087 | 1065
§ 29 23.385 294540 | 2-nonanona coco-herbal-dulce-frutal-queso 1116 | 1096
g 30 | 24303 600442 | ZISOPOPI-SMelZ )y 1125 | 1097
32 25.696 572948 | Trans-ISOMENTONA menta fresca-menta dulce 1176 | 1124

34 26.786 662013 | Cis-ISOMENTONA menta fresca-menta dulce 1187 | 1132

37 28.448 157475 | 2-fenil-2-butenal chocolate tostado 1302 | 1279

39 | 35730 274835 ﬁ;}(’gg;z'fen”'z' chocolate-amargo-almendra 1528 | 1482

1 2.026 2661704 | 2-propanol alcohol-lefioso-almizcle | T p 515

5 9.289 709482 | 2,3-butanediol frutal-cebolla 809 | 789

é 6 10.166 514198 | 1,3-butanediol inodoro 818 NR
E 9 15.037 150143 | 2-furanmetanol alcohol-rancio-dulce-caramelo 882 865
A 10 15.261 138762 | 2-heptanol Fresco-herbal-dulce-floral 921 | 906
31 25.451 667710 | Bencen etanol floral-rosas-seco-agua de rosas 1144 | 1113

7 12.574 616900 | 2-metil-pirazina nuez-chocolate tostado 832 | 826

11 15.476 813341 | 2,5-dimetil-pirazina Café 925 | 912

13 16.889 98232 | 2,3-dimetil-pirazina caramelo-chocolate 933 | 920

18 19.579 261458 | 2-etil-6-metil-pirazina patata asada 1013 | 991

@ 19 20.515 546055 | 2-etil-5-metil-pirazina tostado 1016 | 994
'é 20 21.001 880051 | Trimetil pirazina nuez-cacahuate 1018 | 1000
a 27 | 23.038| 1377789 ;fﬂiff'dime“" patata-cacao-nuez tostada 1097 | 1063
28 23.369 757005 | Tetrametil pirazina chocolate 1105 | 1086

33 | 25812| 409863 sif’é;'rt]gme“"&e“" caramelo 1182 | 1163

38 | 20522| 215555 3;:2‘2’512”“"2'5'“’“3“" alcanfor-tomillo-herbal-pino-agrio | 1342 | 1308

14 17.624 766774 | Butanoato de etilo frutal-pifia-cofiac 954 | 804

15 19.116 788831 | Acetato de etilo etereo- dulce-frutas-maleza verde 961 | 806

g 21 21.384 88082 | Acetato de sec- butilo solvente-banana 1059 NR
d 24 | 22404| 335573 | Mesodiacetatode23- 1079 | 1054
26 | 22815| 116178 E&'{:rilzcigltato de23- | . 1091 | 1064
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35 27.665 295984 | Caprilato de etilo Pifia 1217 | 1197

36 28.327 516806 | Fenil acetato de etilo floral- miel-Rosa-balsamico-cacao | 1270 | 1243
Terpeno 23 22.301 75137 | Beta-Ocimeno (E) citrico-tropical-terpénico-lefioso 1068 | 1050
Acidos 2 3.258 | 13705248 | Acido acético vinagre | 77 41625
Lactonas 12 16.515 79817 | Gamma butirolactona crema-aceite-caramelo-pan-café 930 | 908

aTiempo de retencion, 'ndice de Kovats experimental, ‘ndice de Kovats teérico, ‘ndice de Kovats no calculado, NR: no
reportado. Fuente: esta investigacion

Como se aprecia en la tabla 8 se identificaron siete clases de familias orgénicas,
siendo mas numeroso el grupo de aldehidos-cetonas con un total de 13
compuestos, seguido por las pirazinas con 10 y los ésteres con 7; de los cuales la
acetofenona es la de mayor area de los aldehidos-cetonas, este es producido
durante la fermentacion, PORTILLO reporta que este compuesto es generado al
cuarto dia de fermentacion®® y genera notas florales. La 3-etil-2,5-dimetil-pirazina,
como la mayoria de compuestos de esta familia se origina por medio de la
reaccion de Maillard (diagramas 2 y 3) y son los principales COVs responsables
del aroma caracteristico de las semillas de cacao, este compuesto fue el que
presento la mayor area en esta familia. Por su parte, el acetato de etilo fue el
mayoritario de la familia de esteres, este se origina durante las Ultimas etapas de
fermentacion y produce notas frutales. Por otra parte, el acido acético fue el
compuesto mas abundante (o de mayor area) en el cacao, generando aroma a
vinagre este se produce en el proceso de fermentacion.®*

4.2.2 Identificacion de COVs del cacao regional fermentad 0 5 dias (R-5)

El cromatograma que se presenta en el anexo E fue el obtenido por GC-MS en las
condiciones 6ptimas desarrolladas en este trabajo, para la muestra de cacao
regional (R-5) fermentado por 5 dias donde se encontraron 39 sefales. En la
imagen 18 se pueden observar los 33 COVs mayoritarios para su identificacion.

92 Caracteristicas organolépticas. Base de datos en linea. |[Citado agosto 2016]. Disponible en:
http://www.thegoodscentscompany.com/search3.php?gName=Phenylacetate&submit.x=0&submit.y=0

93 PORTILLO, Op. Cit. p.9

94 FRAUENDORFER F. SCHIEBERLE P. "Changes in key aroma compounds of criollo cocoa beans durin groastin”.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 56, p.10244-10251.2008

77



En la tabla 9 se puede apreciar los resultados de identificacion para el cacao R-5,
la identificacion se llevd a cabo empleando el célculo de indice de retencién de
Kovats (ecuacion 1), los resultados fueron comparados con literatura cientifica, y
corroborados con los espectros de masas publicados en las bases de datos
ADAMS NIST y WILEY?®: 96.97,

Imagen 18. Cromatograma del cacao regional R-5, por HS-SPME y GC-MS
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uente: esta investigacion

En la tabla 9 también se observa la clasificacion de los 33 COVs mayoritarios,
clasificados en diferentes grupos de familias organicas, donde se puede apreciar
que la mayor cantidad de compuestos se presentaron para las familias de
aldehidos-cetonas y ésteres con un total de 9 compuestos cada uno; el
benzaldehido y acetato de isoamil figuraron con la mayor concentracion (area), los
cuales le generan al cacao notas frutales y a almendras. Al igual que en el cacao
CCNBb1, el acido acético fue el compuesto que presento una mayor concentracion,
seguido por la tetrametil pirazina, siendo éste Gltimo compuesto muy importante en
la calidad organoléptica, puesto que genera notas aromaticas propias del cacao.%

95 ADAMS, Op. Cit.

96 NIST, Op. Cit

97 WILEY, Op. Cit

98 FRAUENDORFER F. SCHIEBERLE P. 2008. Op. Cit.
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Tabla 9. COVs identificados en cacao regional ferme

notas odorificas producidas.

ntado 5 dias (R-5) y

Grupo |N° Pico TR® Area Compuesto Nota producida *° IKEP | IkT®
1 2.526 224908 | 2,3-butanodiona mantequilla-dulce-caramelo-crema 41 600
3 3.417 102870 | 2-metil butanal rancio-chocolate-nuez-malta -4 1 641
@ 5 4.391 1636472 | 3-hidroxi-2-butanona dulce-mantequilla-crema 717 | 721
c
% 11 13.902 317843 | 2-heptanona frutal-picante-dulce-herbal-coco 903 | 892
L(;,) 14 17.646 1799788 | Benzaldehido dulce-cereza-almendra amarga 977 | 960
§ 19 21.400 153217 | Bencen acetaldehido dulce-floral-clavo-miel-cacao-jacinto | 1064 | 1042
é 21 22.311 117992 | Acetofenona dulce- mimosa -almendra - acacia 1087 | 1065
25 23.188 541843 | 2-nonanona coco-herbal-dulce-frutal-queso 1110 | 1096
33 29.426 137174 | 2-fenil-2-butenal chocolate tostado 1302 | 1279
4 4.195 46541 | 2-pentanol dulce-rancio-vino-banana-alcohol 712 | NR
6 5.236 91856 | 3-metil-1-butanol alcoholico-Whisky- frutal-banana 742 | 741
é 7 7.723 397413 | 2,3-butanediol frutal-cebolla 808 | 789
E 8 8.314 350342 | 1,3-butanediol Inodoro 817| NR
< 12 14.843 710878 | 2-heptanol herbal-dulce-floral-frutas verdes 922 | 906
27 24.368 816167 | Bencen etanol floral-rosas-seco-agua de rosas 1144 | 1113
13 16.515 973863 | 2,3-dimetil-pirazina caramelo-chocolate 934 | 920
§ 16 19.565 467582 | Trimetil pirazina nuez-cacahuate 1018 | 1000
:E 24 23.026 6222763 | Tetrametil pirazina Chocolate 1105 | 1086
& 2,3,5-trimetil-6-etil-
28 25.673 59717 pi’re{zina Caramelo 1182 | 1163
9 13.110 885002 | Acetato de isoamil dulce-afrutado-banana-solvente 890 | 874
10 13.264 150263 | Acetato de 2-metil-butilo | fruta-dulce-banana 891 | 877
18 21.220 873046 | Acetato de sec- butilo solvente-banana 1059 | NR
i 20 | 22000|  3286g0 | prdacetaode 23 1079 | 1054
§ 22 | 22516| 165835 | Mesodiacedlode 23 1092 | 1064
H 29 26.803 203184 | Caprilato de etilo Pifa 1217 | 1197
30 28.041 108645 | Acetato de 2-octilo terroso-herbal-humus 1257 | 1196
31 | 28.456 666653 | Fenil acetato de etilo gg'cfc;ﬂora" miel-Rosa-balsamico- | 1576 | 1943
32 28.857 883738 | Acetato de 2-fenil etilo floral -rosa-dulce-miel- fruta- tropical | 1283 | 1255
15 19.035 237412 | Beta-Mirceno terpénicos- picante- balsamico 1005 | 991
Tegr;en 17 21.062 213815 | Beta-Ocimeno (Z) citrico-tropical-terpénico-lefioso 1056 | 1037
26 23.650 844683 | Alfa-Terpinoleno lefioso-terpénico-limén-herbal-citrico | 1123 | 1089
Acidos 2 3.258 | 20039362 | Acido acético Vinagre -4 1 625
Pirrol 23 22.721 134440 | 2-acetil-pirrol rancio-nuez-cumarinico-regaliz-nuez | 1097 | 1059

aTiempo de retencion, ® indice de Kovats experimental, © indice de Kovats tedrico, 9 indice de Kovats no calculado, NR: no
reportado. Fuente: esta investigacion

99 Caracteristicas organolépticas. Op. Cit.
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4.2.3 ldentificaciéon de COVs del cacao regional fermentad o 6 dias (R-6) y las
notas odorificas producidas.

En la imagen 19 se observa el cromatograma por GC-MS del cacao regional
fermentado por 6 dias, donde se lograron identificar un total de 36 compuestos, en
el que se aprecian dos sefiales importantes correspondientes al acido acético y la
tetrametil pirazina. En el anexo F se presenta el cromatograma obtenido
experimentalmente. En la tabla 10 se presenta la identificacion de los 36 COVs
agrupados en 7 familias de compuestos organicos diferentes; en la tabla también
se presenta la descripcibn organoléptica de cada uno de los COVs. La
identificacion se realiz6 de forma similar que en el cacao CCN51 y el R-5,
comparando los indices de retencion y los espectros de masas con los datos
reportados en las bases de datos ADAMS,1%° NIST10t y WILEY.102

Imagen 19. Cromatograma del cacao regional R-6, por HS-SPME y GC-MS
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Fuente: esta investigacion

100 ADAMS, Op. Cit.
101 NIST, Op. Cit
102 WILEY, Op. Cit
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Tabla 10. COVs identificados del cacao regional fer

notas odorificas producidas.

mentado 6 dias (R-6) y las

Grupo P,i\lco TR® Area Compuesto Nota producida 1% IKEP | IkT®
1 2.316 87126 | Butanal acre-cacao-rancio-malta- pan 4| 596
2 2.536 203262 | 2,3-butanediona mantequilla- dulce- caramelo- picante- crema | ---- | 600
4 3.422 137396 | 2-metil butanal rancio-chocolate-nuez-malta fermentada -4 641
@ 3-hidroxi-2- .
c 5 4.400 | 1717735 dulce-mantequilla-crema 718 | 721
S butanona
3 12 13.896 412155 | 2-heptanona frutal-picante-dulce-herbal-coco-lefioso 903 | 892
>
3 17 17.632 | 1853375 | Benzaldehido dulce-cereza-almendra amarga 976 | 960
K=
= Bencen : :
ﬁ 23 21.383 119811 acetaldehido verde-dulce-floral-clavo-miel-cacao-Jacinto 1064 | 1042
< 24 22.299 115335 | Acetofenona dulce- acre - mimosa -almendra - acacia 1086 | 1065
28 23.167 519370 | 2-nonanona coco-herbal-dulce-frutal-queso 1109 | 1096
35 29.412 255187 | 2-fenil-2-butenal chocolate tostado 1301 | 1279
6 5.239 160023 | 3-metil-1-butanol alcohdlico-Whisky- frutal-banana 743 | 741
@ 7 7.738 397549 | 2,3-butanediol frutal-cebolla 809 | 789
% 8 8.305 394826 | 1,3-butanediol Inodoro 817 | NR
[5)
< 13 14.822 777990 | 2-heptanol Fresco-herbal-dulce-floral-frutas verdes 921 | 906
30 24.355 711420 | Bencen etanol floral-rosas-seco-agua de rosas 1144 | 1113
15 16.500 942924 | 2,3-dimetil-pirazina | caramelo-chocolate 954 | 920
g 19 19.546 655999 | Trimetil pirazina nuez-cacahuate 1018 | 1000
_E 27 23.019 | 5138116 | Tetrametil pirazina | Chocolate 1105 | 1086
a N .
31 | 25664| 143501 | 23S timet-6-eti- | oo omelo 1182 | 1163
pirazina
9 11.327 248209 Acetato de 2- jugo de naranja-frutos verdes-banana-nuez 863 | NR
pentanol
10 13.098 | 1239813 | Acetato de isoamil | dulce-afrutado-banana-solvente 890 | 874
11 | 13242 203325 |Acettode2-metil- | ¢ o yiice-banana 892 | 877
butanol
14 15.444 125584 | Isovalerato de alilo | Fruta dulce- pifia-banana-manzana-cereza 933| NR
16 16.862 763259 | Acetato de etilo etéreo- dulce-frutas-maleza verde 961 | 806
9 22 | 21.204| 784872 | PO desec- | soivente-banana 1059 | NR
g Dl-diacetato de
& 23 21.989 308211 23-butanediol | 1079 | 1054
25 | 22504 | 18gess | Meso-diacetatode | 1092 | 1064
2,3-butaneodiol
32 26.785 236134 | Caprilato de etilo Frutal- vino-dulce-albaricoque-brandy-pera 1216 | 1197
33 | 28.447| 150043 | Fenlacetato de ora el rosa-balsamico-cacao 1270 | 1243
34 | 28841 1075218 | AOP1O de 2-fenil | 4, al-Rosa-dulce- miel- fruta tropical 1283 | 1255
36 32.909 79159 :z?)gfnoi?to de floral - verde- rancio-ambar- balsamico 1425 | 1441
18 19.022 258167 | Beta-Mirceno terpénicos- picante- balsamico- plastico 1005 | 991
Terpenos
20 21.046 177015 | Beta-Ocimeno (Z) | citrico-tropical-terpénico-lefioso 1055 | 1037
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29 23.642 803437 | Alfa.Terpinoleno lefioso-terpénico-limén-herbal-citrico 1123 | 1089

Acidos 3 3.263 | 20204038 | Acido acético Vinagre 4| 625

Pirroles 26 22,703 181995 | 2-acetil-pirrol rancio-nuez-cumarinico-regaliz-nuez-pan 1096 | 1059

aTiempo de retencion, ® indice de Kovats experimental, © indice de Kovats tedrico, 9 indice de Kovats no calculado, NR: no
reportado
Fuente: esta investigacion

Los resultados expuestos en la tabla 10 demuestran que el acido acético y la
tetrametil pirazina son los compuestos con mayor area, lo cual concuerda con lo
reportado por AFOAKWA, como se habia dicho anteriormente la tetrametil pirazina
es compuesto muy importante en la calidad organoléptica del cacao; por otra
parte, la familia de los esteres fueron los que se encontraron en mayor cantidad
con un total de 13 compuesto diferentes, siendo el acetato de isoamil el de mayor
area, y el que aporta notas frutales agradables al cacao.%

4 .3Precision del método de extraccion

Se realiz6 como figura de mérito la precision del método de extraccion,
determinando la repetibilidad del método analitico en las condiciones Optimas de
analisis. Para este fin se analizd una muestra de cacao CCN51 por triplicado, los
resultados obtenidos se presentan en la tabla 11. En el anexo C se presenta un
cromatogramas de las tres replicas y las tablas con los datos de cada replica

Los parametros estadisticos de desviacion estandar (s) y coeficiente de variacion
(CV %), permitieron verificar el grado de precision en términos de repetibilidad de
la extraccion SPME, con valores de 1298-1196177 y 0,59-11,39; para s y CV %,
respectivamente. El coeficiente de variacion en porcentaje, para la micro
extraccion en fase solida (SPME) permite hasta del 12%10°

Por otra parte, se calculé la reproducibilidad del método, para esto, se tomaron los
resultados cromatograficos de una muestra de cacao CCN51 analizados tres dias
diferentes, los resultados se consigan en la tabla 12 y se puede observar que el
rango del coeficiente de variacion esta entre 4,29 y 12,93. En el anexo D se
encuentra la informacion relacionada de cada uno de los ensayos.

103 Caracteristicas organolépticas. Op. Cit.

104 AFOAKWA EO, PATERSON A, FOWLER M, Ryan A. Matrix effects on flavour volatiles release in dark chocolates
varying in particle size distribution and fat content using GC-mass spectrometry and GC-olfactometry. Food Chemistry 113:
208,215. 2009

105 GRANDA F. et al. Optimizacion del método de microextraccion en fase sélida acoplada a cromatografia gaseosa para
andlisis de metanol en agua. Revista colombiana de Quimica. Grupo Procesos Fisico-Quimicos Aplicados, Universidad de
Antioquia, Medellin, Colombia, 2011.
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Tabla 11: Resultados de la repetibilidad del método

COMPUESTO Pico | AREARL | AREAR2 | AREA R3 | PROMEDIO s CV%
2-propanol 1| 2895213 | 2598714 | 2491185 2661704 | 209656 | 7,88
Acido acético 212861048 | 14552698 | 13701998 13705248 | 1196177 | 8,73
3- metil butanal 3 522404 470998 450312 481238 36350 | 7,55
2-metil butanal 4 66522 63995 62713 64410 1787 | 2,77
3-hidroxi-2-butanona 5 542650 590712 559895 564419 33985 | 6,02
2,3-butanediol 6 714211 695123 719112 709482 13497 | 1,90
1,3-butanediol 7 518382 514058 510154 514198 3058 | 0,59
2-metil-pirazna 8 589656 610149 650895 616900 14491 | 2,35
2-furanmetanol 9 151452 153288 145689 150143 1298 | 0.86
2-heptanol 10 133903 142846 139537 138762 6324 | 4,56
2,5-dimetil-pirazina 11 802743 820568 816712 813341 12604 | 1,55
gamma butirolactona 12 75642 81554 82255 79817 4180 | 5,24
2,3-dimetil-pirazina 13 99021 95462 100213 98232 2517 | 2,56
Butanoato de etilo 14 739479 818444 742399 766774 55837 | 7,28
Acetato de etilo 15 796559 715312 854622 788831 57450 | 7,28
Benzaldehido 16 355156 348251 395421 366276 4883 | 1,33
5-metil-furfural 17 375609 341372 299572 338851 24209 | 7,14
2-etil-6-metil-pirazina 18 274085 278952 231337 261458 3441 | 1,32
2-etil-5-metil-pirazina 19 533570 515879 588716 546055 12509 | 2,29
trimetil-pirazina 20 875252 813655 951246 880051 43556 | 4,95
acetato de sec butilo 21 95166 82972 86118 88085 8622 | 9.79
Bencen acetaldehido 22 121357 116231 148551 128713 3625 | 2,82
beta- ocimeno (E) 23 78128 66027 81256 75137 8557 | 11,39
meso-di acetato de 2,3-butabediol 24 302756 325471 378492 335573 16062 | 4,79
Acetofenona 25 677322 654487 691313 674374 16147 | 2,39
d,I-diacetato de 2,3-butanediol 26 112855 125468 110211 116178 8919 | 7,68
3-etil-2,5-dimetil-pirazina 27| 1480711 | 1299875 | 1352781 1377789 | 127870 | 9,28
tetrametil pirazina 28 788574 770892 711549 757005 12503 | 1,65
2-nonanona 29 305131 265891 312598 294540 27747 | 9,42
2-isopropil-5-metil-2-hexenal 30 583033 628947 589346 600442 32466 | 5,41
Bencenetanol 31 718312 658921 625897 667710 41996 | 6,29
trans Isomentona 32 605375 513798 599671 572948 64755 | 11,30
2,3,5- trimetil-6-etil pirazina 33 370730 408146 450713 409863 26457 | 6,46
cis- Isomentona 34 672260 613907 699872 662013 41262 | 6,23
caprilato de etilo 35 307086 275677 305189 295984 22210 | 7.50
fenil acetato de etilo 36 556278 580312 413828 516806 16995 | 3,29

83




2-fenil-2-butenal 37| 168035| 161781| 142609 157475 | 4422 281
3-isopentil- 2,5-dimetil pirazina 38| 220911| 225879| 199875 215555 | 3513 | 1,63
5-metil-2-fenil-2-hexenal 39| 299139 | 271935| 253431 274835 | 19236 | 7,00

Fuente: Esta investigacion
Tabla 12. Resultados de la reproducibilidad del mét  odo

Compuesto Pico Dial Dia 2 Dia 3 Promedio S Cv%

2-propanol 1| 2491185| 2820214 2606726 2639375 166927 | 6,32

acido acético 5| 13701998 | 15828828 14715340 14748722 | 1063808 | 721

3- metil butanal 3 450312 507142 463654 473703 29718 | 6,27

2-metil butanal 4 69713 79543 77055 75437 5111 6,77

3-hidroxi-2-butanona 5 559895 600725 543237 567952 29579 | 521

2,3-butanediol 6 719112 845942 732454 765836 69694 | 9,10

1,3-butanediol 7 510154 586984 523496 540211 41052 | 7,60

2-metil-pirazna 8 650895 777725 774237 734286 72239| 9,84

2-furanmetanol 9 145689 172519 159031 159080 13415| 8,43

2-heptanol 10 139537 176367 152879 156261 18646 | 11,93

2,5-dimetil-pirazina 11 816712 943542 930054 896769 69659 | 7,77

gamma butirolactona 12 82255 99085 95597 92312 8883 | 9,62

2,3-dimetil-pirazina 13 100213 127043 113555 113604 13415 | 11,81

butanoato de etilo 14 742399 949229 885741 859123 105953 | 12,33

acetato de etilo 15 854622 881452 967964 901346 59232 | 6,57

benzaldehido 16 395421 492251 408063 431912 52636 | 12,19

5-metil-furfural 17 299572 326402 312914 312963 13415 | 4,29

2-etil-6-metil-pirazina 18 231337 280167 286679 266061 30248 | 11,37

2-etil-5-metil-pirazina 19 588716 735546 602058 642107 81195 | 12,65

trimetil-pirazina 20 951246 899876 999588 950237 49864 | 525

acetato de sec butilo 21 86118 100948 99460 95509 8167 | 8,55

bencenacetaldehido 22 148551 175381 161893 161942 13415| 8,28

beta- ocimeno (&) 23 81256 100086 94598 91980 9684 | 10,53

bmuetz(t))eddliglcemo de 23 24 378492 455322 391834 408549 41052 | 10,05

acetofenona 25 691313 879143 734655 768370 98349 | 12,80

ﬂ’u'ii'nag;ﬁm de2s 26 110211 137041 123553 123602 13415 | 10,85

3-etil-2,5-dimetil-pirazina 27| 1352781 | 1699611 1386123 1479505 191345 | 12,93

tetrametil pirazina 28 711549 798379 724891 744940 46758 | 6,28

2-nonanona 29 312598 400428 385940 366322 47087 | 12,85

2-isopropil-5-metil-2-hexenal 30 589346 616176 662688 622737 37109 5,96

bencenetanol 31 625897 742727 639239 669288 63949 | 9,55
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trans isomentona 32 599671 646501 693013 646395 46671 | 7,22

2,3,5- trimetil-6-etil pirazina 33 450713 577543 494055 507437 64465 | 12,70
cis-isomentona 34 699872 726702 793214 739929 48056 | 6,49
caprilato de etilo 35 305189 395019 348531 349580 44924 | 12,85
fenil acetato de etilo 36 413828 480658 427170 440552 35368 | 8,03
2-fenil-2-butenal 37 142609 179439 155951 159333 18646 | 11,70
;ggﬁ;nm 2o-dmet! 38 199875 226705 213217 213266 13415| 6,29
5-metil-2-fenil-2-hexenal 39 253431 299261 266773 273155 23572 8,63

Fuente: Esta investigacion

Se puede observar que en la tabla 12, el valor del coeficiente de variaciéon
aumenta, respecto a la tabla 11 sin embargo los valores encontrados siguen
cercanos al 12% que se permite para las técnicas estudiadas, este aumento se
puede deber a variaciones en el equilibrio entre los compuestos y la fiblra en
espacio de cabeza, también a las variaciones en el proceso de pesar la muestra
entre diferentes dias.

4.4 Comparacion de los perfiles aromaticos de los ¢ acaos regionales (R-5 y
R-6)

Para realizar la comparacion de los compuestos identificados en los cacos
regionales de diferentes dias de fermentacion R-5 y R-6 se selecciond los
compuestos comunes encontrados en las dos muestras, se encontré un total de
31 compuestos los cuales se presentan en la tabla 13.

Tabla 13. Compuestos comunes de las dos variedades de cacao regional R-5

y R-6
Tiempo Retencién  [N° pico  |KE IKT* Promedio de Area COmpuestosGigi\r}ltgﬁados por
2.531 0 R R 214085 2,3-butanodiona
3.261 2| e | 20121700 | Acido acético
3.420 [ 7 I 120133 | 2-metil butanal
4.396 4| 717 721 1677104 | 3-hidroxi-2-butanona
5.238 5 743 741 125940 3-metil-1-butanol
7.731 6 809 789 397481 2,3-butanediol
8.310 7 817 NR 372584 1,3-butanediol
13.104 8 890 874 1062407 Acetato de isoamil
13.253 9 893 877 176794 Acetato de 2-metil-butanol
13.899 10| 903| 892 364999 | 2-neptanona
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14.833 11| 921| 906 744434 | 2-heptanol

15.976 12 944 920 616011 2,3-dimetil-pirazina
17.639 13| 977| 960 1826582 | Benzaldehido

19.029 14| 1005| 991 247789 | Beta-Mirceno

19.556 15| 1018 | 1000 561790 | Trimetil pirazina

21.054 16 | 1055| 1037 195415 | Beta-Ocimeno

21.212 17 | 1059 NR 828959 Acetato de sec- butilo
21.392 18| 1064 | 1042 136514 Bencen acetaldehido
21.995 19| 1079 | 1054 318446 | D:I-diacetato de 2,3-butandiol
22.305 20| 1087 | 1065 116664 Acetofenona

22.510 21| 1092 | 1064 177245 | Meso-diacetato de 2,3-butandiol
22.712 22| 1097 | 1059 158218 | 2-acetil-pirrol

23.023 23| 1105 | 1086 5680439 | Tetrametil pirazina
23.178 24| 1110 1096 530607 | 2-Nonanona

23.646 25| 1123 | 1089 824060 | Alfa.Terpinoleno

24.362 26 | 1144 | 1113 763794 Bencen etanol

25.669 27| 1182 1163 101609 | 2:3.5-trimetil-6-etil-pirazina
26.794 28| 1217 1197 219659 | Caprilato de etilo

28.452 29| 1270 | 1243 408798 Fenil acetato de etilo
28.849 30| 1283| 1255 979478 | Acetato de 2-fenil etilo
29.419 31| 1302 | 1279 196181 2-fenil-2-butenal

Fuente: esta investigacion
*Base de datos NIST y ADAMS ** Base de datos Wiley

Para determinar diferencias significativas entre las dos muestras de cacao se
realizd un analisis de varianza (ANOVA) simple.

Tabla 14. Anova para area por compuesto

Fuente Suma de Gl |Cuadrado [Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos |7,95315E14 |30 |2,65105E13 754,61 0,0000

Intra grupos |[1,08907E12 |31 |3,51314E10

Total (Corr.) |7,96404E14 |61

La tabla 14, ANOVA, descompone la varianza de AREA en dos componentes: un
componente entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La razon-F, que en
este caso es igual a 754,609, es el cociente entre el estimado entre-grupos y el
estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que
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0,05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de AREA
entre un nivel de COMPUESTO vy otro, con un nivel del 95,0% de confianza. Para
determinar cuales medias son significativamente diferentes de otras, se aplico la
prueba de multiples rangos.

Tabla 15. Prueba de mdultiples rangos para area por  compuesto

Método: 95,0 porcentaje LSD

COMPUESTO Casos |Media Grupos Homogéneos
2,3,5-trimetil-6-etil-pirazina 2 101609 X
Acetofenona 2 116664 X

2-metil butanal 2 120133 X
3-metil-1-butanol 2 125940 X

Bencen acetaldehido 2 136514 X
2-acetil-pirrol 2 158218 XX

Acetato de 2-metil-butanol 2 176794 XX
Meso-diacetato de 2,3-butandiol 2 177245 XX
Beta-OCIMENO 2 195415 XXX
2-fenil-2-butenal 2 196181 XXX
2,3-butanodiona 2 214085 XXX
Caprilato de etilo 2 219659 XXX
Beta-MYRCENO 2 247790 XXXX
D,l-diacetato de 2,3-butandiol 2 318446 XXXX
2-Heptanona 2 364999 XXXXX
1,3-butanediol 2 372584 XXXXX
2,3-butanediol 2 397481 XXXXXX
Fenil acetato de etilo 2 408798 XXXXXX
2-nonanona 2 530607 XXXXXX
Trimetil pirazina 2 561791 XXXXX
2,3-dimetil-pirazina 2 616011 XXXXX
2-Heptanol 2 744434 XXXXX
Bencen etanol 2 763794 XXXX
Alfa —Terpinoleno 2 824060 XXX
Acetato de sec — butilo 2 828959 XXX
Acetato de 2-fenil etilo 2 979478 XX
Acetato de isoamil 2 1,06241E6 X
3-hidroxi-2-butanona 2 1,6771E6 X
Benzaldehido 2 1,82658E6 X
Tetrametil pirazina 2 5,68044E6 X
Acido acético 2 2,01217E7 X

Se han identificado 12 grupos homogéneos segun la alineacion de las X's en
columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos
compuestos que compartan una misma columna de X's. La tetrametil pirazina y el
acido aceético presentan valores significativamente mayores que la media de
cualquier otro compuesto. EI método empleado para discriminar entre las medias
es el procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher. Con este
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método hay un riesgo del 5,0% al decir que cada par de medias es
significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.

En el anexo G se muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. El
asterisco que se encuentra al lado de los 245 pares indica que estos pares
muestran diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95,0% de
confianza.

Grafica 4. Grafico de medias de area respecto a cada compuesto , por el
método de LSD.
Medias y 95,0% de Fisher LSD
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En la gréfica 4 se aprecia que el compuesto acido acético y tetrametil pirazina no
se traslapan con ningan otro compuesto, por lo tanto, presentan diferencias
estadisticamente significativas respecto a las medias de los otros compuestos con
un 95% de nivel de confianza, ademas estos estan en mayor concentracion en las
dos muestras de cacao regional, por lo que las caracteristicas organolépticas
estan definidas principalmente por estos dos COVs.

En la grafica 5 de dispersion de los COVs presentes en las muestras, se puede
observar las diferencias que presentan algunos compuestos respecto a sus
promedios de &rea.
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Grafica 5. Variacion de los COVs para la técnica de  extraccion HS-SPME en
las muestras de cacao.
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Fuente: esta investigacion

En la anterior grafica se pudo observar que los compuestos 2 (acido acético), 8
(acetato de isoamil), 12 (2,3-dimetil-pirazina), 23 (tetrametil pirazina) y 29 (fenil
acetato de etilo) presentaron diferencias de area, donde existen incrementos y
descensos de ésta con respecto al promedio de la técnica (HS-SPME). Siendo
mas importante para el compuesto 23 (tetrametil pirazina). Por otra parte, el resto
de COVs no presentaron variacion de areas entre las dos muestras.
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Gréfica 6. Comportamiento de los COVs en las muestr

as de cacao regional
extraidos por HS-SPME y analizadas por GC-MS

WR-5 ®Promedio MR-6
7000000
6000000
——
5000000
]
§000000
S
~3000000
o
2000000
1000000 || I || I
0 - .-lllll e || | III lIIIl-II--ll..-.-. IIIIII-,III-I anll
: 1 1 .
= 0= ===\ @@= ™0 © o oM @ mMmF @ @ T = c 0%
cgcgEEg:cgc52c2=w‘.¢c‘.¢8ccgg::==g
= =] = O o O = ™ = = o = ‘m © D = e E
=8 8 g o © c Lo w HWSsSLC g cgpg=sHegwmEgyoood
B ss5cc@fsgalfifzogossosflicecgovwoae=3s
CQ‘;-?SS';NQ‘DC,LE}QGQEOQOEngcEttg‘?
T =0~ 5 = v e F-—SS5S=0g 838 9z = g T o o & 4
= = T © = = “ o &8 05 TS a O = = o1 5
S A2 LR o P TANT ST T g 8gly Podae EEREN=
Qgﬁmﬂﬂzst‘\l Em“Eﬁﬁm‘-’qUNE ﬁg-s.:wwg
oM N 2w = @ = o c .©E e} o . T a o ©T ¥
=No§ T =~ o @ o) = o vy @ @ T
= 1 = — o = =
= < < ~ g ga @ = <= G £Z
on g o 2 w Qo
= <
COVs

Fuente: esta investigacion

La grafica 6 permitio visualizar los COVs mayoritarios a excepcion del &cido
acético, puesto que su area equivale aproximadamente al 50% del area total en
cada muestra, por lo cual se omiti6 del andlisis. Teniendo en cuenta esto, se
puede observar que la tetrametil pirazina es el compuesto con mayor area,
seguido por el benzaldehido, 3-hidroxi-2-butanona, acetato de isoamil, acetato de
2-fenil-etilo y en casi igual proporcion el bencen etanol, alfa-terpinoleno, acetato de
sec-butilo y el 2-heptanol, éstos compuestos son de gran importancia puesto que
se encuentran dentro de las familias de pirazinas, aldehidos-cetonas, esteres,
alcoholes y terpenos; todos ellos aportan notas agradables en el aroma del cacao.
El resto de compuestos no aportan valores significativos respecto al area. Esta
tendencia se observa en las dos muestras, por lo tanto, el hecho de que el cacao
se fermente 5 o0 6 dias no genera variaciones respecto al perfil cromatografico de
los 9 COVs mayoritarios.

4.5 Comparacion de los COVs entre las dos variedade
regional).

s de cacao (CCN51 y

En las tablas 9 y 10 se presentaron los COVs obtenidos para los cacaos
regionales (R-5 y R-6) agrupados por familia organica y las notas aromaticas
producidas por cada compuesto. Por otra parte, la informacion sobre la
identificacion de los COVs para el CCN51 se detalla en la tabla 8. Con esta
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informacion se puede apreciar las diferentes familias organicas que se emplearon
para clasificar a los diferentes COVs y realizar una comparaciéon de los
compuestos por familia organica, estos compuestos han sido reportados como los
responsables de producir notas odorificas deseables como nuez, chocolate, floral
y frutal e indeseables como vinagra, mohoso y quemado en el cacao fermentado,
seco y tostado.106. 107

4.5.1 Andlisis de los COVs identificados por famili  a organica.

El comportamiento de los COVs identificados se muestra en la grafica 7, en ésta
se puede observar que para el cacao regional fermentado 5 dias se identificaron
33 compuestos mayoritarios, para el cacao regional fermentado 6 dias 36
compuestos y para el CCN51 fermentado por 9 dias 39 compuestos, por lo que se
puede apreciar que en esta investigacion y para estas muestras de cacao
analizadas, el tiempo de fermentacion respecto a la cantidad de COVs extraidos
presentan una relacion directamente proporcional. Rodriguez encontré6 que la
mayor cantidad de COVs se genera en 5 dias de fermentacién, después de ese
tiempo la cantidad de compuestos aislados comienza a descender.!® Por otra
parte Cros encontré6 en su estudio que la mayor cantidad de compuestos se
extrajeron a 4 dias de fermentacion.1®

Grafica 7a. Evolucién por grupo funcional del nimer o de compuestos.
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106 ACULEY P. et al. Ghanaian cocoa bean fermentation characterized by spectroscopic and chromatographic methods
and chemometrics. Journal of Food Science 75: S300, S307. (2010).

107 FRAUENDORFER F. SCHIEBERLE P. "Changes in key aroma compounds of criollo cocoa beans durin groastin”.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 56, p.10244-10251.2008

108 RODRIGUEZ J. “Estudio de los compuestos volatiles de Theobroma cacao L., durante el proceso tradicional de
fermentacion, secado y tostado”. Director: Maria Eugenia Jaramillo Flores y Eugenia del Carmen Lugo Cervantes. Tesis
doctoral. Instituto Politécnico Nacional, Escuela Nacional De Ciencias Biologicas, Seccion de Estudios de Posgrado e
Investigacion. México, D.F., junio de 2011.

109 CROS, Op. Cit.
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Gréfica 7b. Area generada por los compuestos volati  les identificados por
GC-MS.
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Fuente: esta investigacion

En la gréfica 7a se pudo observar que los aldehidos-cetonas, alcoholes, pirazinas
y ésteres son las familias organicas con mayor cantidad de compuestos en las dos
variedades de cacao. Se evidencia que en el cacao CCN51 hay un incremento de
la cantidad de compuestos para aldehidos-cetonas y pirazinas y disminucion para
ésteres y terpenos; este fendmeno puede deberse al tiempo de fermentacién al
gue se sometieron las muestras, los cacaos regionales se fermentaron en un
tiempo de 5 a 6 dias, mientras que el CCN51 se ferment6 por 9 dias. En cuanto a
la familia de acidos la cantidad permanece constante, puesto que en las dos
variedades solo se identifico al acido acético. Hay que tener en cuenta que la
fermentacién es una etapa muy importante en la formacion de los COVs del
cacao, porque es en este proceso donde se genera una fraccion volatil de origen
bioquimico y microbiol6gico que es cualitativa y cuantitativamente muy importante,
Cros y Portillo mencionaron que la concentracion de la fraccion volatil total en el
cacao bien fermentado y seco, fue 10 veces mayor que la del cacao no
fermentado y seco, y ademas, presentd una mayor cantidad de compuestos
volatiles.1%111 pPor |o tanto, la fermentacién es esencial para obtener productos
derivados del cacao de excelente calidad aromatica.

En la grafica 7b se puede observar que el acido acético es el compuesto que
presenta la mayor concentracion en las tres muestras de cacao, la producciéon de
éste acido se inicia durante la fermentacion, donde se provoca la muerte del
germen. Ademas, se lleva a cabo el metabolismo de los azucares de la pulpa del
cacao y se produce por sintesis bioguimica la oxidacién de etanol,''? donde su
contenido puede seguir aumentando en los primeros dias de secado, sin embargo,
del secado al tostado su contenido puede disminuir debido a que se volatiliza.

110 CROS E. JEANJEAN N. Cocoa quality: effect of fermentation and drying. Plantations, recherche, développement.
24:25-27. 1995.

111 PORTILLO et. al. Aroma formation of criollo cocoa (Theobroma cacao L.) in function of the post harvest treatment in
Venezuela. Revista Cientifica UDO Agricola 9(2): 458-468. 2009.

112 SCHWAN RF., WHEALS AE. The microbiology of cocoa fermentation and its role in chocolate quality. Critical Reviews
in Food Science and Nutrition 44: 205-221. 2004.
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Respecto al aroma éste compuesto le confiere al cacao notas a vinagre con
intensidad baja. Afoakwa y Frauendorfer reportan al &cido acético como el
compuesto con mayor actividad de olor' en el cacao fermentado, seco y
tostado.t13114

En esta investigacion la mayor concentracion se presenta en las muestras que se
fermentaron en un periodo de 5 a 6 dias con areas de 20039362 cuentas y
20204038 cuentas respectivamente. A los 9 dias se nota un descenso (Area de
13705248 cuentas), lo que concuerda con lo encontrado por Rodriguez, en su
trabajo el mayor contenido de acido se presenté a los 4 dias de fermentacion,
después de ese tiempo la concentraciéon disminuyo hasta los 8 dias.'t®

Los alcoholes confieren al licor de cacao notas aromaticas florales, frutales y
caramelo, por lo que deben formar parte de la fraccion volatil del cacao que se
genera durante la fermentacion. Estos son producidos por la degradacion térmica
de aminoacidos y por la reduccién de aldehidos y cetonas.'®Los resultados de
este trabajo indican que la concentracion de alcoholes aumenta de las muestras
fermentadas de 5 a 6 dias areas de 2413197 cuentas y 2441809 cuentas a la
muestra fermentada por 9 dias, con un area mayor de 4841998 cuentas. Esto se
debe a que en el cacao CCN51 se genera el 2-propanol con una concentraciéon
que aporta de manera representativa, el cual le genera al cacao un aroma fuerte y
poco agradable.

Por otra parte, el 3-metil-1-butanol, el cual es responsable de producir notas
aromaticas a malta y chocolate!’no se generé en esta muestra, por lo que
disminuye la calidad organoléptica a este clon. Otros alcoholes encontrados en las
tres muestras fueron el bencenetanol, 2-heptanol y 2,3-butanediol los cuales
generan notas deseables en el cacao.''®

*La actividad de olor es la relacién entre la concentracion y el poder odorifico de un compuesto.

113 AFOAKWA EO, PATERSON A, FOWLER M, Ryan A. Matrix effects on flavour volatiles release in dark chocolates
varying in particle size distribution and fat content using GC-mass spectrometry and GC-olfactometry. Food Chemistry 113:
208,215. 2009

114 FRAUENDORFER F, SCHIEBERLE P. Identification of the key aroma compounds in cocoa powder based on molecular
sensory correlations. Journal of Agricultural and Food Chemistry 54: 5521-5529. 2006.

115 RODRIGUEZ J, ESCALONA HB, OROZCO |I. et al.. Dynamics of volatile and non-volatile compounds in cocoa
(Theobroma cacao L.) during fermentation and drying processes using principal components analysis. Food Research
International 44: 250-258. 2011.

116 SERRA-BONVEHI J. Investigation of aromatic compounds in roasted cocoa powder. European Food Research and
Technology 221: p.19-29.2005.

117 OBERPARLEITER S., ZIEGLEDER G. Amyl alcohols as compounds indicative of raw cocoa bean quality. Zeitschrift fur
Lebensmittel- Untersuchung und-Forschung A 204: 156-160. 1997.

118 AFOAKWA EO, PATERSON A, FOWLER M, RYAN A. Flavor formation and character in cocoa and chocolate: A critical
review. Critical Reviews in Food Science and Nutrition 48: 1-18. 2008.
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Los ésteres incrementaron su concentracion de la muestra de 5 dias de
fermentacién (area 4265046 cuentas) a la del sexto dia (area 5403383 cuentas),
misma que descendid en la muestra de 9 dias de fermentacién (area 2533365
cuentas).

Los ésteres estan correlacionados con notas de aroma frutal, siendo el grupo mas
importante de los compuestos volatiles después de las pirazinas en el grano de
cacao tostado.!!® Esteres identificados en este estudio incluyen al fenil acetato de
etilo, compuesto que es el resultado de la esterificacion del alcohol feniletilico, que
genera notas agradables al cacao y su concentracién decrece al aumentar los dias
de fermentacién en las muestras. Por otra parte, el contenido del acetato 2-fenil
etilo solo se presentd en las muestras de cacao regional. En el cacao CCN51 hay
ausencia de este compuesto y su produccion puede ser el resultado del
metabolismo de las levaduras en el proceso de fermentacion lo cual produce
aromas clave en el cacao, tales como son las notas de miel y floral.1?° Teniendo
en cuenta los resultados para estos dos ésteres se puede afirmar que el cacao
regional presenta mejor calidad aromatica respecto al CCN51. Esteres comunes
en las tres muestras son el acetato de sec-butilo, el caprilato de etilo y los
isbmeros meso y D, L—diacetato de 2,3-butanediol; éste ultimo no aporta aroma al
cacao. Pero el acetato y caprilato generan notas frutales agradables.

En lo que respecta a la familia de las pirazinas son uno de los grupos de
compuestos volatiles mas importantes en el cacao tostado. Serra-Bonvehi,
mencionaron que las pirazinas aportaron el 40% del aroma del cacao tostado. Se
puede observar que las pirazinas presentan una concentracion relativamente
estable sin cambios significativos entre las muestras. La tetrametil pirazina ha sido
reportada por diversos investigadores por producir notas caracteristicas a cacao y
café tostado, lo que hace a esta pirazina deseable en el cacao y sus derivados.?!
Los resultados de esta investigacion indicaron que el contenido para esta pirazina
fue muy significativo para el cacao regional siendo después del acido acético el
qgue presentd mayor abundancia. En cambio, en el CCN51 esta pirazina presento
una concentracion baja, por lo tanto, el cacao regional presenta mejores
caracteristicas organolépticas. Otras pirazinas importantes fueron la 2,3-dimetil-
pirazina, trimetil pirazina y 2,3,5-trimetil-6-etil-pirazina. La 2,3-dimetilpirazina es
originada por procesos térmicos, la tetrametil pirazina y trimetil pirazina fueron
reportadas como compuestos de origen microbioldgico al final de la fermentacion
por Bacillus subtilis y B. Megatrium.*??

119 JINAP S. et. al. Effect of roasting time and temperature on volatile component profiles during in broasting of cocoa
beans (Theobroma cacao). Journal of the Science of FoodAgriculture 77: p. 441-448. 1998.

120 Aculey et al. 2010. Op. Cit.

121 SERRA BONVEHI. 2005. Op. Cit.

122 HASHIM P., JINAP S., MUHAMMAD SKS, ALI A. Effect of drying time bean depth and temperature on free amino acid,
peptide-N, sugar and pyrazine concentrations of Malaysian cocoa beans. Journal of the Science of Food and Agriculture 79:
987-994. 1999.

94



Por su parte, los aldehidos y cetonas presentaron una concentracion constante en
las tres muestras. Durante el procesamiento del cacao los aldehidos presentan
dos principales origenes: bioquimico (fermentacién) y térmico (secado vy
tostado).1?® Aldehidos importantes que contribuyen a la calidad aroméatica del
cacao son el 2-metil-butanal y el 3-metil-butanal ellos son formados a partir de los
aminoacidos (isoleucina y leucina) por las bacterias éacido lacticas en la
fermentacion del cacao, los cuales producen notas a malta y chocolate en el cacao
fermentado, seco y tostado.'?*En las tres muestras analizadas hay un contenido
bajo del 2-metil-butanal y solo en el cacao CCN51 hay una concentracion
importante del 3-metil-butanal, por lo que la calidad organoléptica de este cacao
podria mejorar con la presencia de éste compuesto. Una cetona importante
presente en este estudio fue la 3-hidroxi-2-butanona; ésta cetona se produce
durante la fermentacion alcohdlica a partir de piruvato y butanodiol, ademas es un
precursor de la tetrametilpirazina.t?®

Otros compuestos identificados y que tuvieron un aporte significativo en el aroma
de las muestras analizadas fueron la 2,3-butanediona, acetofenona, benzaldehido
y 2- nonanona; dichos compuestos generan notas aromaticas florales, dulces y a
mantequilla. Una alta concentracién de compuestos de aldehidos y cetonas es
favorable para una buena calidad del cacao, produciendo notas frutales y
florales.'?® Por dltimo, la familia de los terpenos presenté un minimo aporte en la
concentracion aromatica en las muestras de cacao, siendo el beta-ocimeno el
comun para los tres, éste compuesto le confiere al cacao notas agradables.

4.5.2 Determinacion de diferencias significativas e ntre las muestras.

El andlisis estadistico llevado a cabo para determinar si hay o no diferencias entre
las tres muestras de cacao se hizo a través de una comparacion de varias
muestras. Cada ensayo se realizo por triplicado.

Tabla 16. Anova para area por familia organica

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F |Valor-P
Entre grupos |6,37785E14 6 1,06298E14 40,83 0,0000
Intra grupos |[3,64437E13 14 12,60312E12

Total (Corr.) |6,74229E14 20

123 Portillo et al. 2009. Op. Cit.

124 SCHNERMANN P., SCHIEBERLE P. Evaluation of key odorants in milk chocolate and cocoa mass by aroma extract
dilution analyses. Journal of Agricultural and Food Chemistry 45: 867-872. 1997.

125 PRETORIUS IS. Tailoring wine yeast for the new millennium: novel approaches to the ancient art of winemaking. Yeast
16: 675-729. 2000.

126 Serra-Bonvehi. 2005. Op. Cit.
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La ANOVA (Tabla 16) descompone la varianza de los datos en dos componentes:
un componente entre-grupos y un componente dentro-de-grupos.

La razon-F, que en este caso es igual a 40,8346, es el cociente entre el estimado
entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-
F es menor que 0,05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre las
medias de las areas de las 7 familias organicas con un nivel del 95,0% de
confianza.

Para determinar cuales medias son significativamente diferentes de otras, se
realizo la prueba de mdltiples rangos.
Tabla 17. Pruebas de Multiple Rangos para areas por familias organicas

Método: 95,0 porcentaje LSD

familia organica Casos [Media Grupos Homogéneos
otros 3 132084, X

Terpenos 3 1,0953E6 XX

Alcoholes 3 3,23233E6 XX

Esteres 3 4,06726E6 XX

Aldehidos y cetonas |3 5,21113E6 XX

Pirazinas 3 6,63198E6 X

Acidos 3 1,79829E7 X

Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites
Alcoholes - Aldehidos y cetonas -1,9788E6 2,82544E6
Alcoholes — Pirazinas *  1-3,39965E6 2,82544E6
Alcoholes — Terpenos 2,13704E6 2,82544E6
Alcoholes — otros *  13,10025E6 2,82544E6
Alcoholes — Acidos * 1-1,47505E7 2,82544E6
Alcoholes — Esteres -834930 2,82544E6
Aldehidos y cetonas - Pirazinas -1,42085E6 2,82544E6
Aldehidos y cetonas - Terpenos | * |4,11583E6 2,82544E6
Aldehidos y cetonas — otros * |5,07905E6 2,82544E6
Aldehidos y cetonas — Acidos *  1-1,27718E7 2,82544E6
Aldehidos y cetonas — Esteres 1,14387E6 2,82544E6
Pirazinas — Terpenos *  15,53669E6 2,82544E6
Pirazinas — otros *  16,4999E6 2,82544E6
Pirazinas — Acidos * |-1,13509E7 2,82544E6
Pirazinas — Esteres 2,56472E6 2,82544E6
Terpenos — otros 963213 2,82544E6
Terpenos — Acidos * |-1,68876E7 2,82544E6
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Terpenos — Esteres *  [-2,97197E6 2,82544E6
otros — Acidos * |-1,78508E7 2,82544E6
otros — Esteres * -3,93518E6 2,82544E6
Acidos — Esteres * |1,39156E7 2,82544E6

* indica una diferencia significativa.

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacion mdultiple para determinar
cuales medias son significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la
salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. El asterisco
que se encuentra al lado de los 14 pares indica que estos pares muestran
diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95,0% de confianza.

En la tabla 17, se han identificado 5 grupos homogéneos; las familias organicas
otros y terpenos no presentan diferencias significativas en sus medias, asi mismo
entre terpenos y alcoholes no existen diferencias significativas, tampoco lo hacen
alcoholes, ésteres, aldehidos-cetonas y las familias de ésteres, aldehidos-cetonas
y pirazinas. Por otra parte, para la familia organica de los &cidos existen
diferencias significativas en sus medias. EIl método empleado para discriminar
entre las medias es el procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de
Fisher. Con este método hay un riesgo del 5,0% al decir que cada par de medias
es significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a O.

Grafica 8. Medias de area por cada familia organica , por el método de LSD.
(X 1,E6) Medias y 95,0% de Fisher LSD
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En el grafico anterior se puede observar que la familia organica correspondiente a
los acidos no se traslapa con ninguna otra familia organica, por lo que existe
diferencias estadisticamente significativas respecto a las medias de las otras
familias. Esto es evidente ya que el acido acético es el compuesto mayoritario en

las tres muestras estudiadas.

famila organica

4.6 Principales compuestos comunes y mayoritarios r esponsables del aroma
en las diferentes muestras de cacao.
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Para realizar el analisis correspondiente a las caracteristicas organolépticas de
cada muestra de cacao, se tomaron los 16 compuestos mayoritarios comunes y
que aportan aroma significativamente segun lo reportado por la literatura, en la
tabla 18 se presentan estos COVs.

Tabla 18. Compuestos mayoritarios responsables del aroma.

AREAS COMPUESTO NOTA PRODUCIDA?
R-5 R-6 CCN51
20039362 | 20204038 | 13705248 | Acido Acético Vinagre
6222763 | 5138116 757005 | Tetrametil Pirazina Chocolate
1799788 | 1853375 366276 | Benzaldehido Dulce-Cereza-Almendra amarga
1636472 | 1717735 564419 gﬂ;rgr):;} Dulce-Mantequilla-Crema
873046 784872 88085 gﬁﬁlt?to De See Solvente-Banana
816167 | 711420 667710 | Bencen Etanol Floral-Rosas-Agua de rosas
710878 777990 138762 | 2-Heptanol Fresco-Herbal-Dulce-Floral-Frutas Verdes
516806 Fe_nil Acetato De _
666653 150943 Etilo Dulce-Floral- Miel-Rosa-Cacao
541843 | 519370 294540 | 2-Nonanona Coco-Herbal-Dulce-Frutal-Queso
467582 | 655999 880051 | Trimetil Pirazina Nuez-Cacahuate
397413 | 397549 709482 | 2,3-Butanediol Frutal-Cebolla
289098 | 942924 98232 | 2,3-Dimetil-Pirazina | Caramelo-Chocolate
203184 | 236134 295984 | Caprilato De Etilo Afrutado- Vino-Dulce-Albaricoque-Brandy-Pera
137174 | 255187 157475 | 2-Fenil-2-Butenal Chocolate tostado
117992 | 115335 674374 | Acetofenona Coco-Herbal-Dulce-Frutal-Queso
59717 143501 409863 %i?z;z;rrgmet”-eft"- Caramelo

Fuente: esta investigacion

Para determinar si existen o no diferencias significativas respecto a los 16
compuestos mayoritarios presentes en las tres variedades de cacao se realiz6 por
medio de una comparacion de varias muestras.

Tabla 19. Anova para area por compuestos

127

Fuente Suma de Gl Cuadrado Medio |Razén-F |Valor-P
Cuadrados
Entre grupos |8,70389E14 |15 5,80259E13 38,57 0,0000
Intra grupos  |4,81363E13 |32 1,50426E12
Total (Corr.) 9,18525E14 |47
Caracteristicas organolépticas. Base de datos en linea. [Citado agosto 2016]. Disponible en:

http://www.thegoodscentscompany.com/search3.php?gName=Phenylacetate&submit.x=0&submit.y=0
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La ANOVA (Tabla 19) descompone la varianza de los datos en dos componentes:
un componente entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La razon-F, que
en este caso es igual a 38,5744, es el cociente entre el estimado entre-grupos y el
estimado dentro-de-grupos.

Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia
estadisticamente significativa entre las medias de las areas de los 16 compuestos
mayoritarios responsables del aroma con un nivel del 95,0% de confianza. Para
determinar cuales medias son significativamente diferentes de otras, se realiz0 la
prueba de multiples rangos.

Tabla 20. Prueba de multiples rangos para area por  compuestos

Método: 95,0 porcentaje LSD

COMUESTOS Casos [Media Grupos Homogéneos
2-Fenil-2-Butenal 3 183279, X
2,3,5-Trimetil-6-Etil-Pirazina 3 204360, X
Caprilato De Etilo 3 245101, X
Acetofenona 3 302567, X
Fenil Acetato De Etilo 3 319846, X
2,3-Dimetil-Pirazina 3 443418, X
2-Nonanona 3 451918, X
2,3-Butanediol 3 501481, X
2-Heptanol 3 542543, X
Acetato De Sec- Butilo 3 582000, X
Trimetil Pirazina 3 667877, X
Bencen Etanol 3 731766, X
3-Hidroxi-2-Butanona 3 1,30621E6 |X
Benzaldehido 3 1,33981E6 |X
Tetrametil Pirazina 3 4,03929E6 | X
Acido Acético 3 1,79829E7 X

En la tabla 20 se han identificado 3 grupos homogéneos segun la alineacion de las
X's en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas de las
medias entre los primeros 14 compuestos, pero si para la tetrametil pirazina y el
acido acetico, siendo la diferencia mucho mayor para éste ultimo. ElI método
empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de
diferencia minima significativa (LSD) de Fisher. Con este método hay un riesgo
del 5,0% al decir que cada par de medias es significativamente diferente, cuando
la diferencia real es igual a 0.

En el anexo H se muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. El
asterisco que se encuentra al lado de los 29 pares indica que estos pares
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muestran diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95,0% de
confianza.

Grafica 9. Medias de area por cada compuesto mayoritario, por el método de

LSD.
(X 1,E6) Medias y 95,0% de Fisher LSD
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En la grafica 9 se puede observar que el acido acético y la tetrametil pirazina no se
traslapan con ningin otro compuesto, por lo tanto, existen diferencias
estadisticamente significativas respecto a las medias de los otros 14 compuestos.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores se evaluo los perfiles organolépticos
de los 14 compuestos mayoritarios que no presentaron diferencias
estadisticamente significativas, para observar sus variaciones en las tres muestras
de cacao, esto se puede apreciar mejor en la grafica 10.
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Grafica 10. Perfiles Organolépticos de las tres Mue  stras de Cacao.
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Fuente: esta investigacion

En la gréfica 10 se puede observar que el cacao CCN51 presento concentraciones
bajas en la mayoria de compuestos a excepcion del 2,3-butanediol, 2,3,5-trimetil-
6-etil-pirazina y trimetil pirazina. En estos tres compuestos su concentracion es
mayor respecto al regional. Por otra parte, las dos muestras correspondientes al
cacao regional (R-5 y R-6), presentan una tendencia similar en la mayoria de
compuestos, exceptuando al fenil acetato de etilo donde su area es mayor para el
R-5y la 2,3-dimetil-pirazina donde la mayor area corresponde al R-6.

4.7 Fragmentaciones de algunos COVs
A continuacion, se presentan los espectros de masas y las fragmentaciones de las

principales sefiales de un representante de cada una de las 5 familias quimicas
gue aportan en las caracteristicas organolépticas de las tres muestras de cacao.
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Figura 3. Espectro de masas y fragmentaciones delb  enzaldehido
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Figura 5. Espectro de masas y fragmentaciones del 2  ,3-butanediol
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Figura 6. Espectro de masas y fragmentaciones del ¢

aprilato de etilo
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Figura 7. Espectro de masas y fragmentaciones de la
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CONCLUSIONES

El estudio realizado permitié identificar las condiciones 6ptimas para la técnica de
microextraccion en fase solida con espacio de cabeza (HS-SPME) utilizando una
muestra de licor de cacao CCN51 como muestra de referencia, el analisis
realizado mediante un disefio experimental de superficie de respuesta determiné
que de las variables estudiadas las condiciones Optimas fueron de 50 minutos de
tiempo de extraccion a una temperatura de 60°C y la mejor fibra fue la DVB/CAR-
PDMS.

Utilizando la técnica de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas se logro identificar los compuestos mayoritarios en tres diferentes muestras
de licor de cacao, para el cacao regional fermentado por 5 dias se identificaron un
total de 33 COVs, para el cacao regional fermentado 6 dias se identificaron 36
COVs y en el cacao CCN51 fermentado por 9 dias 39 COVs, por lo que se pudo
apreciar que la fermentacion fue una etapa importante para la identificacién de los
COVs, puesto que en esta investigacion la relacion entre los dias de fermentacion
y la cantidad total de compuestos identificados presento una tendencia
directamente proporcional.

Las familias organicas que contribuyeron con la mayor cantidad de compuestos
responsables del aroma fueron los aldehidos-cetonas y esteres; pero el grupo que
presentd mayor area fue el grupo de los acidos y pirazinas.

En la comparacion de las dos muestras de cacao regional (R-5 y R6), los
compuestos mas abundantes y comunes fueron el acido acético, la tetrametil
pirazina, el benzaldehido, 3-hidroxi-2-butanona, acetato de isoamil y acetato de 2-
fenil-etilo, todos ellos aportando notas aromaticas agradables al cacao, por otra
parte, los compuestos diferentes con mayor concentracion fueron el butanal,
acetato de etilo, acetato de 2-pentanol para el cacao R-6 y el 2-pentanol en el R-5.

El perfil organoléptico de las muestras de cacao estuvo condicionada a la
presencia o ausencia de algunos compuestos especificos. En el cacao CCN51 el
2-propanol fue el compuesto con mayor area después del acido acético, éste
alcohol proporciona un aroma fuerte y poco agradable. En cambio, en el cacao
regional el compuesto mas abundante después del acido acético fue la tetrametil
pirazina, éste compuestos otorga al cacao notas caracteristicas a cacao y café
tostado; por lo tanto, el cacao regional presento mejores caracteristicas
organolépticas respecto al cacao CCN51.
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RECOMENDACIONES

Es necesario continuar las investigaciones sobre el desarrollo del aroma del cacao
regional, teniendo como base los resultados obtenidos en este trabajo; se pueden
evaluar muestras provenientes de otras fincas, otras épocas de afio, para
determinar las variaciones que aportan estas variables en el perfil organoléptico
del cacao.

El tiempo y condiciones de fermentacion, secado y tueste del cacao son factores
determinantes en las caracteristicas del aroma final, por lo que se deberia realizar
un analisis mas profundo considerando las variables anteriormente expuestas,
para asi estandarizar el proceso de post cosecha y lograr una mayor eficiencia en
su produccion.

Realizar la optimizacion de los parametros cromatograficos, evaluando factores
como el tiempo de desorcion, tipo de columna y rampas de calentamiento, para
precisar qué condiciones mejoran los perfiles cromatograficos.

Se recomienda el uso de estandares de los compuestos identificados para
complementar el estudio determinando la exactitud del método.
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ANEXOS

ANEXO A. Datos experimentales de la metodologia de superficie de respuesta.

Corridas de [COVs 500 1000 100 Deseabilidad
Andlisis Total COVs |COVs COVs Prevista Observada
1 215669, 41,0 29,0 77,0 0,365621 0,352718
2 229394, 35,0 21,0 70,0 0,389888 0,278229
3 84313,0 22,0 15,0 50,0 0,125934 0,0808823
4 99275,0 23,0 15,0 64,0 0,195739 0,112109
5 90180,0 27,0 20,0 69,0 0,220531 0,148138
6 304740, 46,0 34,0 88,0 0,423695 0,465817
7 216627, 41,0 25,0 93,0 0,3809 0,358508
8 263861, 30,0 21,0 51,0 0,180406 0,225715
9 667236, 99,0 62,0 109,0 0,707504 1,0

10 334709, 37,0 25,0 59,0 0,293239 0,32135
11 82337,0 27,0 18,0 54,0 0,124661 0,111245
12 216179, 59,0 42,0 105,0 0,482015 0,523801
13 68822,0 26,0 20,0 51,0 0,167682 0,079836
14 287732, 26,0 20,0 56,0 0,246259 0,22103
15 78629,0 20,0 16,0 36,0 0,0593009 0,0461508
16 90180,0 23,0 17,0 52,0 0,112911 0,101902
17 169057, 35,0 20,0 73,0 0,254418 0,246701
18 203938, 26,0 11,0 43,0 0,225932 0,0

19 107709, 22,0 18,0 53,0 0,179773 0,117308
20 79018,0 17,0 13,0 37,0 0,0712469 0,0280708
21 312666, 46,0 31,0 100,0 0,354665 0,476414
22 570189, 71,0 53,0 102,0 0,649976 0,802986
23 362578, 35,0 28,0 66,0 0,390672 0,357861
24 110745, 31,0 22,0 71,0 0,218876 0,197179
25 267712, 46,0 31,0 82,0 0,431418 0,41915
26 203938, 21,0 15,0 43,0 0,132409 0,109593
27 247932, 35,0 23,0 58,0 0,320391 0,271122
28 202149, 41,0 27,0 67,0 0,309733 0,313698
29 246586, 47,0 35,0 77,0 0,333356 0,418943
30 96972,0 22,0 18,0 48,0 0,065902 0,101748
31 132369, 24,0 17,0 65,0 0,133884 0,152542
32 137622, 32,0 24,0 67,0 0,153711 0,227619
33 214054, 41,0 28,0 95,0 0,365724 0,377828
34 145772, 36,0 22,0 54,0 0,324214 0,210076
35 190289, 23,0 17,0 41,0 0,124202 0,12161
36 270533, 42,0 29,0 84,0 0,653152 0,399236
37 348093, 34,0 24,0 63,0 0,238192 0,318399
38 76326,0 26,0 18,0 51,0 0,0 0,094667
39 267332, 42,0 27,0 85,0 0,423809 0,38802
40 89713,0 30,0 24,0 60,0 0,0 0,159805
41 289832, 26,0 20,0 56,0 0,189861 0,221547
42 63955,0 22,0 14,0 33,0 0,0 0,0

43 99463,0 26,0 18,0 55,0 0,0 0,129559
44 170337, 28,0 18,0 58,0 0,195771 0,184194
45 203515, 35,0 24,0 72,0 0,170092 0,288493
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46 91455,0 26,0 18,0 60,0 0,119546 0,127924
47 71662,0 16,0 11,0 36,0 0,0 0,0

48 163406, 31,0 24,0 75,0 0,297049 0,254524
49 227890, 41,0 27,0 95,0 0,594469 0,380439
50 277482, 34,0 26,0 67,0 0,335445 0,317014
51 117114, 32,0 24,0 72,0 0,12308 0,21711
52 220895, 39,0 26,0 75,0 0,376352 0,329007
53 278293, 21,0 15,0 41,0 0,0672534 0,115295
54 238116, 33,0 22,0 58,0 0,266101 0,2545

ANEXO B. Resultados cromatograficos para el cacao CCN51 en las condiciones
optimas por GC.

FID Results
Retention Time Area Area % Height Height %
1.583 73 0.03 57 0.08
1.740 154 0.06 135 0.19
1.870 136 0.05 77 0.11
1.938 552 0.20 298 0.43
2.063 133 0.05 74 0.11
2.203 660 0.24 557 0.80
2.397 212 0.08 170 0.24
2.457 322 0.12 265 0.38
2.753 124 0.05 201 0.29
2.940 36228 13.39 7034 10.11
3.123 2511 0.93 1505 2.16
3.261 545 0.20 371 0.53
4.056 3810 1.41 1555 2.23
4.810 776 0.29 310 0.45
6.820 40510 14.97 4484 6.44
7.310 26139 9.66 3561 5.12
7.770 289 0.11 84 0.12
10.981 3252 1.20 665 0.96
12.533 1054 0.39 330 0.47
14.027 1398 0.52 399 0.57
14.234 189 0.07 102 0.15
14.292 1667 0.62 592 0.85
14.496 5987 2.21 1681 2.41
14.749 796 0.29 290 0.42
15.446 8089 2.99 2073 2.98
15.822 8580 3.17 2290 3.29
16.667 218 0.08 88 0.13
16.959 8713 3.22 2246 3.23
18.164 154 0.06 54 0.08
18.442 242 0.09 88 0.13
18.792 1165 0.43 381 0.55
18.959 14164 5.24 3706 5.32
19.605 398 0.15 145 0.21
19.680 170 0.06 92 0.13
19.990 758 0.28 269 0.39
20.504 673 0.25 213 0.31
20.659 116 0.04 49 0.07
20.769 722 0.27 213 0.31
20.875 1189 0.44 452 0.65
21.409 307 0.11 157 0.23
21.620 834 0.31 239 0.34
21.754 1408 0.52 434 0.62
21.815 688 0.25 352 0.51
21.920 372 0.14 160 0.23
22.104 253 0.09 123 0.18

118



22.184 5174 1.91 1938 2.78

22.500 21796 8.06 6524 9.37
22.780 661 0.24 312 0.45
23.230 2767 1.02 1118 1.61
23.304 173 0.06 112 0.16
23.573 21587 7.98 6264 9.00
23.798 222 0.08 110 0.16
24.478 290 0.11 130 0.19
24.625 5533 2.05 1462 2.10
24.867 178 0.07 95 0.14
24.977 174 0.06 106 0.15
25.035 2487 0.92 1089 1.56
25.123 94 0.03 51 0.07
25.267 119 0.04 58 0.08
25.543 242 0.09 116 0.17
25.727 281 0.10 98 0.14
26.187 259 0.10 88 0.13
26.465 2085 0.77 725 1.04
27.258 1229 0.45 344 0.49
28.062 2996 1.11 1065 1.53
28.317 295 0.11 108 0.16
28.458 9907 3.66 3710 5.33
28.916 4876 1.80 1664 2.39
29.853 214 0.08 96 0.14
30.215 402 0.15 154 0.22
30.628 302 0.11 127 0.18
30.706 105 0.04 52 0.07
31.735 489 0.18 219 0.31
32.513 654 0.24 254 0.36
32.705 301 0.11 116 0.17
34.208 125 0.05 45 0.06
34.401 163 0.06 69 0.10
35.264 4894 1.81 1502 2.16
35.709 497 0.18 149 0.21
38.056 559 0.21 178 0.26
38.184 342 0.13 152 0.22
38.369 167 0.06 71 0.10
42.877 428 0.16 159 0.23
44.400 410 0.15 191 0.27
44.834 191 0.07 112 0.16
46.770 135 0.05 55 0.08
Totals
270533 100.00 69609 100.00

ANEXO C. Cromatograma y tablas de datos del cacao C CN51 por GC-MS
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- L
10.0
Replica 1
Peaki R.Time |.Time F.Time Arez  Area% Nam
1 2.02¢ 1.94¢ 2.15( 289521 8.84 2-Propanol (CAS
2 2.30¢ 2.28¢ 2.34¢ 3446¢ 0.11 PROPANAL, -METHYL- $$ 2-METHYLPROPANAL ${
3 2.581 2.555 2.625 4858:  0.15Butanol, i-ethyl- (CAS) $3$ -Ethylbutani
4 3.258 2.860 3.265 1286104  39.26 Acetic acid (CAS) $$ Ethylic acid $$ Vinegacid
5 4.433 4.355 4.530 52240 1.59 Butanal, -methy- (CAS)
6 7.823 7.750 7.895 6652:  0.20 Butanal, -methy- (CAS)
7 8.41( 8.27( 8.49( 54265( 1.6€ 3-hydroxy-2-butanon
8 9.289 9.245 9.405 71421: 2.18 2,3-Butanedic
9 10.166 10.120 10.210 51838: 1.58 1,2-Butanedic
10 12.57¢ 12.50¢ 12.65( 58965¢ 1.8C Methylpyrazin:
11 15.037 14.995 15.165 15145: 0.46 2-Furanmethan:
12 15.261 15.230 15.300 133901 0.41 2-heptanc
13 15.47¢ 15.44( 15.52( 80274: 2.4% Pyrazine, 2,-dimethy- (CAS)
14 16.515 16.440 16.640 75€42 0.23 Butyrolacton
15 16.889 16.820 16.965 99021 0.30 Pyrazine, 2,-dimethy-
16 17.62¢ 17.57( 17.68¢ 73947¢ 2.2¢ Ethyl butanoat
17 19.116 19.060 19.165 79655¢ 2.43 Acetic acid, ethyl ester (CA
18 19.35¢ 19.30( 19.41( 35515¢ 1.08 Benzaldehyd
19 19.490 19.460 19.520 37560¢ 1.15 5-methyl furfura
20 19.579 19.530 19.660 27408t 0.84 Pyrazine, i-ethyl-6-methy-
21 20.51¢ 20.45( 20.58( 53357( 1.63 Pyrazine, -ethy-5-methy
22 21.001 20.950 21.070 87525: 2.67 Pyrazine, trimethy-
23 21.384 21.315 21.445 9515¢ 0.29 Sec-butyl acetat
24 21.994 21.930 22.050 12135° 0.37 Benzeneacetaldehy
25 22.30: 22.24F 22.33 7812¢ 0.24 Beta ocimen
26 22.494 22.450 22.550 30275¢ 0.92 MESC-2,2-BUTANDIOL DIACETATE
27 22.723 22.680 22.755 67732: 2.07 Acetophenon
28 22.81¢ 22.78( 22.86( 11285¢ 0.34D,L-2,3-BUTANDIOL DIACETATE
29 23.038 22.965 23.125 148071: 4.52 Pyrazine, -ethyl-2,5-dimethy- (CAS
30 23.369 23.330 23.420 78857: 2.41 Pyrazine, tetrameth- (CAS)
31 23.69¢ 23.61¢ 23.77¢ 30513: 0.97 2-nonanon
32 24.392 24.325 24.505 58303 1.78 2-1sopropy-5-methylhe:-2-ena
33 25.451 25.380 25.520 71831 2.19 Benzeneethanol (CA
34 25.696 25.645 25.750 60537¢ 1.8ttrans Isomenthot
35 25.812 25.770 25.865 37073( 1.132,3,5-Trimethyl-6-ethylpyrazini
36 26.786 26.740 26.825 67226( 2.05cisIsomenthon
37 27.665 27.640 27.710 30708t 0.94 Ethyl caprylate $$ Eth octanoat
38 28.327 28.275 28.385 55627¢ 1.70Benzeneacetic acid, ethyl ester (CAS) $$ Ethyl pleeetat:
39 28.448 28.400 28.490 16803¢ 0.51 2-Butena-2-pheny
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40 28.84: 28.78¢ 28.90( 133711 0.41 Acetic acid, -phenylethyl est¢

41 29.41¢ 29.36" 29.46( 15747 0.4¢ 2-Indano[2,-d]1,3-dioxant
42 29.52: 29.48¢ 29.57¢ 22091 0.67 Pyrazine, -isopenty-2,t-dimethy
43 35.730 35.655 35.815 29913¢ 0.91 5-Methyl-2-pheny-2-hexene
3275994, 100.0(
Replica 2
Peak# R.Time 1. Time F.Time Area Area% Name
1 2.03( 1.97C 2.14C 259871 7.9z 2-Propanc
2 3.208 2.730 3.215 14552698 44 B6etic acid
3 3.27¢ 3.23( 3.33( 47099¢ 1.4¢< Butanal, -methy- (CAS) $$ -Methylbutanal $ Isovaleraldehyc
4 4.448 4.355 4.560 63995 0.2C Butanal, 2-methyl- (CAS)
5 5.274 5.240 5.340 590712 1.8C 3-hydroxy-2-butanone
6 7.01¢ 6.97¢ 7.08¢ 69512: 2.1z 2,3-Butanedic
7 7.776 7.640 7.880 514058 1.57 1,3-Butanediol (CAS) $$ 1,3-Butylene glycol $$ D8yydroxybutane
8 8.366 8.235 8.445 610149 1.86 Pyrazine, methyl- (CAS)
9 9.27¢ 9.23¢ 9.37( 15328¢ 0.51 2-Furanmethanol (CA!
10 12.563 12.485 12.685 142546 0.43 2-heptanol
11 15.00: 14.96¢ 15.14( 82056¢ 2.5( Pyrazine, 2,-dimethy- (CAS) $$ 2,-Dimethylpyrazine $$ PYRAZINE, 2-DIMETH
12 15.265 15.230 15.320 81554 0.25 2(3H)-Furanone, dihydro- (CAS) $$ Butyrolactone
13 15.445 15.405 15.475 95462 0.29 Pyrazine, 2,3-dimethyl- (CAS) $$ 2,3-Dimethylpymeai$$ 2,3-dimethyl pyrazine
14 16.50° 16.44% 16.56¢ 81844 2.4¢ Ethyl butanoze
15 16.866 16.820 16.915 715312 2.18 Acetic acid, ethyl ester (CAS)
16 17.63: 17.59( 17.70¢ 34825 1.0€ Benzaldehyde (CAS) $$ Phenylmethanal $$ Benzeneca
17 17.85¢ 17.81¢ 17.89( 34137: 1.0¢ 5-methyl furfura
18 19.137 19.095 19.180 278952 0.85 Pyrazine, 2-ethyl-6-methyl- (CAS) $$ 2-Ethyl-6-megittyrazine
19 19.34¢ 19.30¢ 19.41( 51587¢ 1.57 Pyrazine, -ethyl-5-methy- (CAS) $$ -Methyl-5-ethylpyrazine $$ -Ethyl-5-methylpy
20 19.47¢ 19.43¢ 19.49( 81365¢ 2.4¢ Pyrazine, trimethy- (CAS) $$ Trimethylpyrazine $$ 2,>-Trimethylpyrazine
21 19.54° 19.50( 19.60¢ 8297: 0.2t Sec-butyl acetat
22 21.38( 21.34( 21.42¢ 11623 0.3t Benzeneacetaldehyde (CAS) $$ Hyacinthin $$ Phelgtetl $$ Phenylacetaldehy
23 21.751 21.730 21.785 66027 0.20 Beta ocimene
24 21.989 21.920 22.035 325471 0.99 MESO-2,3-BUTANDIOL DIACETATE
25 22.303 22.265 22.335 654487 1.99 Acetophenone $$ Phenyl methyl ketone
26 22.706 22.655 22.805 125468 0.38 D,L-2,3-BUTANDIOL DIACETATE $$ 2,3-Butanedioldiacate
27 23.013 22.955 23.075 1299875 3.96 Pyrazine, 3-ethyl-2,5-dimethyl- (CAS
28 23.69¢ 23.66( 23.72¢ 26589: 0.81 2-nonanon
29 24.368 24.310 24.455 628947 1.92 2-Isopropy-5-methylhes-2-ena
30 25.45] 25.41¢ 25.49¢ 65892 2.01 Benzeneethanol (CA
31 25.67¢ 25.62¢ 25.72¢ 51379¢ 1.57 trans Isomenthor
32 25.81¢ 25.77¢ 25.85¢ 40814¢ 1.2¢ 2,3,E-Trimethyl6-ethylpyrazine $$-Ethyl-3,5,€-trimethylpyrazite
33 26.791 26.755 26.825 613907 1.87 cis- Isomenthone
34 28.332 28.280 28.385 275677 0.84 Ethyl caprylate $$ Ethyl octanoate
35 28.45( 28.41( 28.49¢ 5818¢ 0.18 2-Octanol, acetate (CA
36 28.849 28.790 28.905 580312 1.77 Benzeneacetic acid, ethyl ester $$ Acetic acidngheethyl ester
37 29.422 29.360 29.470 161781 0.49 2-Butenal-2-phenyl
38 30.213 30.165 30.245 72884 0.22 Indano[2,1-d]1,3-dioxane
39 30.556 30.515 30.620 225879 0.69 Pyrazine, 3-isopentyl-2,5-dimethyl
40 34.67: 34.63¢ 34.72( 67247 0.2C Isopentyl alcohol, benzos
41 35.731 35.670 35.810 271935 0.83 5-Methyl-2-phenyl-2-hexenal
42 38.33¢ 38.31( 38.36( 18357 0.0€ Hexadecanoic acid, ethyl ester $$ Palmitic acidyletste
43 44,552 44.525 44.585 92723 0.28 1,2-Benzenedicarboxylic acid, butyl octyl ester
32820990 100
Replica 3
Peak# R.Timel.Time F.Time Area  Area% Name
1 20341975 2115 2491185 7,42 2-Propanol (CAS) $$ Isopropyl alcohol (CAS) $$ PR®Propan-2-ol $$ Isohol $$ Pro
2 3.1782.870 3.190 1370199840,81 Acetic acid (CAS) $$ Ethylic acid $$ Vinegar aci#l thanoic acid $$ Glacial acetic aci
3 32743225 3.335 450312 1,34 Butanal, 3-methyl- (CAS) $$ 3-Methylbutanal $$ lateraldehyde (CAS) $$ Isovaleral
4  3.4183.375 3.500 62713 0,19 Butanal, 2-methyl- (CAS) $$ 2-Methylbutanal $$ ISSMERALDEHYDE (2-METHYL
5 4.4454.360 4.550 559895 1,67 3-hydroxy-2-butanone
6 7.7467.625 7.835 719112 2,14 2,3-BUTANEDIOL $$ BUTANE-2,3-DIOL $$ 2,3-BUTANDIOL$S$ 2,3-BUTYLENE G
7 8.3218.30( 8.39( 51015: 1,52 1 3-Butanedic $$ Butan-2,3-diol $$ Dimethylethylene glycol $$ Z-Butylene glycol $
8 9.26] 9.21¢  9.30% 65089 1,94 Pyrazine, meth- (CAS) $$ Methylpyrazine $$ METHY-1,4-DIAZINE $$ 2-Methylpy
9 12.5462.485 12.645 145689 0,43 2-Furanmethanol (CAS)
10 14.3224.275 14.370 62027 0,18 Decane $$ n-Decane $$ n-C10H22 $$ UN 2247 $$
11 14.8314.775 14.850 139537 0,42 2.HEPTANOL $$ HEPTAN-2-OL $$ 1-METHYLHEXANOL $$ 2-BPTANOL (NATU
12 14.9904.940 15.155 816712 2,43 pyrazine, 2,5-dimethyl- (CAS) $$ 2,5-Dimethylpynaei$$ PYRAZINE, 2,5-DIMETHY
13 15.26@5.225 15.325 82255 0,25 gamma Butyrolactone
14 15.4295.390 15.485 100213 0,30 Pyrazine, 2,3-dimethyl- $$ 2,3-Dimethylpyrazine$-Dimethyl pyrazine
15 16.5016.425 16.560 742399 2,21 Ethyl Butanoate
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16
17
18
19
2C
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45

16.869.6.800
17.6327.570
17.84¢17.81(

19.1329.070
19.36(19.29(

19.4629.430
19.5419.495
20.9720.860
21.2021.145
21.3841.335
21.574£1.535
21.99:21.93¢

22.30:22.25¢

22.50@2.435
22.70£2.640
23.0122.955
23.3823.335
23.6923.660
24.3624.310
25.4625.405
25.67:25.62(

25.81@5.760
26.79:26.75¢

27.6727.640
28.3348.280
28.45@28.415
28.8428.790
29.42@9.375
30.5780.530
35.73:35.67¢

ANEXO D.

Dia

Peak#

1

© 00N U~ WN

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25

1.

R.Time
2.034
3.178
3.274
3.418
4.44¢
7.74¢
8.321
9.261

12.546
14.327
14.831
14.990
15.266
15.42¢

16.50:

16.865
17.632
17.846
19.137
19.360
19.462
19.541
20.97:

21.20:

21.38¢

16.960
17.750
17.88¢
19.190
19.40¢
19.480
19.615
21.075
21.280
21.430
21.615
22.04(
22.35C
22.550
22.790
23.065
23.415
23.735
24.470
25.510
25.72¢
25.875
26.82¢
27.710
28.380
28.480
28.895
29.475
30.620
35.78(

I.Time
1.975
2.870
3.225
3.375
4.36(
7.62¢
8.30(
9.215

12.485

14.275

14.775

14.940

15.225

15.39(

16.42¢

16.800

17.570

17.810

19.070

19.290

19.430

19.495

20.86(

21.14¢

21.33¢

854622
395421
29957:
192074
23133
588716
951246
256086
86118
148551
81256
37849:
69131!
110211
1352781
711549
312598
589346
625897
599671
45071
699872
30518¢
81621

25343:

F.Time
2.115
3.190
3.335
3.500

4.55(
7.83¢
8.39(
9.305
12.645
14.370
14.850
15.155
15.325
15.48¢
16.56(
16.960
17.750
17.885
19.190
19.405
19.480
19.615
21.07¢
21.28(
21.43(

2,55 Acetic acid, ethyl ester (CAS)

1,18 Benzaldehyde (CAS)

0,89 5-methyl furfural $$ -FURANCARBOXALDEHYDE, &-METHYL- $$ &-METHYLF
0,57 BENZENE, 1,2,4-TRIMETHYL-

0,69 pyrazine, -ethyl-6-methyl

1,75 pyrazine, 2-ethyl-5-methyl- (CAS) $$ 2-Methyl-5-glityrazine $$ 2-Ethyl-5-methylpyra
2,83 pyrazine, trimethyl- (CAS) $$ Trimethylpyrazine $8,5-Trimethylpyrazine $$ 2,3,6-Tr
0,76 pyrazine, 2-ethenyl-5-methyl- (CAS) $$ METHYL-2-V¥NL-5-PYRAZINE $$ 2-Methy
0,24 sec-butyl acetate

0,44 Benzeneacetaldehyde (CAS) $$ Hyacinthin $$ Pheimgtetl $$ Phenylacetaldehyde $$ .
0,24 Beta ocimene

1,13 MESC-2,2BUTANDIOL DIACETATE

2,06 Acetophenone $$ Phenyl methyl ket

0,33 p,L-2,3-BUTANDIOL DIACETATE $$ 2,3-Butanedioldiacate $$ 2,3-BUTANEDIOL,
4,03 pyrazine, 3-ethyl-2,5-dimethyl- (CAS)

2,12 pyrazine, tetramethyl- (CAS)

0,93 2-nonanone

1,76 2-1sopropyl-5-methylhex-2-enal $$ 2-Isopropyl-5-imgt2-hexenal $$ 2-Hexenal, 5-met
1,86 Benzeneethanol (CAS) $$ Phenethyl alcohol (CASPE$ $$ PHENETHYL ALCOLH
1,79 trans Isomenthone

1,34 2,3 - Trimethyl-6-ethylpyrazine $$-Ethyl-3,5,-trimethylpyrazine

2,08 cis- Isomenthone

0,91 Ethyl caprylate $$ Ethyl octano:

0,24 Butanoic acid, 2-methyl-3-oxo-, methyl ester $$ foeeetic acid, 2-methylmethyl este
125487 0,37 acetic acid, 2-phenylethyl ester $$ phenethyl attohcetate

413828 1,23 Benzeneacetic acid, ethyl ester $$ Acetic acidnpheethyl ester $$ .alpha.-Toluic acid,
142609 0,42 2-Butenal-2-phenyl

208416 0,62 2.Indano[2,1-d]1,3-dioxane

199875 0,60 pyrazine, 2,5-dimethyl-3-(3-methylbutyl)- $$ Pynagj 3-isopentyl-2,5-dimethyl

0,75 5-Methyl-2-pheny-2-hexenal

3333262 100,00

Resultados de muestras de cacao CCN51 de  diferentes dias.

Area Area% Name

2491185
13701998
450312
62713
55989¢
71911:
51015:
650895
145689
62027
139537
816712
82255
10021¢
74239¢
854622
395421
299572
192074
231337
588716
951246
25608¢
8611¢
14855:

7,42 2-Propanol (CAS) $$ Isopropyl alcohol (CAS) $$ PR®Propan-2-ol $$ Isohol $$ Pro
40,81 Acetic acid (CAS) $$ Ethylic acid $$ Vinegar aci$l Bthanoic acid $$ Glacial acetic aci

1,34 Butanal, 3-methyl- (CAS) $$ 3-Methylbutanal $$ lateraldehyde (CAS) $$ Isovaleral

0,19 Butanal, 2-methyl- (CAS) $$ 2-Methylbutanal $$ IS@MERALDEHYDE (2-METHYL

1,67 3-hydroxy-2-butanon

2,14 2 =.BUTANEDIOL $$ BUTANE-2,3-DIOL $$ 2,:-BUTANDIOL $$ 2,3-BUTYLENE G

1,52 1 z-Butanediol $$ Butar-2,3-diol $$ Dimethylethylene glycol $$ Z-Butylene glycol $

1,94 pyrazine, methyl- (CAS) $$ Methylpyrazine $$ METHML4-DIAZINE $$ 2-Methylpy

0,43 2-Furanmethanol (CAS)

0,18 Decane $$ n-Decane $$ n-C10H22 $$ UN 2247 $$

0,42 2-HEPTANOL $$ HEPTAN-2-OL $$ 1-METHYLHEXANOL $$ 2-BPTANOL (NATU

2,43 pPyrazine, 2,5-dimethyl- (CAS) $$ 2,5-Dimethylpymai$$ PYRAZINE, 2,5-DIMETHY

0,25 gamma Butyrolactone

0,30 pyrazine, 2,-dimethy- $$ 2,:-Dimethylpyrazine $$ 2-Dimethyl pyraine

2,21 Ethyl Butanoate

2,55 Acetic acid, ethyl ester (CAS)

1,18 Benzaldehyde (CAS)

0,89 5-methyl furfural $$ 2-FURANCARBOXALDEHYDE, 5-METHY- $$ 5-METHYLF

0,57 BENZENE, 1,2,4-TRIMETHYL-

0,69 Pyrazine, 2-ethyl-6-methyl.

1,75 pyrazine, 2-ethyl-5-methyl- (CAS) $$ 2-Methyl-5-giipyrazine $$ 2-Ethyl-5-methylpyra

2,83 Pyrazine, trimethyl- (CAS) $$ Trimethylpyrazine $3,5-Trimethylpyrazine $$ 2,3,6-Tr

0,76 pyrazine, -etheny-5-methy- (CAS) $$ METHYL-2-VINYL -5-PYRAZINE $$ ‘-Methy

0,24 se-butyl acetat

0,44 Benzeneacetaldehyde (CAS) $$ Hyacinthin $$ Phemgtetl $$ Phenylacetaldehyde :
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DIA 2

26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45

Peak#
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21.574
21.995
22.30¢

22.500
22.70¢

23.011
23.385
23.695
24.368
25.463
25.674
25.81¢

26.79:

27.67:

28.334
28.450
28.847
29.420
30.577
35.735

R.Time
2,034

3,157

3,253

3,397

4,424

7,725

8,300

9,240

12,525
14,810
14,969
15,245
15,408
16,480
16,844
17,611
17,825
19,116
19,339
19,441
19,520
20,95

21,180
21,363
21,553
21,974
22,282
22,479
22,683
22,990
23,364
23,674
24,347
25,442
25,653
25,795
26,770

21.535
21.935
22.25¢

22.435
22.64(

22.955
23.335
23.660
24.310
25.405
25.620
25.76(

26.75¢

27.64(

28.280
28.415
28.790
29.375
30.530
35.675

1.Time

1,903

2,779

3,134

3,284

4,269

7,534

8,209

9,124

12,394
14,684
14,849
15,134
15,299
16,334
16,709
17,479
17,719
18,979
19,199
19,339
19,404
20,769
21,054
21,244
21,444
21,844
22,164
22,344
22,549
22,864
23,244
23,569
24,219
25,314
25,529
25,669
26,664

21.615 81256
22.040 378492
22.35( 69131!
22.550 110211
22.79( 1352781
23.065 711549
23.415 312598
23.735 589346
24.470 625897
25.510 599671
25.725 450713
25.87¢ 69987:
26.82¢ 30518¢
27.71( 81621
28.380 125487
28.480 413828
28.895 142609
29.475 208416
30.620 199875
35.780 253431
3333262
F.Time Area Area%
2,211 2820214 7,31
3,274 15828828 41,00
3,419 507142 1,31
3,584 79543 0,21
4,634 600725 1,56
7,919 845942 2,19
8,474 586984 1,52
9,389 777725 2,01
12,729 172519 0,45
14,934 176367 0,46
15,239 943542 2,44
15,409 99085 0,26
15,569 127043 0,33
16,644 949229 2,46
17,044 881452 2,28
17,834 492251 1,28
17,969 326402 0,85
19,274 186485 0,48
19,489 280167 0,73
19,564 735546 1,91
19,699 899876 2,33
21,159 250497 0,65
21,364 100948 0,26
21,514 175381 0,45
21,699 100086 0,26
22,124 455322 1,18
22,434 879143 2,28
22,634 137041 0,35
22,874 1699611 4,40
23,149 798379 2,07
23,499 400428 1,04
23,819 616176 1,60
24,554 742727 1,92
25,594 646501 1,67
25,809 577543 1,50
25,959 726702 1,88
26,909 395019 1,02

0,24 Beta ocimene
1,13 MES0-2,3-BUTANDIOL DIACETATE
2,06 Acetophenone $$ Phenyl methyl ket
0,33 D,L-2,3-BUTANDIOL DIACETATE $$ 2,3-Butanedioldiacate $$ 2,3-BUTANEDIOL,
4,03 pyrazine, -ethyl-2,5-dimethy- (CAS)
2,12 pyrazine, tetramethyl- (CAS)
0,93 2-nonanone
1,76 2-1sopropyl-5-methylhex-2-enal $$ 2-Isopropyl-5-ingt2-hexenal $$ 2-Hexenal, 5-met
1,86 Benzeneethanol (CAS) $$ Phenethyl alcohol (CASPE® $$ PHENETHYL ALCOLH
1,79 trans Isomenthone
1,34 2,3 5-Trimethyl-6-ethylpyrazine $$ 2-Ethyl-3,5,6atethylpyrazine
2,08 cis- Isomenthone
0,91 Ethyl caprylate $$ Ethyl octano:
0,24 Bytanoic acid, -methy-3-oxc-, methyl ester $$ Aetoacetic acid, -methy-, methyl este
0,37 acetic acid, 2-phenylethyl ester $$ phenethyl abtohcetate
1,23 Benzeneacetic acid, ethyl ester $$ Acetic acidnphgeethyl ester $$ .alpha.-Toluic acid,
0,42 2-Butenal-2-phenyl
0,62 2-Indano[2,1-d]1,3-dioxane
0,60 pyrazine, 2,5-dimethyl-3-(3-methylbutyl)- $$ Pymaej 3-isopentyl-2,5-dimethyl
0,75 5-Methyl-2-phenyl-2-hexenal
100,00
Name
2-Propanol (CAS) $$ Isopropyl alcohol (CAS) $$ PRO $$ Propan-2-ol
Acetic acid (CAS) $$ Ethylic acid $$ Vinegar acid $$ Ethanoic acid
Butanal, 3-methyl- (CAS) $$ 3-Methylbutanal
Butanal, 2-methyl- (CAS) $$ 2-Methylbutanal $$ ISOVALERALDEHYDE (2-METHYL
3-hydroxy-2-butanone
2,3-BUTANEDIOL $$ BUTANE-2,3-DIOL $$ 2,3-BUTANDIOL $$ 2,3-BUTYLENE G
1,3-Butanediol $$ Butane-2,3-diol $$ Dimethylethylene glycol
Pyrazine, methyl- (CAS)
2-Furanmethanol (CAS)
2-HEPTANOL $$ HEPTAN-2-OL $$ 1-METHYLHEXANOL $$ 2-HEPTANOL (NATU
Pyrazine, 2,5-dimethyl- (CAS)
gamma Butyrolactone
Pyrazine, 2,3-dimethyl- $$ 2,3-Dimethylpyrazine $$ 2,3-Dimethyl pyrazine
Ethyl Butanoate
Acetic acid, ethyl ester (CAS)
Benzaldehyde (CAS)
5-methyl furfural $$ 2-FURANCARBOXALDEHYDE, 5-METHYL- $$ 5-METHYLF
BENZENE, 1,2,4-TRIMETHYL-
Pyrazine, 2-ethyl-6-methyl.
Pyrazine, 2-ethyl-5-methyl- (CAS) $$ 2-Methyl-5-ethylpyrazine
Pyrazine, trimethyl- (CAS) $$ Trimethylpyrazine
Pyrazine, 2-ethenyl-5-methyl- (CAS)
Sec-butyl acetate
Benzeneacetaldehyde (CAS) $$ Hyacinthin $$ Phenylethanal
Beta ocimene
MESO-2,3-BUTANDIOL DIACETATE
Acetophenone $$ Phenyl methyl ketone
D,L-2,3-BUTANDIOL DIACETATE $$ 2,3-Butanedioldiacetate $$ 2,3-BUTANEDIOL,
Pyrazine, 3-ethyl-2,5-dimethyl- (CAS)
Pyrazine, tetramethyl- (CAS)
2-nonanone
2-Isopropyl-5-methylhex-2-enal $$ 2-Isopropyl-5-methyl-2-hexenal
Benzeneethanol (CAS) $$ Phenethyl alcohol (CAS)
trans Isomenthone
2,3,5-Trimethyl-6-ethylpyrazine $$ 2-Ethyl-3,5,6-trimethylpyrazine
cis- Isomenthone
Ethyl caprylate $$ Ethyl octanoate
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27,65

28,313
28,429
28,826
29,399
30,556
35,646

R.Time
2,100

3,223

3,319

3,463

4,490

7,791

8,386

9,306

12,591
14,876
15,135
15,311
15,474
16,546
16,910
17,677
17,891
19,401
19,513
19,597
20,956
21,280
21,488
21,702
22,155
22,375
22,556
22,778
23,065
23,498
23,804
24,443
25,490
25,721
25,902
26,875
27,572
28,397
28,379
28,495
30,513
35,601

27,549
28,189
28,324
28,699
29,284
30,439
35,584

1.Time
2,265
3,328
3,473
3,638
4,688
7,973
8,528
9,443
12,783
14,988
15,293
15,463
15,623
16,698
17,098
17,888
18,023
19,543
19,618
19,753
21,213
21,418
21,668
21,853
22,278
22,488
22,688
22,928
23,203
23,653
23,938
24,608
25,648
25,863
26,013
27,055
27,413
28,518
28,288
28,393
30,408
35,523

27,794
28,464
28,564
28,979
29,559
30,704
35,864

F.Time
2,192

3,255

3,400

3,565

4,615

7,900

8,455

9,370

12,710
14,915
15,220
15,390
15,550
16,625
17,025
17,815
17,950
19,470
19,545
19,680
21,14

21,345
21,595
21,780
22,205
22,415
22,615
22,855
23,130
23,580
23,865
24,535
25,575
25,790
25,940
26,982
27,775
28,445
28,545
28,660
30,685
35,845

76032
119898
480658
179439
202827
226705
299261
38603391

Area
2606726
14715340
463654
77055
543237
732454
523496
774237
159031
152879
930054
95597
113555
885741
967964
408063
312914
286679
602058
999588
269428
99460
161893
94598
391834
734655
123553
1386123
724891
385940
662688
639239
693013
494055
793214
348531
94963
138829
427170
155951
213217
266773

35650340 100,00

0,20
0,31
1,25
0,46
0,53
0,59
0,78
100,00

Area%
7,31
41,28
1,30
0,22
1,52
2,05
1,47
2,17
0,45
0,43
2,61
0,27
0,32
2,48
2,72
1,14
0,88
0,80
1,69
2,80
0,76
0,28
0,45
0,27
1,10
2,06
0,35
3,89
2,03
1,08
1,86
1,79
1,94
1,39
2,22
0,98
0,27
0,39
1,20
0,44
0,60
0,75

Acetoacetic acid, 2-methyl-, methyl ester

acetic acid, 2-phenylethyl ester $$ phenethyl alcohol, acetate

Benzeneacetic acid, ethyl ester $$ Acetic acid, phenyl-, ethyl ester
2-Butenal-2-phenyl

2-Indano[2,1-d]1,3-dioxane

Pyrazine, 2,5-dimethyl-3-(3-methylbutyl)- $$ Pyrazine, 3-isopentyl-2,5-dimethyl
5-Methyl-2-phenyl-2-hexenal

Name

2-Propanol (CAS) $$ Isopropyl alcohol (CAS) $$ PRO

Acetic acid (CAS) $$ Ethylic acid

Butanal, 3-methyl- (CAS) $$ 3-Methylbutanal

Butanal, 2-methyl- (CAS) $$ 2-Methylbutanal
3-hydroxy-2-butanone

2,3-BUTANEDIOL $$ BUTANE-2,3-DIOL $$ 2,3-BUTANDIOL
1,3-Butanediol $$ Butane-2,3-diol $$ Dimethylethylene glycol
Pyrazine, methyl- (CAS) $$ Methylpyrazine $$ METHYL-1,4-DIAZINE
2-Furanmethanol (CAS)

2-HEPTANOL $$ HEPTAN-2-OL $$ 1-METHYLHEXANOL
Pyrazine, 2,5-dimethyl- (CAS) $$ 2,5-Dimethylpyrazine

gamma Butyrolactone

Pyrazine, 2,3-dimethyl- $$ 2,3-Dimethylpyrazine $$ 2,3-Dimethyl pyrazine
Ethyl Butanoate

Acetic acid, ethyl ester (CAS)

Benzaldehyde (CAS)

5-methyl furfural $$ 2-FURANCARBOXALDEHYDE, 5-METHYL-
Pyrazine, 2-ethyl-6-methyl.

Pyrazine, 2-ethyl-5-methyl- (CAS) $$ 2-Methyl-5-ethylpyrazine
Pyrazine, trimethyl- (CAS) $$ Trimethylpyrazine

Pyrazine, 2-ethenyl-5-methyl- (CAS)

Sec-butyl acetate

Benzeneacetaldehyde (CAS) $$ Hyacinthin $$ Phenylethanal
Beta ocimene

MESO-2,3-BUTANDIOL DIACETATE

Acetophenone $$ Phenyl methyl ketone

D,L-2,3-BUTANDIOL DIACETATE $$ 2,3-Butanedioldiacetate
Pyrazine, 3-ethyl-2,5-dimethyl- (CAS)

Pyrazine, tetramethyl- (CAS)

2-nonanone

2-Isopropyl-5-methylhex-2-enal $$ 2-Isopropyl-5-methyl-2-hexenal
Benzeneethanol (CAS) $$ Phenethyl alcohol (CAS)

trans Isomenthone

2,3,5-Trimethyl-6-ethylpyrazine $$ 2-Ethyl-3,5,6-trimethylpyrazine
cis- Isomenthone

Ethyl caprylate $$ Ethyl octanoate

Butanoic acid, 2-methyl-3-oxo-, methyl ester

acetic acid, 2-phenylethyl ester $$ phenethyl alcohol, acetate
Benzeneacetic acid, ethyl ester $$ Acetic acid, phenyl-, ethyl esterd,
2-Butenal-2-phenyl

Pyrazine, 2,5-dimethyl-3-(3-methylbutyl)-
5-Methyl-2-phenyl-2-hexenal
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ANEXO E. Cromatograma del cacao regional fermentado 5 dias R-5 por GC-
MS

x1,000,000)
TIC

2.60

29

1.50

1.25

(3] (2}
% ™
30.0 325 35.0 375 40.0 425 450 475 50.0 52!

\
25 50 75 100 125 150 175 20.0 225 250 27.

Peak Report TIC
Peal= F.Time 1 Time FTime Ares Area¥s Name
1 2314 2270 2370 73416 0.20 Propanal, 2-methyl- (CAS) §% Tsobutanal 33 Isobutyraldehyde (CAS) $5 2-Methyipropan
2 252 2485 2600 229752 0.63 2,3-Butanedione (CAS) 3% Diacetyl $% Biacetyl $3 Butanedione 3% 2,3-Butadione $8 Di
3 3258 2790 3263 17893420 49.04 Aretic acid (CAS) $3 Ethylic acid $$ Vinegar ‘acid §% Ethanoic acid $5 Glacial acetic acic
4 3417 3375 3470 11100 0.30 Butanal, 2-methyl- (CAS) $3 ?r\'ielh‘.-lh.rtaml $% ISOVALERALDEHYDE (2-METHYI
3 4195 4155 4125 51992 0.14 2-Pentanol §§ mml aleohol $§ sec-Pentanol §§ Methylpropylearbine] $§ 1-Methyl-1
6 4391 4350 4330 1521505 417 2-Butanone, 3-] h\-dl‘ox} (CAS) 53 Acetoin 3§ 3-Hydroxy-2-butanone $8 Dimethylketol !
7 3236 3.190 5205 110244 030 1-Butanol, 3-methyl- (mapure) (CAS) §8 3-Methyl-1-butanol $§ Lsopentancl §§ 3 \'Ieth)i
8 7723 7613 7.845 506397 1.39 2,3-Butanediol (CAS) $% Butane-2,3-diol §3 2 3 -BUTANDIOL $% 2.3-Butylene glyeol $
2 8314 8.193 8.460 493619 1.35 1,3-Butanediol (CAS) §% 1,3-Butylens sghycol $5 1,3-Dilydroxybutans $§ eta- Butylens
10 11348 11285 11.400 100086 0127 _fPErll‘a.noL acetate (CAS) 33 2 Pertyl acetate §3 E-Ac,etoxvpentane 21 N."leﬂ:l\-].bu‘h.l an
1 13.110 13.050 13180 754020 2.07 1-Butanol, 3-methyl-, acetate (CAS) % Tsoamyl acetate 33 3 METHYL BUTYL ACETA
12 13264 13215 13310 112617 0.31 1-Butanol, 2-methyl-, acetate (CAS) §5 2 Meth}{bm}i acetate §% 2-METHYL-1-ACETQ
13 13902 13835 13605 320289 0.88 2-Heptanone $§ n-Amyl methy] ketone $8 n-Pentyl methyl ketone $3 Ayl methyl keton
14 14224 14170 14265 114038 0.31 Acefic acid, 1-methylethy] ester (CAS) $% Isopropyl acetate $$ 2-Acetoxypropane 38 2-P
15 14 843 14775 14.880 322134 0.88 2-Heptanol (CAS) 38 2-Hydroxyheptane $3 s-Heptyl alcohol $3 2-Heptyl alcohol $3 Amnx
16 15451 15 41'.‘! 15520 83023 0.23 Pyrazine, 2.3-dimethyl- (CAS)
17 16.515 16.440 16.600 973863 2.67 Ethanol, 2-[242 methcx}'eﬂ.mxv]ethm] , acetate (CAS) §3% Methoxytriglycol acetate $3
18 16872 16810 16.933 7683935 211 1 Methoory-2-propyl ester of acetic acid $3 1-Methoxy-2-propy] acetate $3 2 Propancl, 1-
19 17.646 17.583 17.730 1351071 370 Beuzaldeh}ﬂe (CAS) S$Phem]metha.nal 8 Benzenecarbonal §% Benzaldehyde FFC §§
20 19.035 18995 19.080 153432 042 beta -Myreene 35 1 6—Oclz.dle|1e T-methyl-3-methylene- (CAS) §§ 2 h{eﬂ:ﬁl G-methylen
il 19565 16520 19.615 370521 1.02 Pyrazine, trimethyl- (CAS) $3 Tnmeth\-lp\-‘mmue 13 135 Tnn:leth\‘lpﬂazme $323 &TI
2 11.062 21020 21115 168605 0.46 trans- beta Ocimene $§ 1.3,6-Octatriene, 3, 7-dimethyl-, (E)- 33 beta. trmOcmene 5%
23 21220 21165 21275 681003 187 Aretic acid, 1-meth 1pI0pi1E!4EI(C‘\5:I$$ Z-Blrhla.cetaiﬂ $3 sec-Butyl acetate $5 sec-B
4 21.400 21350 21435 106037 0.29 Benzeneacetaldelyde (CAS) $$ Hyacinthin $$ P})En}‘lethﬂ.nal 18 P]ﬂm\-la.cmldﬁh\-‘de s
23 22,000 21925 22.060 284604 0.78 MESQ-23 -BUTANDIOL DIACETATE
% P31 0 23 95880 0.26 Ethenons, l-phenyl- (CAS) $8 Acctophenone $$ Phemyl methyl ketone $$ Hypmon $8 Hy
27 223516 22460 22,565 141338 0.39 D,L-2,3-BUTANDIOL DIACETATE $$ 2,3-Butanedioldiacetate $% 2,3-BUTANEDIOL,
B 27U 0ES 27 90975 025 Ethanome, 1(IH pymol2yl)- (CAS) 5% 2-Acetyipyrrols $5 Methyl pymral-2-y1 ketone §:
29 23.026 22950 23125 3393162 14.78 Pyrazine, tetrametinl- (CAS) 33 Tetrametilpyrazine $3 BS factor $32,3,3 6-Tetramethy
30 23188 23145 23225 3647683 1.00 2"Nomanone (CAS) 38 Methyl heptyl ketone 33 Nonan-2-one 38 Heptyl meﬂ:l\'l ketone §
i 23.650 23590 23730 470706 1.84 AIPHA TERPINOLENE $3 Cyclohexene, 1-methyl-4-(1-methylethylidene)- (CAS) $8
2 24 368 24305 24455 600178 1.64 Benzeneethanol (CAS) $3 Phenetlryl alcohol (CAS) 5% PEA $3 PHENETHYL AL COLH
33 25673 25620 25710 40401 0.14 2.3,5-Trimethyl-6-ethylpyrazine 852 -Ethyl-3,5,6-trimethylpyrazine $$ 2-ETHYL-3,5 6-
34 26.803 26.760 26.835 169704 047 OCTANOIC 3\!:]:[) ETHYLESTER. 3% CAPR.‘IUC ACIDETHYL ESTER §3 ETHYL
33 28041 28000 28.090 58186 0.16 2-Octanol, acetate (CAS) $3 2-Octyl acetate §$ 1-Methylheptyl acetate $$ 2-Octanol acel
36 28456 28410 28303 111064 0.30 Benreneacetic zcid, ethyl exter (CAS) 35 Eﬂnlphem-lacebute $3 4 ETHYLPHENYL AC.
37 28857 23 800 28915 910083 2.50 ACETIC ACID, 2-PHENYLETHYL ESTER. 8§ PHENE'.I‘HYL ALCOHOL, ACETATE §
38 20426 29393 29475 80337 022 Beuzenemetaldeh‘.-de, _zlpha -efirylidene- (CAS) §5 2- 2 butenal $% 2. PHENYLE
39 44,564 44 525 44595 91669 0.25 1.2-Benzenedicarboxylic acid, butyl 2-methylpropyl ester [CHS) $$ N-BUTYLISOBUT

36486340 100.00
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ANEXO F. Cromatograma del cacao regional fermentado

6 dias R-6 por GC-

x1,000,000)
e o
2.00
1.75
(o2}
N
1.50

EGD:E\pm-ﬂ@u-hwu»—g
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17

ERREREEER"

10.0

12,5

ETime
1375
2620
3325
3475
42355
4545
5325
7.820
8415

11.405

13.170

13290

13.960

14275

14.933

15320

16,590

16.9635

17.720

19.080

19.610

21.085

21250

21.420

22045

22360

22560

12775

23.110

23220

23.765

24475

25735

25830

28.070

28495

28.910

29470

32.790

32935

44 605

150 175

Arez
00745
241818
20587004
130428
24080
1695234
169449
331181
263021
2737
1123353
1645335
346049
199871
774083
128426
917022
771898
1752533
255789
617410
153433
7078435
112678
289184
117108
184168
213803
5372646
55527
833509
730370
186173
222088
50864
13427
1015144
218723
57343
043532
3383
42211333

o
kE 5
20.0 225 25.0 27.5 30.0 325 35.0 37.5 40.0 425 45.(

Peal: Report TIC

Area Name

0.24 PROPANAT 2 NMETHYL-
0.37 23-Butanedione (CAS)

48.77 Acetic acid (CAS) $% Ethylic zcid $3 Vinegar acid
0.31 Butanal, 2-methyl- (CAS] $3 1—\'Ie‘th}‘1b1mal $$ ISOVALER AL DEHYDE
0.22 2-Pentancl (CAS) $3 Pentan-2-ol 38 1-Methylbutanol $5 2-Pentyl alcchol
402 2 Butancne, 3-hydroxy (CAS) $§ Acetoin $3 3-Hydroxy-2-butanone $$ Dimethylketol
040 3-Methyl-1-butanol $§ Isopentancl
0.78 2,3-Butanediol 33 Butane-J,3-diol $§ Dimethyletiylene glycol
0.62 lJ-Butanadlol (CAS) 5% Butane -2 3-diol 38 2 3 BU'IANDIOL
0.53 _,-Penta.noJ_, acetate
2.65 1-Butanol, 3-methyl-, acetate (CAS) $3 Isoany] acetate
0.39 1-Butanol, 2-methyl-, acetate (CAS) §3 Z—\Iethylbml acetate
0.82 2-HEPTANINE
0.47 Isopropyl acetate $S Acetic acid. 1-methylethyl ester $$ Acetic acid, isopropyl ester
1.83 Pyrazine, 2,3 <imethyl- (CAS) $5 2,3-Dimethylpyrazine §§ 2,3-dimethyl pyrazine S5 PY1
(.30 Pyrazine, 2.3-dimethyl- (CAS)
217 Arefic acid, sthyl ester (CAS) $3 Arcetic acid ethyl ester (CAS) 53 Ethnyd acetate $3 Acetic
1.83 Aretic arid, ethyl ester (CAS) $3 Acetic acid ethyl ester (CAS) $$ Ettl acetate $§ Acetic
415 Benzaldehyde (CAS) §3 Phenylmethanal $8 Benzenecarbonal $8 Benzaldehyde FFC $§
0.61 beta-Myrcens $5 1, 6—()<:tad.1.e:r.'|e T-methyl-3-methylens- (CAS) $3 2-Metiy]- G-mel:l:nlem
1.46 Pyrazine, mmeﬂ:nl (CAS) 3% Tnmelh‘.-l]:n-‘mﬂne §8 23,5 Trimethylpyrazie $3 2.3 T
0.37 trans- betaOcimene §5 1,3,6-Octatriens, 3, 7-dimethyl. () $3 beta trans Ocimene
1.68 Acetic arid, 1-methylpropyl ester (CAS) $$ 2-Butyl acetate $8 sec-Butyl acetate §3 sec-E
0.27 Benzeneacetaldehyde (CAS) $3 Hyacinthin §3 PhEn\iEdJmal k13 Phem].aoetaldeh‘rde 35
060 DL-23BUTANDIOL DIACETATE $3 2,3-Butanedioldiacetate $3 2,3.BUTANEDIOL
0.28 Ethanone, 1-phenyl- (CAS) $5 Acsto
044 MESO-23-BUTANDIOL DIACETATE
0.51 Ethenone, 14{1Hpyol-2-y]- (CAS)

12.73 Pyrazine, tetramethyl- (CAS) $3 Tetramethylpyrazine §5 BS factor $$ 2.3, .6-Tetrameth
1.32 2-Nonanone (CAS) $$ Methyl heptyl ketone $3 Nonan-2-one $3 Heptyl methyl ketone §¢
197 ALPHA -TERPINOLENE 35 Cyclobexene, 1-methyl-4-(1- meth},‘leth\‘lld&ne] (CAS)
1.73 Benreneethanol (CAS) 3% Phenetinl aleohol (CAS) §$ PEA$$ PHENETHYL ALCOLH
0.39 : 21,2 Dihydroxyethyl]-9-[ betad-ribofiranosyl]

0.33 Qctanoic acid, ethyl ester 35 Ethyl caprylate $8 Ethyl octanoate 35 Ethyl octoate 33 Ethy

0.12 2-Octznol, acetate (CAS) $$ 2-Octyl zcetate 35 1-Methylheptyl scetate

0.32 Benzencacetic acid, ethyl ester (CAS) $$ Ethyl phenvlacetate

240 ACETIC ACID, 2-PHENYLETHYL ESTER.

0.52 Benreneacetaldehyde, .alpha -ethylidene- (CAS)

0.14 Decanoic arid, ethyl ester (CAS) $3 Ethyl decancate $5 Etyl caprate

0.22 180 AWYT BENZOATE

0.22 12 Benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester (CAS) $5 Butyl phthalate $ DLN-BUTYLP
100.00
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ANEXO G. Diferencias estimadas entre cada par de medias entre los 31

compuestos comunes en las dos muestras de cacao regional.

Contraste Sig. [Diferencia +/- Limites
1,3-butanediol - 2,3,5-trimetil-6-etil-pirazina Qy75, 382275,
1,3-butanediol - 2,3-butanediol -24897,0 382275,
1,3-butanediol - 2,3-butanodiona 158499, 382275,
1,3-butanediol - 2,3-dimetil-pirazina -243427, 283,
1,3-butanediol - 2-Heptanol -371850, 382275,
1,3-butanediol - 2-Heptanona 7585,0 382275,
1,3-butanediol - 2-acetil-pirrol 214367, 382275,
1,3-butanediol - 2-fenil-2-butenal 176404, 382275,
1,3-butanediol - 2-metil butanal 252451, 382275,
1,3-butanediol - 2-nonanona -158023, 382275,
1,3-butanediol - 3-hidroxi-2-butanona * -1,30452E6 382275,
1,3-butanediol - 3-metil-1-butanol 246645, 382275,
1,3-butanediol - Acetato de 2-fenil etilo * -606894, 382275,
1,3-butanediol - Acetato de 2-metil-butanol 195790 382275,
1,3-butanediol - Acetato de isoamil * -689824, 382275,
1,3-butanediol - Acetato de sec- butilo * -456375, 382275,
1,3-butanediol - Acetofenona 255921, 382275,
1,3-butanediol - Acido acetico * -1,97491E7 382275,
1,3-butanediol - Alfa. TERPINOLENO * -451476, 382275,
1,3-butanediol - Bencen acetaldehido 236070, 3B227
1,3-butanediol - Bencen etanol * -391210, 382275,
1,3-butanediol - Benzaldehido * -1,454E6 382275,
1,3-butanediol - Beta-MYRCENO 124795, 382275,
1,3-butanediol - Beta-OCIMENO 177169, 382275,
1,3-butanediol - Caprilato de etilo 152925, 382275
1,3-butanediol - D,I-diacetato de 2,3-butandiol 138,5 382275,
1,3-butanediol - Fenil acetato de etilo -36214,0 82235,
1,3-butanediol - Meso-diacetato de 2,3-butandiol 95389, 382275,
1,3-butanediol - Tetrametil pirazina * -5,30786E6 382275,
1,3-butanediol - Trimetil pirazina -189207, 382275
2,3,5-trimetil-6-etil-pirazina - 2,3-butanediol 92872, 382275,
2,3,5-trimetil-6-etil-pirazina - 2,3-butanodiona 112476, 382275,
2,3,5-trimetil-6-etil-pirazina - 2,3-dimetil-piraza * -514402, 382275,
2,3,5-trimetil-6-etil-pirazina - 2-Heptanol * -642825, 382275,
2,3,5-trimetil-6-etil-pirazina - 2-Heptanona -2683 382275,
2,3,5-trimetil-6-etil-pirazina - 2-acetil-pirrol 56608,5 382275,
2,3,5-trimetil-6-etil-pirazina - 2-fenil-2-butenal -94571,5 382275,
2,3,5-trimetil-6-etil-pirazina - 2-metil butanal 18524,0 382275,
2,3,5-trimetil-6-etil-pirazina - 2-nonanona * -428998, 382275,
2,3,5-trimetil-6-etil-pirazina - 3-hidroxi-2-butana * -1,57549E6 382275,
2,3,5-trimetil-6-etil-pirazina - 3-metil-1-butanol -24330,5 382275,
2,3,5-trimetil-6-etil-pirazina - Acetato de 2-feeililo * -877869, 382275,
2,3,5-trimetil-6-etil-pirazina - Acetato de 2-metilitanol -75185,0 382275,
2,3,5-trimetil-6-etil-pirazina - Acetato de isoamil * -960799, 382275,
2,3,5-trimetil-6-etil-pirazina - Acetato de sec+ibu * -727350, 382275,
2,3,5-trimetil-6-etil-pirazina - Acetofenona -1505 382275,
2,3,5-trimetil-6-etil-pirazina - Acido acetico * -2,00201E7 382275,
2,3,5-trimetil-6-etil-pirazina - Alfa. TERPINOLENO * -722451, 382275,
2,3,5-trimetil-6-etil-pirazina - Bencen acetaldehid -34905,0 382275,
2,3,5-trimetil-6-etil-pirazina - Bencen etanol * -662185, 382275,
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2,3,5-trimetil-6-etil-pirazina - Benzaldehido -1,72497E6 382275,
2,3,5-trimetil-6-etil-pirazina - Beta-MYRCENO -1281, 382275,
2,3,5-trimetil-6-etil-pirazina - Beta-OCIMENO -938,0 382275,
2,3,5-trimetil-6-etil-pirazina - Caprilato de etilo -118050, 382275,
2,3,5-trimetil-6-etil-pirazina - D,I-diacetato de32butandiol -216837, 382275,
2,3,5-trimetil-6-etil-pirazina - Fenil acetato dil@ -307189, 382275,
2,3,5-trimetil-6-etil-pirazina - Meso-diacetato 28-butandiol -75636,0 382275,
2,3,5-trimetil-6-etil-pirazina - Tetrametil pirazn -5,57883E6 382275,
2,3,5-trimetil-6-etil-pirazina - Trimetil pirazina -460182, 382275,
2,3-butanediol - 2,3-butanodiona 183396, 382275,
2,3-butanediol - 2,3-dimetil-pirazina -218530, 283,
2,3-butanediol - 2-Heptanol -346953, 382275,
2,3-butanediol - 2-Heptanona 32482,0 382275,
2,3-butanediol - 2-acetil-pirrol 239264, 382275,
2,3-butanediol - 2-fenil-2-butenal 201301, 382275,
2,3-butanediol - 2-metil butanal 277348, 382275,
2,3-butanediol - 2-nonanona -133126, 382275,
2,3-butanediol - 3-hidroxi-2-butanona -1,27962E6 382275,
2,3-butanediol - 3-metil-1-butanol 271542, 382275,
2,3-butanediol - Acetato de 2-fenil etilo -581997, 382275,
2,3-butanediol - Acetato de 2-metil-butanol 220687 382275,
2,3-butanediol - Acetato de isoamil -664927, 382275,
2,3-butanediol - Acetato de sec- butilo -431478, 382275,
2,3-butanediol - Acetofenona 280818, 382275,
2,3-butanediol - Acido acetico -1,97242E7 382275,
2,3-butanediol - Alfa. TERPINOLENO -426579, 382275,
2,3-butanediol - Bencen acetaldehido 260967, 3B227
2,3-butanediol - Bencen etanol -366313, 382275,
2,3-butanediol - Benzaldehido -1,4291E6 382275,
2,3-butanediol - Beta-MYRCENO 149692, 382275,
2,3-butanediol - Beta-OCIMENO 202066, 382275,
2,3-butanediol - Caprilato de etilo 177822, 382275
2,3-butanediol - D,|-diacetato de 2,3-butandiol 0395 382275,
2,3-butanediol - Fenil acetato de etilo -11317,0 82735,
2,3-butanediol - Meso-diacetato de 2,3-butandiol 20236, 382275,
2,3-butanediol - Tetrametil pirazina -5,28296E6 382275,
2,3-butanediol - Trimetil pirazina -164310, 382275
2,3-butanodiona - 2,3-dimetil-pirazina -401926, 382275,
2,3-butanodiona - 2-Heptanol -530349, 382275,
2,3-butanodiona - 2-Heptanona -150914, 382275,
2,3-butanodiona - 2-acetil-pirrol 55867,5 382275,
2,3-butanodiona - 2-fenil-2-butenal 17904,5 382275
2,3-butanodiona - 2-metil butanal 93952,0 382275,
2,3-butanodiona - 2-nonanona -316522, 382275,
2,3-butanodiona - 3-hidroxi-2-butanona -1,46302E6 382275,
2,3-butanodiona - 3-metil-1-butanol 88145,5 382275
2,3-butanodiona - Acetato de 2-fenil etilo -765393, 382275,
2,3-butanodiona - Acetato de 2-metil-butanol 37091 382275,
2,3-butanodiona - Acetato de isoamil -848323, 382275,
2,3-butanodiona - Acetato de sec- butilo -614874, 382275,
2,3-butanodiona - Acetofenona 97421,5 382275,
2,3-butanodiona - Acido acetico -1,99076E7 382275,
2,3-butanodiona - Alfa. TERPINOLENO -609975, 382275,
2,3-butanodiona - Bencen acetaldehido 77571,0 BR22
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2,3-butanodiona - Bencen etanol -549709, 382275,
2,3-butanodiona - Benzaldehido -1,6125E6 382275,
2,3-butanodiona - Beta-MYRCENO -33704,5 382275,
2,3-butanodiona - Beta-OCIMENO 18670,0 382275,
2,3-butanodiona - Caprilato de etilo -5574,0 3&27
2,3-butanodiona - D,|-diacetato de 2,3-butandiol 104361, 382275,
2,3-butanodiona - Fenil acetato de etilo -194713, |382275,
2,3-butanodiona - Meso-diacetato de 2,3-butandiol 36840,0 382275,
2,3-butanodiona - Tetrametil pirazina -5,46635E6 382275,
2,3-butanodiona - Trimetil pirazina -347706, 38227
2,3-dimetil-pirazina - 2-Heptanol -128423, 382275,
2,3-dimetil-pirazina - 2-Heptanona 251012, 382275,
2,3-dimetil-pirazina - 2-acetil-pirrol 457794, 382275,
2,3-dimetil-pirazina - 2-fenil-2-butenal 419831, 382275,
2,3-dimetil-pirazina - 2-metil butanal 495878, 382275,
2,3-dimetil-pirazina - 2-nonanona 85404,5 382275,
2,3-dimetil-pirazina - 3-hidroxi-2-butanona -1,06109E6 382275,
2,3-dimetil-pirazina - 3-metil-1-butanol 490072, 382275,
2,3-dimetil-pirazina - Acetato de 2-fenil etilo 63467, 382275,
2,3-dimetil-pirazina - Acetato de 2-metil-butanol 439217, 382275,
2,3-dimetil-pirazina - Acetato de isoamil -446397, 382275,
2,3-dimetil-pirazina - Acetato de sec- butilo -948, 382275,
2,3-dimetil-pirazina - Acetofenona 499348, 382275,
2,3-dimetil-pirazina - Acido acetico -1,95057E7 382275,
2,3-dimetil-pirazina - Alfa. TERPINOLENO -208049, 875,
2,3-dimetil-pirazina - Bencen acetaldehido 479497, 382275,
2,3-dimetil-pirazina - Bencen etanol -147783, 382
2,3-dimetil-pirazina - Benzaldehido -1,21057E6 382275,
2,3-dimetil-pirazina - Beta-MYRCENO 368222, 382275
2,3-dimetil-pirazina - Beta-OCIMENO 420596, 382275,
2,3-dimetil-pirazina - Caprilato de etilo 396352, 382275,
2,3-dimetil-pirazina - D,l-diacetato de 2,3-butanidi 297566, 382275,
2,3-dimetil-pirazina - Fenil acetato de etilo 2032 382275,
2,3-dimetil-pirazina - Meso-diacetato de 2,3-butahd 438766, 382275,
2,3-dimetil-pirazina - Tetrametil pirazina -5,06443E6 382275,
2,3-dimetil-pirazina - Trimetil pirazina 54220,5 8275,
2-Heptanol - 2-Heptanona 379435, 382275,
2-Heptanol - 2-acetil-pirrol 586217, 382275,
2-Heptanol - 2-fenil-2-butenal 548254, 382275,
2-Heptanol - 2-metil butanal 624301, 382275,
2-Heptanol - 2-nonanona 213828, 382275,
2-Heptanol - 3-hidroxi-2-butanona -932670, 382275,
2-Heptanol - 3-metil-1-butanol 618495, 382275,
2-Heptanol - Acetato de 2-fenil etilo -235044, 383,
2-Heptanol - Acetato de 2-metil-butanol 567640, 382275,
2-Heptanol - Acetato de isoamil -317974, 382275,
2-Heptanol - Acetato de sec- butilo -84525,0 38227
2-Heptanol - Acetofenona 627771, 382275,
2-Heptanol - Acido acetico -1,93773E7 382275,
2-Heptanol - Alfa. TERPINOLENO -79626,0 382275,
2-Heptanol - Bencen acetaldehido 607920, 382275,
2-Heptanol - Bencen etanol -19359,5 382275,
2-Heptanol - Benzaldehido -1,08215E6 382275,
2-Heptanol - Beta-MYRCENO 496645, 382275,
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2-Heptanol - Beta-OCIMENO 549019, 382275,
2-Heptanol - Caprilato de etilo 524775, 382275,
2-Heptanol - D,l-diacetato de 2,3-butandiol 425989, 382275,
2-Heptanol - Fenil acetato de etilo 335636, 382275
2-Heptanol - Meso-diacetato de 2,3-butandiol 567189, 382275,
2-Heptanol - Tetrametil pirazina -4,93601E6 382275,
2-Heptanol - Trimetil pirazina 182644, 382275,
2-Heptanona - 2-acetil-pirrol 206782, 382275,
2-Heptanona - 2-fenil-2-butenal 168819, 382275,
2-Heptanona - 2-metil butanal 244866, 382275,
2-Heptanona - 2-nonanona -165608, 382275,
2-Heptanona - 3-hidroxi-2-butanona -1,3121E6 382275,
2-Heptanona - 3-metil-1-butanol 239060, 382275,
2-Heptanona - Acetato de 2-fenil etilo -614479, 382275,
2-Heptanona - Acetato de 2-metil-butanol 188205, 82235,
2-Heptanona - Acetato de isoamil -697409, 382275,
2-Heptanona - Acetato de sec- butilo -463960, 382275,
2-Heptanona - Acetofenona 248336, 382275,
2-Heptanona - Acido acetico -1,97567E7 382275,
2-Heptanona - Alfa. TERPINOLENO -459061, 382275,
2-Heptanona - Bencen acetaldehido 228485, 382275
2-Heptanona - Bencen etanol -398795, 382275,
2-Heptanona - Benzaldehido -1,46158E6 382275,
2-Heptanona - Beta-MYRCENO 117210, 382275,
2-Heptanona - Beta-OCIMENO 169584, 382275,
2-Heptanona - Caprilato de etilo 145340, 382275,
2-Heptanona - D,|-diacetato de 2,3-butandiol 46553 382275,
2-Heptanona - Fenil acetato de etilo -43799,0 3822
2-Heptanona - Meso-diacetato de 2,3-butandiol 5877 382275,
2-Heptanona - Tetrametil pirazina -5,31544E6 382275,
2-Heptanona - Trimetil pirazina -196792, 382275,
2-acetil-pirrol - 2-fenil-2-butenal -37963,0 38R7
2-acetil-pirrol - 2-metil butanal 38084,5 382275,
2-acetil-pirrol - 2-nonanona -372389, 382275,
2-acetil-pirrol - 3-hidroxi-2-butanona -1,51889E6 382275,
2-acetil-pirrol - 3-metil-1-butanol 32278,0 382275
2-acetil-pirrol - Acetato de 2-fenil etilo -821261, 382275,
2-acetil-pirrol - Acetato de 2-metil-butanol -1863 382275,
2-acetil-pirrol - Acetato de isoamil -904190, 382275,
2-acetil-pirrol - Acetato de sec- butilo -670742, 382275,
2-acetil-pirrol - Acetofenona 41554,0 382275,
2-acetil-pirrol - Acido acetico -1,99635E7 382275,
2-acetil-pirrol - Alfa. TERPINOLENO -665843, 382275,
2-acetil-pirrol - Bencen acetaldehido 21703,5 I®2
2-acetil-pirrol - Bencen etanol -605576, 382275,
2-acetil-pirrol - Benzaldehido -1,66836E6 382275,
2-acetil-pirrol - Beta-MYRCENO -89572,0 382275,
2-acetil-pirrol - Beta-OCIMENO -37197,5 382275,
2-acetil-pirrol - Caprilato de etilo -61441,5 3R
2-acetil-pirrol - D,|-diacetato de 2,3-butandiol 160228, 382275,
2-acetil-pirrol - Fenil acetato de etilo -250581, 382275,
2-acetil-pirrol - Meso-diacetato de 2,3-butandiol -19027,5 382275,
2-acetil-pirrol - Tetrametil pirazina -5,52222E6 382275,
2-acetil-pirrol - Trimetil pirazina -403573, 382275,
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2-fenil-2-butenal - 2-metil butanal 76047,5 382275
2-fenil-2-butenal - 2-nonanona -334426, 382275,
2-fenil-2-butenal - 3-hidroxi-2-butanona -1,48092E6 382275,
2-fenil-2-butenal - 3-metil-1-butanol 70241,0 3832
2-fenil-2-butenal - Acetato de 2-fenil etilo -783298, 382275,
2-fenil-2-butenal - Acetato de 2-metil-butanol 88D 382275,
2-fenil-2-butenal - Acetato de isoamil -866227, 382275,
2-fenil-2-butenal - Acetato de sec- butilo -632779, 382275,
2-fenil-2-butenal - Acetofenona 79517,0 382275,
2-fenil-2-butenal - Acido acetico -1,99255E7 382275,
2-fenil-2-butenal - Alfa. TERPINOLENO -627880, 382275,
2-fenil-2-butenal - Bencen acetaldehido 59666,5 2238,
2-fenil-2-butenal - Bencen etanol -567613, 382275,
2-fenil-2-butenal - Benzaldehido -1,6304E6 382275,
2-fenil-2-butenal - Beta-MYRCENO -51609,0 382275,
2-fenil-2-butenal - Beta-OCIMENO 765,5 382275,
2-fenil-2-butenal - Caprilato de etilo -23478,5 2285,
2-fenil-2-butenal - D,I-diacetato de 2,3-butandiol -122265, 382275,
2-fenil-2-butenal - Fenil acetato de etilo -212618 382275,
2-fenil-2-butenal - Meso-diacetato de 2,3-butandiol 18935,5 382275,
2-fenil-2-butenal - Tetrametil pirazina -5,48426E6 382275,
2-fenil-2-butenal - Trimetil pirazina -365610, 35,
2-metil butanal - 2-nonanona -410474, 382275,
2-metil butanal - 3-hidroxi-2-butanona -1,55697E6 382275,
2-metil butanal - 3-metil-1-butanol -5806,5 382275
2-metil butanal - Acetato de 2-fenil etilo -859345, 382275,
2-metil butanal - Acetato de 2-metil-butanol -56@6 382275,
2-metil butanal - Acetato de isoamil -942275, 382275,
2-metil butanal - Acetato de sec- butilo -708826, 382275,
2-metil butanal - Acetofenona 3469,5 382275,
2-metil butanal - Acido acetico -2,00016E7 382275,
2-metil butanal - Alfa. TERPINOLENO -703927, 382275,
2-metil butanal - Bencen acetaldehido -16381,0 2382
2-metil butanal - Bencen etanol -643661, 382275,
2-metil butanal - Benzaldehido -1,70645E6 382275,
2-metil butanal - Beta-MYRCENO -127657, 382275,
2-metil butanal - Beta-OCIMENO -75282,0 382275,
2-metil butanal - Caprilato de etilo -99526,0 3822
2-metil butanal - D,|-diacetato de 2,3-butandiol 198313, 382275,
2-metil butanal - Fenil acetato de etilo -288665, 382275,
2-metil butanal - Meso-diacetato de 2,3-butandiol -57112,0 382275,
2-metil butanal - Tetrametil pirazina -5,56031E6 382275,
2-metil butanal - Trimetil pirazina -441658, 382275,
2-nonanona - 3-hidroxi-2-butanona -1,1465E6 382275,
2-nonanona - 3-metil-1-butanol 404667, 382275,
2-nonanona - Acetato de 2-fenil etilo -448872, 382275,
2-nonanona - Acetato de 2-metil-butanol 353813, 2238,
2-nonanona - Acetato de isoamil -531801, 382275,
2-nonanona - Acetato de sec- butilo -298353, 38227
2-nonanona - Acetofenona 413943, 382275,
2-nonanona - Acido acetico -1,95911E7 382275,
2-nonanona - Alfa. TERPINOLENO -293454, 382275,
2-nonanona - Bencen acetaldehido 394093, 382275,
2-nonanona - Bencen etanol -233187, 382275,
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2-nonanona - Benzaldehido -1,29598E6 382275,
2-nonanona - Beta-MYRCENO 282817, 382275,
2-nonanona - Beta-OCIMENO 335192, 382275,
2-nonanona - Caprilato de etilo 310948, 382275,
2-nonanona - D,|-diacetato de 2,3-butandiol 212161 382275,
2-nonanona - Fenil acetato de etilo 121809, 382275
2-nonanona - Meso-diacetato de 2,3-butandiol 35336 382275,
2-nonanona - Tetrametil pirazina -5,14983E6 382275,
2-nonanona - Trimetil pirazina -31184,0 382275,
3-hidroxi-2-butanona - 3-metil-1-butanol 1,55116E6 382275,
3-hidroxi-2-butanona - Acetato de 2-fenil etilo 697626, 382275,
3-hidroxi-2-butanona - Acetato de 2-metil-butanol 1,50031E6 382275,
3-hidroxi-2-butanona - Acetato de isoamil 614696, 382275,
3-hidroxi-2-butanona - Acetato de sec- butilo 848145, 382275,
3-hidroxi-2-butanona - Acetofenona 1,56044E6 382275,
3-hidroxi-2-butanona - Acido acetico -1,84446E7 382275,
3-hidroxi-2-butanona - Alfa. TERPINOLENO 853044, 382275,
3-hidroxi-2-butanona - Bencen acetaldehido 1,54059E6 382275,
3-hidroxi-2-butanona - Bencen etanol 913310, 382275,
3-hidroxi-2-butanona - Benzaldehido -149478, 3827
3-hidroxi-2-butanona - Beta-MYRCENO 1,42931E6 382275,
3-hidroxi-2-butanona - Beta-OCIMENO 1,48169E6 382275,
3-hidroxi-2-butanona - Caprilato de etilo 1,45744E6 382275,
3-hidroxi-2-butanona - D,|-diacetato de 2,3-butahdi 1,35866E6 382275,
3-hidroxi-2-butanona - Fenil acetato de etilo 1,26831E6 382275,
3-hidroxi-2-butanona - Meso-diacetato de 2,3-buitznd 1,49986E6 382275,
3-hidroxi-2-butanona - Tetrametil pirazina -4,00334E6 382275,
3-hidroxi-2-butanona - Trimetil pirazina 1,11531E6 382275,
3-metil-1-butanol - Acetato de 2-fenil etilo -853539, 382275,
3-metil-1-butanol - Acetato de 2-metil-butanol 85d,5 382275,
3-metil-1-butanol - Acetato de isoamil -936468, 382275,
3-metil-1-butanol - Acetato de sec- butilo -703020, 382275,
3-metil-1-butanol - Acetofenona 9276,0 382275,
3-metil-1-butanol - Acido acetico -1,99958E7 382275,
3-metil-1-butanol - Alfa. TERPINOLENO -698121, 382275,
3-metil-1-butanol - Bencen acetaldehido -10574,5 82235,
3-metil-1-butanol - Bencen etanol -637854, 382275,
3-metil-1-butanol - Benzaldehido -1,70064E6 382275,
3-metil-1-butanol - Beta-MYRCENO -121850, 382275,
3-metil-1-butanol - Beta-OCIMENO -69475,5 382275,
3-metil-1-butanol - Caprilato de etilo -93719,5 2285,
3-metil-1-butanol - D,I-diacetato de 2,3-butandiol -192506, 382275,
3-metil-1-butanol - Fenil acetato de etilo -282859 382275,
3-metil-1-butanol - Meso-diacetato de 2,3-butandiol -51305,5 382275,
3-metil-1-butanol - Tetrametil pirazina -5,5545E6 382275,
3-metil-1-butanol - Trimetil pirazina -435851, 382275,
Acetato de 2-fenil etilo - Acetato de 2-metil-butbn 802684, 382275,
Acetato de 2-fenil etilo - Acetato de isoamil -29% 382275,
Acetato de 2-fenil etilo - Acetato de sec- butilo 150519, 382275,
Acetato de 2-fenil etilo - Acetofenona 862815, 382275,
Acetato de 2-fenil etilo - Acido acetico -1,91422E7 382275,
Acetato de 2-fenil etilo - Alfa. TERPINOLENO 155418 382275,
Acetato de 2-fenil etilo - Bencen acetaldehido 842964, 382275,
Acetato de 2-fenil etilo - Bencen etanol 215685, 82375,
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Acetato de 2-fenil etilo - Benzaldehido -847104, 382275,
Acetato de 2-fenil etilo - Beta-MYRCENO 731689, 382275,
Acetato de 2-fenil etilo - Beta-OCIMENO 784063, 382275,
Acetato de 2-fenil etilo - Caprilato de etilo 759819, 382275,
Acetato de 2-fenil etilo - D,I-diacetato de 2,3-4ndiol 661033, 382275,
Acetato de 2-fenil etilo - Fenil acetato de etilo 570680, 382275,
Acetato de 2-fenil etilo - Meso-diacetato de 2,3andliol 802233, 382275,
Acetato de 2-fenil etilo - Tetrametil pirazina -4,70096E6 382275,
Acetato de 2-fenil etilo - Trimetil pirazina 417688, 382275,
Acetato de 2-metil-butanol - Acetato de isoamil -885614, 382275,
Acetato de 2-metil-butanol - Acetato de sec- butilo -652165, 382275,
Acetato de 2-metil-butanol - Acetofenona 60130,5 82235,
Acetato de 2-metil-butanol - Acido acetico -1,99449E7 382275,
Acetato de 2-metil-butanol - Alfa. TERPINOLENO -647266, 382275,
Acetato de 2-metil-butanol - Bencen acetaldehido 0280,0 382275,
Acetato de 2-metil-butanol - Bencen etanol -587000, 382275,
Acetato de 2-metil-butanol - Benzaldehido -1,64979E6 382275,
Acetato de 2-metil-butanol - Beta-MYRCENO -70995,5 382275,
Acetato de 2-metil-butanol - Beta-OCIMENO -18621,0 382275,
Acetato de 2-metil-butanol - Caprilato de etilo 2865,0 382275,
Acetato de 2-metil-butanol - D,l-diacetato de 2.8amdiol -141652, 382275,
Acetato de 2-metil-butanol - Fenil acetato de etilo -232004, 382275,
Acetato de 2-metil-butanol - Meso-diacetato del#jg&ndiol -451,0 382275,
Acetato de 2-metil-butanol - Tetrametil pirazina -5,50365E6 382275,
Acetato de 2-metil-butanol - Trimetil pirazina -384997, 382275,
Acetato de isoamil - Acetato de sec- butilo 233449 382275,
Acetato de isoamil - Acetofenona 945744, 382275,
Acetato de isoamil - Acido acetico -1,90593E7 382275,
Acetato de isoamil - Alfa. TERPINOLENO 238348, 3832
Acetato de isoamil - Bencen acetaldehido 925894, 382275,
Acetato de isoamil - Bencen etanol 298614, 382275,
Acetato de isoamil - Benzaldehido -764174, 382275,
Acetato de isoamil - Beta-MYRCENO 814618, 382275,
Acetato de isoamil - Beta-OCIMENO 866993, 382275,
Acetato de isoamil - Caprilato de etilo 842749, 382275,
Acetato de isoamil - D,l-diacetato de 2,3-butandiol 743962, 382275,
Acetato de isoamil - Fenil acetato de etilo 653610, 382275,
Acetato de isoamil - Meso-diacetato de 2,3-butdndio 885163, 382275,
Acetato de isoamil - Tetrametil pirazina -4,61803E6 382275,
Acetato de isoamil - Trimetil pirazina 500617, 382275,
Acetato de sec- butilo - Acetofenona 712296, 382275,
Acetato de sec- butilo - Acido acetico -1,92927E7 382275,
Acetato de sec- butilo - Alfa. TERPINOLENO 4899,0 82375,
Acetato de sec- butilo - Bencen acetaldehido 692445, 382275,
Acetato de sec- butilo - Bencen etanol 65165,5 2382
Acetato de sec- butilo - Benzaldehido -997623, 382275,
Acetato de sec- butilo - Beta-MYRCENO 581170, 382275,
Acetato de sec- butilo - Beta-OCIMENO 633544, 382275,
Acetato de sec- butilo - Caprilato de etilo 609300, 382275,
Acetato de sec- butilo - D,I-diacetato de 2,3-bdiain 510514, 382275,
Acetato de sec- butilo - Fenil acetato de etilo 420161, 382275,
Acetato de sec- butilo - Meso-diacetato de 2,3+mlit 651714, 382275,
Acetato de sec- butilo - Tetrametil pirazina -4,85148E6 382275,
Acetato de sec- butilo - Trimetil pirazina 267169, 382275,
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Acetofenona - Acido acetico -2,0005E7 382275,
Acetofenona - Alfa. TERPINOLENO -707397, 382275,
Acetofenona - Bencen acetaldehido -19850,5 382275,
Acetofenona - Bencen etanol -647130, 382275,
Acetofenona - Benzaldehido -1,70992E6 382275,
Acetofenona - Beta-MYRCENO -131126, 382275,
Acetofenona - Beta-OCIMENO -78751,5 382275,
Acetofenona - Caprilato de etilo -102996, 382275,
Acetofenona - D,|-diacetato de 2,3-butandiol -8, 7 382275,
Acetofenona - Fenil acetato de etilo -292135, 3822
Acetofenona - Meso-diacetato de 2,3-butandiol 8405 382275,
Acetofenona - Tetrametil pirazina -5,56378E6 382275,
Acetofenona - Trimetil pirazina -445127, 382275,
Acido acetico - Alfa. TERPINOLENO 1,92976E7 382275,
Acido acetico - Bencen acetaldehido 1,99852E7 382275,
Acido acetico - Bencen etanol 1,93579E7 382275,
Acido acetico - Benzaldehido 1,82951E7 382275,
Acido acetico - Beta-MYRCENO 1,98739E7 382275,
Acido acetico - Beta-OCIMENO 1,99263E7 382275,
Acido acetico - Caprilato de etilo 1,9902E7 382275,
Acido acetico - D,|-diacetato de 2,3-butandiol 1,98033E7 382275,
Acido acetico - Fenil acetato de etilo 1,97129E7 382275,
Acido acetico - Meso-diacetato de 2,3-butandiol 1,99445E7 382275,
Acido acetico - Tetrametil pirazina 1,44413E7 382275,
Acido acetico - Trimetil pirazina 1,95599E7 382275,
Alfa. TERPINOLENO - Bencen acetaldehido 687546, 382275,
Alfa. TERPINOLENO - Bencen etanol 60266,5 382275,
Alfa. TERPINOLENO - Benzaldehido -1,00252E6 382275,
Alfa. TERPINOLENO - Beta-MYRCENO 576271, 382275,
Alfa. TERPINOLENO - Beta-OCIMENO 628645, 382275,
Alfa. TERPINOLENO - Caprilato de etilo 604401, 382275,
Alfa. TERPINOLENO - D,l-diacetato de 2,3-butandiol 505615, 382275,
Alfa. TERPINOLENO - Fenil acetato de etilo 415262, 382275,
Alfa. TERPINOLENO - Meso-diacetato de 2,3-butandiol 646815, 382275,
Alfa. TERPINOLENO - Tetrametil pirazina -4,85638E6 382275,
Alfa. TERPINOLENO - Trimetil pirazina 262270, 38R7
Bencen acetaldehido - Bencen etanol -627280, 382275,
Bencen acetaldehido - Benzaldehido -1,69007E6 382275,
Bencen acetaldehido - Beta-MYRCENO -111276, 382275
Bencen acetaldehido - Beta-OCIMENO -58901,0 382275
Bencen acetaldehido - Caprilato de etilo -83145,0 |382275,
Bencen acetaldehido - D,l-diacetato de 2,3-butdndio -181932, 382275,
Bencen acetaldehido - Fenil acetato de etilo -8422 382275,
Bencen acetaldehido - Meso-diacetato de 2,3-butandi -40731,0 382275,
Bencen acetaldehido - Tetrametil pirazina -5,54393E6 382275,
Bencen acetaldehido - Trimetil pirazina -425277, 382275,
Bencen etanol - Benzaldehido -1,06279E6 382275,
Bencen etanol - Beta-MYRCENO 516004, 382275,
Bencen etanol - Beta-OCIMENO 568379, 382275,
Bencen etanol - Caprilato de etilo 544135, 382275,
Bencen etanol - D,l-diacetato de 2,3-butandiol 445348, 382275,
Bencen etanol - Fenil acetato de etilo 354996, 2382
Bencen etanol - Meso-diacetato de 2,3-butandiol 586549, 382275,
Bencen etanol - Tetrametil pirazina -4,91665E6 382275,
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Bencen etanol - Trimetil pirazina 202003, 382275,
Benzaldehido - Beta-MYRCENO 1,57879E6 382275,
Benzaldehido - Beta-OCIMENO 1,63117E6 382275,
Benzaldehido - Caprilato de etilo 1,60692E6 382275,
Benzaldehido - D,I-diacetato de 2,3-butandiol 1,50814E6 382275,
Benzaldehido - Fenil acetato de etilo 1,41778E6 382275,
Benzaldehido - Meso-diacetato de 2,3-butandiol 1,64934E6 382275,
Benzaldehido - Tetrametil pirazina -3,85386E6 382275,
Benzaldehido - Trimetil pirazina 1,26479E6 382275,
Beta-MYRCENO - Beta-OCIMENO 52374,5 382275,
Beta-MYRCENO - Caprilato de etilo 28130,5 382275,
Beta-MYRCENO - D,|-diacetato de 2,3-butandiol -B6@ 382275,
Beta-MYRCENO - Fenil acetato de etilo -161009, 3B,
Beta-MYRCENO - Meso-diacetato de 2,3-butandiol 405 382275,
Beta-MYRCENO - Tetrametil pirazina -5,43265E6 382275,
Beta-MYRCENO - Trimetil pirazina -314001, 382275,
Beta-OCIMENO - Caprilato de etilo -24244.0 382275,
Beta-OCIMENO - D,I-diacetato de 2,3-butandiol -033, 382275,
Beta-OCIMENO - Fenil acetato de etilo -213383, 38,
Beta-OCIMENO - Meso-diacetato de 2,3-butandiol B0 382275,
Beta-OCIMENO - Tetrametil pirazina -5,48502E6 382275,
Beta-OCIMENO - Trimetil pirazina -366376, 382275,
Caprilato de etilo - D,|-diacetato de 2,3-butandiol -98786,5 382275,
Caprilato de etilo - Fenil acetato de etilo -18913 382275,
Caprilato de etilo - Meso-diacetato de 2,3-butandio 42414,0 382275,
Caprilato de etilo - Tetrametil pirazina -5,46078E6 382275,
Caprilato de etilo - Trimetil pirazina -342132, 2295,
D,I-diacetato de 2,3-butandiol - Fenil acetato tile e -90352,5 382275,
D,l-diacetato de 2,3-butandiol - Meso-diacetat@ @ebutandiol 141201, 382275,
D,l-diacetato de 2,3-butandiol - Tetrametil pirazin -5,36199E6 382275,
D,l-diacetato de 2,3-butandiol - Trimetil pirazina -243345, 382275,
Fenil acetato de etilo - Meso-diacetato de 2,3+mlitd 231553, 382275,
Fenil acetato de etilo - Tetrametil pirazina -5,27164E6 382275,
Fenil acetato de etilo - Trimetil pirazina -152993 382275,
Meso-diacetato de 2,3-butandiol - Tetrametil pmazi -5,50319E6 382275,
Meso-diacetato de 2,3-butandiol - Trimetil pirazina -384546, 382275,
Tetrametil pirazina - Trimetil pirazina 5,11865E6 382275,

* indica una diferencia significativa.

ANEXO H. Diferencias estimadas entre cada par de medias para los 16
compuestos comunes y mayoritarios en las tres muestras de cacao

Contraste Sig. [Diferencia
2,3,5-TRIMETIL-6-ETIL-PIRAZINA - 2,3-BUTANEDIOL -D7121,
2,3,5-TRIMETIL-6-ETIL-PIRAZINA - 2,3-DIMETIL-PIRAZINA -239058,
2,3,5-TRIMETIL-6-ETIL-PIRAZINA - 2-FENIL-2-BUTENAL 21081,7
2,3,5-TRIMETIL-6-ETIL-PIRAZINA - 2-HEPTANOL -33818,
2,3,5-TRIMETIL-6-ETIL-PIRAZINA - 2-NONANONA -2475%,
2,3,5-TRIMETIL-6-ETIL-PIRAZINA - 3-HIDROXI-2-BUTANONA -1,10185E6
2,3,5-TRIMETIL-6-ETIL-PIRAZINA - ACETATO DE SEC- BUILO -377640,
2,3,5-TRIMETIL-6-ETIL-PIRAZINA - ACETOFENONA -9826,7
2,3,5-TRIMETIL-6-ETIL-PIRAZINA - ACIDO ACETICO * -1,77785E7
2,3,5-TRIMETIL-6-ETIL-PIRAZINA - BENCEN ETANOL -57405,
2,3,5-TRIMETIL-6-ETIL-PIRAZINA - BENZALDEHIDO -1,B545E6
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2,3,5-TRIMETIL-6-ETIL-PIRAZINA - CAPRILATO DE ETILO -40740,3
2,3,5-TRIMETIL-6-ETIL-PIRAZINA - FENIL ACETATO DE HILO -115486,
2,3,5-TRIMETIL-6-ETIL-PIRAZINA - TETRAMETIL PIRAZINA -3,83493E6
2,3,5-TRIMETIL-6-ETIL-PIRAZINA - TRIMETIL PIRAZINA -463517,
2,3-BUTANEDIOL - 2,3-DIMETIL-PIRAZINA 58063,3
2,3-BUTANEDIOL - 2-FENIL-2-BUTENAL 318203,
2,3-BUTANEDIOL - 2-HEPTANOL -41062,0
2,3-BUTANEDIOL - 2-NONANONA 49563,7
2,3-BUTANEDIOL - 3-HIDROXI-2-BUTANONA -804727,
2,3-BUTANEDIOL - ACETATO DE SEC- BUTILO -80518,7
2,3-BUTANEDIOL - ACETOFENONA 198914,
2,3-BUTANEDIOL - ACIDO ACETICO -1,74814E7
2,3-BUTANEDIOL - BENCEN ETANOL -230284,
2,3-BUTANEDIOL - BENZALDEHIDO -838332,
2,3-BUTANEDIOL - CAPRILATO DE ETILO 256381,
2,3-BUTANEDIOL - FENIL ACETATO DE ETILO 181635,
2,3-BUTANEDIOL - TETRAMETIL PIRAZINA -3,53781E6
2,3-BUTANEDIOL - TRIMETIL PIRAZINA -166396,
2,3-DIMETIL-PIRAZINA - 2-FENIL-2-BUTENAL 260139,
2,3-DIMETIL-PIRAZINA - 2-HEPTANOL -99125,3
2,3-DIMETIL-PIRAZINA - 2-NONANONA -8499,67
2,3-DIMETIL-PIRAZINA - 3-HIDROXI-2-BUTANONA -86274,
2,3-DIMETIL-PIRAZINA - ACETATO DE SEC- BUTILO -13882,
2,3-DIMETIL-PIRAZINA - ACETOFENONA 140851,
2,3-DIMETIL-PIRAZINA - ACIDO ACETICO -1,75395E7
2,3-DIMETIL-PIRAZINA - BENCEN ETANOL -288348,
2,3-DIMETIL-PIRAZINA - BENZALDEHIDO -896395,
2,3-DIMETIL-PIRAZINA - CAPRILATO DE ETILO 198317,
2,3-DIMETIL-PIRAZINA - FENIL ACETATO DE ETILO 123532,
2,3-DIMETIL-PIRAZINA - TETRAMETIL PIRAZINA -3,59588E6
2,3-DIMETIL-PIRAZINA - TRIMETIL PIRAZINA -224459,
2-FENIL-2-BUTENAL - 2-HEPTANOL -359265,
2-FENIL-2-BUTENAL - 2-NONANONA -268639,
2-FENIL-2-BUTENAL - 3-HIDROXI-2-BUTANONA -1,12293E6
2-FENIL-2-BUTENAL - ACETATO DE SEC- BUTILO -398721
2-FENIL-2-BUTENAL - ACETOFENONA -119288,
2-FENIL-2-BUTENAL - ACIDO ACETICO -1,77996E7
2-FENIL-2-BUTENAL - BENCEN ETANOL -548487,
2-FENIL-2-BUTENAL - BENZALDEHIDO -1,15653E6
2-FENIL-2-BUTENAL - CAPRILATO DE ETILO -61822,0
2-FENIL-2-BUTENAL - FENIL ACETATO DE ETILO -13656,7
2-FENIL-2-BUTENAL - TETRAMETIL PIRAZINA -3,85602E6
2-FENIL-2-BUTENAL - TRIMETIL PIRAZINA -484599,
2-HEPTANOL - 2-NONANONA 90625,7
2-HEPTANOL - 3-HIDROXI-2-BUTANONA -763665,
2-HEPTANOL - ACETATO DE SEC- BUTILO -39456,7
2-HEPTANOL - ACETOFENONA 239976,
2-HEPTANOL - ACIDO ACETICO -1,74403E7
2-HEPTANOL - BENCEN ETANOL -189222,
2-HEPTANOL - BENZALDEHIDO -797270,
2-HEPTANOL - CAPRILATO DE ETILO 297443,
2-HEPTANOL - FENIL ACETATO DE ETILO 222697,
2-HEPTANOL - TETRAMETIL PIRAZINA -3,49675E6
2-HEPTANOL - TRIMETIL PIRAZINA -125334,
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2-NONANONA - 3-HIDROXI-2-BUTANONA -854291,
2-NONANONA - ACETATO DE SEC- BUTILO -130082,
2-NONANONA - ACETOFENONA 149351,
2-NONANONA - ACIDO ACETICO -1,7531E7
2-NONANONA - BENCEN ETANOL -279848,
2-NONANONA - BENZALDEHIDO -887895,
2-NONANONA - CAPRILATO DE ETILO 206817,
2-NONANONA - FENIL ACETATO DE ETILO 132072,
2-NONANONA - TETRAMETIL PIRAZINA -3,58738E6
2-NONANONA - TRIMETIL PIRAZINA -215960,
3-HIDROXI-2-BUTANONA - ACETATO DE SEC- BUTILO 72429,
3-HIDROXI-2-BUTANONA - ACETOFENONA 1,00364E6
3-HIDROXI-2-BUTANONA - ACIDO ACETICO -1,66767E7
3-HIDROXI-2-BUTANONA - BENCEN ETANOL 574443,
3-HIDROXI-2-BUTANONA - BENZALDEHIDO -33604,3
3-HIDROXI-2-BUTANONA - CAPRILATO DE ETILO 1,06111&
3-HIDROXI-2-BUTANONA - FENIL ACETATO DE ETILO 98683,
3-HIDROXI-2-BUTANONA - TETRAMETIL PIRAZINA -2,73309E6
3-HIDROXI-2-BUTANONA - TRIMETIL PIRAZINA 638331,
ACETATO DE SEC- BUTILO - ACETOFENONA 279433,
ACETATO DE SEC- BUTILO - ACIDO ACETICO -1,74009E7
ACETATO DE SEC- BUTILO - BENCEN ETANOL -149766,
ACETATO DE SEC- BUTILO - BENZALDEHIDO -757813,
ACETATO DE SEC- BUTILO - CAPRILATO DE ETILO 336899
ACETATO DE SEC- BUTILO - FENIL ACETATO DE ETILO 28154,
ACETATO DE SEC- BUTILO - TETRAMETIL PIRAZINA -3,45729E6
ACETATO DE SEC- BUTILO - TRIMETIL PIRAZINA -858773
ACETOFENONA - ACIDO ACETICO -1,76803E7
ACETOFENONA - BENCEN ETANOL -429199,
ACETOFENONA - BENZALDEHIDO -1,03725E6
ACETOFENONA - CAPRILATO DE ETILO 57466,3
ACETOFENONA - FENIL ACETATO DE ETILO -17279,0
ACETOFENONA - TETRAMETIL PIRAZINA -3,73673E6
ACETOFENONA - TRIMETIL PIRAZINA -365310,
ACIDO ACETICO - BENCEN ETANOL 1,72511E7
ACIDO ACETICO - BENZALDEHIDO 1,66431E7
ACIDO ACETICO - CAPRILATO DE ETILO 1,77378E7
ACIDO ACETICO - FENIL ACETATO DE ETILO 1,7663E7
ACIDO ACETICO - TETRAMETIL PIRAZINA 1,39436E7
ACIDO ACETICO - TRIMETIL PIRAZINA 1,7315E7
BENCEN ETANOL - BENZALDEHIDO -608047,
BENCEN ETANOL - CAPRILATO DE ETILO 486665,
BENCEN ETANOL - FENIL ACETATO DE ETILO 411920,
BENCEN ETANOL - TETRAMETIL PIRAZINA -3,30753E6
BENCEN ETANOL - TRIMETIL PIRAZINA 63888,3
BENZALDEHIDO - CAPRILATO DE ETILO 1,09471E6
BENZALDEHIDO - FENIL ACETATO DE ETILO 1,01997E6
BENZALDEHIDO - TETRAMETIL PIRAZINA -2,69948E6
BENZALDEHIDO - TRIMETIL PIRAZINA 671936,
CAPRILATO DE ETILO - FENIL ACETATO DE ETILO -74743
CAPRILATO DE ETILO - TETRAMETIL PIRAZINA -3,79419E6
CAPRILATO DE ETILO - TRIMETIL PIRAZINA -422777,
FENIL ACETATO DE ETILO - TETRAMETIL PIRAZINA -3,71945E6
FENIL ACETATO DE ETILO - TRIMETIL PIRAZINA -348031
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|TETRAMETIL PIRAZINA - TRIMETIL PIRAZINA

| *

[3,37142E6
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