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EFECTO DEL PROCESADO EN EL CONTENIDO Y PERFIL
DE POLIFENOLES DE CACAO

Diego Portillo Liso!, Edgar Pérez Estevel, Maria Jests Lerma Garcia?, José
Manuel Barat Baviera?!

RESUMEN

El cacao en polvo es el producto obtenido de la molienda de la torta de cacao
tras el prensado y eliminacion de la grasa. Durante el proceso de
transformaciéon de la semilla de cacao en cacao en polvo se dan lugar una
serie de procesos primarios (fermentacion, tostado...) y secundarios
(molturacion, desgrasado, alcalinizacién...) que tienen por objetivo desarrollar
aromas y color, asi como mejorar la conservacion y solubilidad del producto.
El presente trabajo tiene por objetivo determinar el impacto de cada una de
estas operaciones sobre la capacidad antioxidante, el contenido en polifenoles
totales, y la concentracion de antocianinas, proantocianidinas y flavanoles.
Para ello se han recopilado muestras (n=27) que abarcan desde la semilla de
cacao no fermentada hasta cacaos en polvo con diferentes grados de
alcalinizacion. El conjunto de muestras se han analizado mediante
cromatografia liquida y técnicas espectrocolorimétricas. Los resultados
obtenidos demuestran que la fermentacion es la etapa donde se pierden la
mayor parte de polifenoles. Este hecho conlleva una pérdida del 30% de los
polifenoles totales, la cual aumenta hasta el 80-90% tras las operaciones de
tostado y alcalinizacién fuerte.

Palabras clave: cacao, procesado, polifenoles, antocianinas,
proantocianidinas, flavanoles.
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ABSTRACT

Cocoa powder is the product obtained from the grinding of the cocoa cake after
the pressing and removal of the fat. A series of primary processes
(fermentation, roasting ...) and secondary processes (grinding, degreasing,
alkalization ...) are carried out during the process of transforming the cocoa
seed into cocoa powder, which aim to develop aromas and color as well as to
improve the preservation and solubility of the product. The objective of this
work is to determine the impact of each one of these operations on the
antioxidant capacity, the total polyphenol content, and the concentration of
anthocyanins, proanthocyanidins and flavanols. For this purpose, samples
(n=27) have been collected, ranging from unfermented cocoa seed to cocoa
powder with different degrees of alkalization. The samples were analyzed by
liquid chromatography and spectrocolorimetric techniques. The results show
that fermentation is the stage where the majority of polyphenols are lost. This
fact leads to a loss of 30% of the total polyphenols, a loss that increases up to
80-90% after toasting and strong alkalization.

Keywords: cocoa, processed, polyphenols, anthocyanins, proanthocyanidins,
flavanols.

RESUM

El cacau en pols és el producte obtingut després de moldre la coca de cacau.
Durant el procés de transformacio de la llavor de cacau en cacau en pols es
donen lloc una série de processos primaris (fermentacio, torrat ...) i secundaris
(molturacio, desgreixat, alcalinitzaci6 ...) que tenen per objectiu desenvolupar
aromes i color, aixi com millorar la conservacio i solubilitat del producte. El
present treball té per objectiu determinar l'impacte de cadascuna d'aquestes
operacions sobre la capacitat antioxidant, el contingut en polifenols totals, i la
concentracio de antocianines, proantocianidines i flavanols. Per a aixo s'han
recopilat mostres (n=27) que inclouen des de la llavor de cacau no fermentada
fins cacaus en pols amb diferents graus d’alcalinilitzacié. El conjunt de mostres
s'’han  analitzat mitjancant  cromatografia  liquida i  técniques
espectrocolorimétriques. Els resultats obtinguts demostren que la fermentacio
és l'etapa on es perden la major part de polifenols. Aquest fet comporta una
perdua del 30% dels polifenols totals, la qual augmenta fins al 80-90% després
de les operacions de torrat i alcalinitzacio forta.

Paraules clau: cacau, processat, polifenols, antocianines, proantocianidines,
flavanols.



1. INTRODUCCION

El cacao en polvo, producto obtenido de la semilla del cacao (Theobroma
cacao) es una materia prima de gran importancia en la industria alimentaria.
Este producto se considera una materia prima esencial en la fabricacion de
galletas, tortas y productos de panaderia, helados y bebidas de chocolate
debido a su capacidad para dar sabor y color.

El cacao se cultiva en Africa, América Central y Sudamérica, siendo Costa
de Marfil el principal productor con un 25% de la produccion mundial (Bordiga
et al., 2015).

El proceso de produccion del cacao en polvo

(Figura 1) es complejo. Este se inicia con la Semilla de cacao
recoleccion de la vaina 0 mazorca de cacao Yy la :

g . . Semilla de cacao
extraccion de las 30-40 semillas que contiene. Las fermentada y seca
semillas son fermentadas con el objetivo de
desarrollar los precursores del aroma a cacao, y Nib
reducir la acidez y la astringencia (Nazaruddin et al.,

2006). , Licor

Posteriormente, las semillas fermentadas son '
sometidas a un secado cuyo objetivo es reducir su \ Manteca \ Torta \
contenido en humedad, para lo que se emplean

temperaturas comprendidas entre 120 y 150°C Cacal°e"'
dependiendo del producto (Wollgast y Anklam, M
2000). Figura 1. Esquema

Tras el secado, las semillas se descascarillan del proceso de
mediante un proceso fisico que da como lugar a las  produccién del cacao
virutas de cacao o nibs. Estas se someten a un  en polvo.
proceso de tostado a altas temperaturas (120-
150°C) que contribuye ademas de a la reduccién de la carga microbiana a la
formacion de aromas, sabores y colores tipicos de los productos de cacao
(Bustamante et al., 2015).

El proceso continda con la molturacion y refinado de las virutas de cacao
dando lugar a una mezcla de componentes magros y grasos en forma liquida
conocida como licor de cacao, que tras un proceso de prensado da lugar a
dos productos: la manteca de cacao que se utiliza como grasa vegetal y la
torta de cacao que se utiliza para la elaboracion de productos de cacao. La
torta de cacao es posteriormente molida hasta un tamafio de particula muy
fino, que da lugar al cacao natural en polvo.

Previamente a la molturacion, la torta también puede ser sometida a un
tratamiento con alcalis (NaOH, K2COs...) a alta temperatura conocido como
alcalinizacion con el objetivo de mejorar sus cualidades tecnoldgicas y
sensoriales (Hii et al., 2009). Durante la alcalinizacion del cacao, se neutraliza
el pH reduciendo su acidez, astringencia y se desarrollan aromas y sabores.
Ademas, se desarrollan coloraciones oscuras a causa de la reaccion de los
pigmentos del cacao y el alcali.



Entre las caracteristicas del cacao destacan, ademas de sus
propiedades sensoriales que lo hacen Optimo para la preparaciéon de una
multitud de productos, un numero de componentes funcionales conocidos
como polifenoles que se encuentran asociados a beneficios para la salud
(Wollgast y Anklam, 2000). Entre ellos destacan la capacidad de inhibir la
peroxidacién de los lipidos (Keen, 2001) y evitar la presencia de radicales
libres, los cuales dafian el organismo a nivel celular. Este dafio producido por
los radicales libres puede aumentar el riesgo del desarrollo de cancer y
enfermedades cardiovasculares (Padilla et al.,, 2008). Por otra parte,
investigaciones recientes relacionan el consumo de polifenoles del cacao con
la disminucion de la presion arterial (Visioli et al., 2009), efectos analgésicos,
antitrombdéticos,  antiinflamatorios, inmunitarios,  antimicrobiales vy
vasodilatadores (Jonfia-Essien et al., 2008) y actividad antimutagénica
(Natsume et al., 2000).

El contenido en polifenoles del cacao varia dependiendo de la variedad,
condiciones de crecimiento, fermentacion, temperatura, etc. (Redovnikovic et.
al, 2009). En general, en la semilla de cacao sin fermentar, los polifenoles
pueden suponer del 12 al 18% de su peso. De todos los polifenoles
encontrados en el cacao, los flavonoides son los componentes mayoritarios.
Entre ellos destacan las proantocianidinas oligoméricas (58%), los flavanoles
(37%) y las antocianinas (4%) (Andrés-LaCueva et al., 2008; Bordiga et al.,
2015). Concretamente, las antocianinas mas importantes halladas en la
semilla de cacao son el cianidin-3-arabinésido y cianidin-3-galactosido
(Wollgast y Anklam, 2000). Por su parte, los flavanoles més importantes son
la catequina y epicatequina.

Sin embargo, estudios recientes indican que el contenido en polifenoles
puede disminuir durante los procesos de fermentacion y secado debido a
reacciones de polimerizacion y a la accion de la enzima polifenol oxidasa que
provocan la formacién de los caracteristicos pigmentos pardos (Hii et al.,
2009). Las antocianinas se hidrolizan en antocianidinas que son polimerizadas
en catequinas para formar taninos complejos durante la fermentacion (Hii et
al., 2009). Ademas, se ha demostrado en varios estudios que la alcalinizaciéon
afecta al contenido de polifenoles, y a su vez, a su capacidad antioxidante
(Stanley et al., 2015).

Pese a la diversidad de estudios que tienen por objetivo el desarrollo de
métodos cromatograficos para el analisis de flavonoides en cacao o la
caracterizacion del perfil polifendlico en muestras de cacao, no existe ningun
trabajo que estudie de manera integral todos los cambios en la cantidad y
tipologia de polifenoles del cacao a lo largo del procesado primario y
secundario.

En este contexto, el presente trabajo tiene por objetivo determinar la
capacidad antioxidante, el contenido en polifenoles totales y la concentracion
de antocianinas, proantocianidinas y flavanoles de una coleccion de muestras
de cacao que incluye semillas de cacao no fermentado, semillas de cacao
fermentado, virutas, licor, cacaos naturales y cacaos con distintos grados de
alcalinizacion.



2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Materia primay reactivos

Las muestras de cacao empleadas en este estudio (un total de 27
muestras) han sido proporcionadas por una empresa valenciana. Entre ellas
se incluyen muestras de semilla no fermentada (SNF), semilla fermentada
(SF), virutas de cacao (N), licor (L) y polvos de cacao con diferente grado de
alcalinizacion: natural (NA), alcalino suave (AS), alcalino medio (AM), alcalino
fuerte (AF) y negro (B). Tras su llegada al laboratorio, las muestras fueron
liofilizadas, desgrasadas mediante extraccion con hexano y almacenadas en
condiciones de baja humedad y oscuridad hasta su analisis.

Los reactivos y disolventes empleados en este estudio fueron: metanol,
acido clorhidrico, acetona, carbonato de sodio, reactivo de fenol segun Folin-
Ciocalteu, &cido galico, N,N-dimetilformamida, diclorometano (Sharlau,
Barcelona, Espafia), cianidin 3-O-a-arabinopiranésido, cianidin 3-O-B-
galactopiranésido (Polyphenols AS, Noruega), catequina, epicatequina, 1,1-
difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), acido acético, acetonitrilo (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA) y trolox (Acros Organics, New Yersey, EUA).

2.2. Caracterizaciéon del grado de alcalinizacion de los cacaos en
polvo

Las muestras de cacao fueron caracterizadas de acuerdo con su pH
extractable y color con el objetivo de clasificarlas en 5 categorias. Segun el
valor de pH, las muestras se dividen en 4 grupos (Miller et al., 2008): cacaos
naturales (NA) (pH 5-6), alcalinos suaves (AS) (pH 6-7,2), alcalinos medios
(AM) (pH 7,21-7,6) y alcalinos fuertes (AF) (pH > 7,6). Ademas, mediante la
medida del color, fue posible distinguir entre cacaos alcalinos fuertes y cacaos
negros (B).

Para medir el pH extractable se siguio el método descrito en el manual del
cacao y del chocolate (ADM Cocoa, 2013) con algunas modificaciones. Para
ello se prepar6 una solucién de 2,5 g de cacao en polvo en 12,5 mL de agua
destilada a 80 °C y se agitd. Una vez dispersado el polvo se afiadieron otros
12,5 mL de agua a temperatura ambiente y se dejo enfriar la suspension hasta
temperatura ambiente. La toma de datos se realiz6 por triplicado utilizando un
pH metro Crisonbasic 20+ (Barcelona, Espafia).

Para realizar las medidas del color intrinseco se prepard una suspension
de 3,75 g de cacao en polvo en 25 mL de agua destilada a 80°C, se mezclo y
luego se afiadieron otros 25 mL de agua destilada para enfriar la solucion
siguiendo el método descrito en el manual del cacao y del chocolate (ADM
Cocoa, 2013) con algunas modificaciones. Una vez templada la muestra se
registraron las coordenadas de color CIE L*, a* y b* (observador 10° e
iluminante D65) en un espectrocolorimetro Minolta CM 3600D (Tokio, Japén).



2.3. Determinacion de polifenoles totales y capacidad antioxidante

La determinacion de polifenoles totales y capacidad antioxidante se
realiz6 a partir de un extracto fenodlico hidroalcohdlico obtenido segun el
meétodo descrito por Martin et al. (2008). Para ello se pesé 1 g de muestra y
se afadieron 40 mL de una disolucién de metanol y &cido clorhidrico 16 mM
(50:50, v/v). A continuacion, las muestras se mantuvieron 1 h en agitacion
constante en un agitador orbital y se centrifugaron a 10000 rpm durante 15
minutos a 4°C. Posteriormente, se realizdé una segunda extraccion con 40 mL
de una disolucion de acetona y agua (70:30, v/v), manteniéndose de nuevo 1
h en agitacién constante en un agitador orbital, y centrifugandose a 10000 rpm
durante 15 minutos a 4°C Los sobrenadantes de ambas extracciones se
combinaron y se llevaron a volumen final de 100 mL con agua destilada.

El contenido de polifenoles totales en el extracto polifendlico se
determind espectrofotométricamente segun el método de Folin-Ciocalteu,
tomandose en un tubo de ensayo 50 pL de muestra, 450 uL de una solucién
de metanol/agua (1:1), 4 mL de carbonato calcico (Na2CO3) y 5 mL de una
solucion de Folin-Ciocalteu diluido 1:10. Tras ello se dejé en oscuridad durante
una hora y se midié la absorbancia en el espectrofotometro a 765 nm. Los
resultados se expresaron como mg equivalentes de acido galico por 100
gramos de muestra seca y desgrasada (msd). La curva de calibracion se
preparé en el intervalo de concentraciones de 50-1000 mg L™ de &cido galico.
Todos los andlisis se realizaron por triplicado.

La capacidad antioxidante de los extractos fenodlicos de las muestras de
cacao se determiné por el método basado en la estabilidad del radical DPPH,
qgue consiste en afadir 6 uL de muestra con 294 uL de metanol y 2,7 mL de
una disolucién metandlica de DPPH (25 mg L). La mezcla se incubd en
oscuridad durante una hora y midio la absorbancia de las muestras a 517 nm.
Los resultados se expresaron como mg equivalente de trolox por 100 g msd.
La curva de calibracion se preparo en el intervalo de concentraciones de 5-50
mg L de trolox. Todos los andlisis se realizaron por triplicado.

2.4. Preparacion de muestra parala determinacion de antocianinas,
proantocianidinas y flavanoles

La preparacion de las muestras de cacao para su posterior analisis se llevo
a cabo siguiendo el protocolo descrito por Hellstrom y Mattila (2008) con
algunas modificaciones. Para ello, se peso6 1 g de cacao y se suspendio en 20
mL de una disolucion de acetona/metanol/agua (2:2:1, v/v/v), metiéndose en
un bafio de ultrasonidos durante 10 minutos. Posteriormente, se centrifugd a
3000 rpm durante 4 minutos a 10°C y se recogio el sobrenadante obtenido.
Este proceso se repitio tres veces, mezclando los 3 sobrenadantes y llevando
hasta sequedad en un rotavapor a 40°C. El residuo obtenido se redisolvié con
1 mL metanol. Esta solucién se purific6 mediante el empleo de cartuchos de
extraccion en fase solida, haciendo pasar todo el volumen (1 mL) por un
cartucho Discovery DPA-6S de poliamida (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA), previamente acondicionado con metanol y agua. Los azlcares asi
como otros compuestos interferentes se eliminaron lavando los cartuchos con



5 mL de una disolucibn de acuosa conteniendo 20% de metanol. A
continuacion, los analitos de interés se eluyen empleando 5 mL de una
disolucién de N, N-dimetilformamida.

2.5. Determinacion del contenido de antocianinas,
proantocianidinas y flavanoles mediante HPLC

El contenido en antocianinas y proantocianidinas se determind mediante
HPLC en fase normal (NP-HPLC), mientras que el contenido en flavanoles
(catequina y epicatequina) se estableci6 mediante HPLC con fase reversa
(RP-HPLC). En ambos casos se empled un cromatografo de liquidos Hitachi
LaChrom Elite (Hitachi Ltd., Tokio, Japon), dotado de una bomba cuaternaria
modelo L-2130, un compartimento termostatizado de columnas modelo L-
2300, y un detector UV-vis (modelo L-2420).

Las condiciones cromatograficas para la determinacién de antocianinas y
proantocianidinas se adaptaron de Hammerstone et al. (1999). La separacién
se llevo a cabo en una columna Luna de silica de 5 pm (250 x 4,6 mm) de
Phenomenex (Torrance, CA, EUA). Como fase movil se empled una mezcla
terciaria de diclorometano (A), metanol (B) y agua-acido acético (1:1, v/v, C).
La elucion se llevé a cabo con un caudal de 1 mL mint mediante el siguiente
gradiente, manteniendo constante un 4% de C: 0-30 min, 14-28,4% B; 30-60
min, 28,4-50% B; 60-65 min, 50-86% de B, y por ultimo un isocratico de 5 min
mas del 86% de B. La deteccion se llevé a cabo a 280 nm (proantocianidinas)
y a 520 nm (antocianinas); volumen de inyeccion, 20 pL.

Las condiciones de separacion de los flavanoles se adaptaron de Elwers
et al. (2009). La separacion se llevd a cabo a 40 °C con una columna Liquid
Purple C18 de 5 um (250 x 4,6 mm) de Analisis Vinicos (Tomelloso, Espafia).
Como fase movil se empled una mezcla de agua conteniendo 2% de acido
acético (A) y acetonitrilo/agua/acido acético (400:90:10, v/v/v) (B). La eluciéon
se llevd a cabo con un caudal de 1,2 mL min* mediante el siguiente gradiente:
0-8 min, 10% B; 8-20 min, 10-15% B; 20-35 min, 10-90% B; 35-50 min, 90%
B. La deteccidn se llevo a cabo a 280 nm; volumen de inyeccion, 20 pyL. Cada
una de las muestras de analiz6 por duplicado.

Para la cuantificacion de los diferentes analitos se emplearon 2 patrones
de antocianinas (cianidin 3-O-a-arabinopiranésido, cianidin  3-O-f-
galactopirandésido) y 2 patrones de flavanoles (catequina y epicatequina). Para
cada uno de estos analitos, se construyo una recta de calibrado mediante la
inyeccion de seis disoluciones estdndar de cada uno de los patrones,
obteniéndose para todos los patrones lineas rectas con r? >0,9996. Para la
cuantificacion de los oligobmeros y polimeros de proantocianidinas, se empleé
la recta de calibrado de la catequina (Ortega et al., 2008a), dado que no
existen patrones comerciales de estos compuestos.



2.6. Analisis estadistico

El tratamiento estadistico de los datos obtenidos se realiz6 mediante el
programa Statgraphics Centurion XVI Version 16.1.17 (StatPoint
Technologies, Inc., 2011). Con el objetivo de comprobar el efecto del
procesado sobre cada uno de los parametros evaluados, se llevo a cabo un
analisis de la varianza (ANOVA). El procedimiento LSD (least significant
diference) se utilizé para comprobar las diferencias a un nivel de significacion
del 5%.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Caracterizacion de las muestras

Tras su llegada al laboratorio las muestras de cacao en polvo fueron
caracterizadas de acuerdo a su pH extractable y color intrinseco para poder
clasificar las muestras en 5 categorias (ver secciéon 2.2). Atendiendo a estos
criterios, 5 muestras fueron catalogadas como naturales, 4 como alcalinas
suaves, 3 como alcalino medio, 8 como alcalino fuerte y 3 como cacao negro.

3.2. Determinacion del contenido en polifenoles totales

En la Figura 2a se muestra el contenido en polifenoles determinado por
el método Folin-Ciocalteu en el conjunto de muestras utilizadas. Como puede
observarse, la muestra correspondiente a las semillas no fermentadas mostré
el contenido polifendlico maximo (9,95 g AG/100 g msd). Este valor esta en
consonancia con los valores reportados por otros autores (Ozguven et al.,
2016), teniendo en cuenta que el contenido en polifenoles esta muy
influenciado por el origen, la variedad, condiciones de procesado o
condiciones ambientales (Redovnikovic et. al, 2009).

El contenido en polifenoles totales en la muestra de semilla fermentada
fue un 30% menor que en la semilla no fermentada (6,31 g AG/100 g de cacao
seco y desgrasado). Esta disminucion del contenido en polifenoles ha sido
reportada por otros autores (Fontes et al., 2015; Payne et al., 2010) y esta
asociada entre otros factores a la difusion de los polifenoles fuera de los
cotiledones del grano del cacao durante la fermentacion.

El contenido en polifenoles siguié disminuyendo en las etapas de
procesado posteriores. En concreto, el contenido en las virutas de cacao fue
de 5,20 g AG/100 g de virutas secas y desgrasadas y de 4,23 g AG/100g en
el licor seco y desgrasado. Esta pérdida ha sido asociada por otros autores al
descascarillado (Wollgast y Anklam, 2000; Bustamante et al., 2015) y al
tratamiento de tostado previo a la trituracion y refinado (Wollgast y Anklam,
2000, Redovnikovic et al., 2015).

Entre los cacaos naturales, el contenido en polifenoles totales oscil6 entre
4,45 (NA1) y 3,88 (NA2) g AG/100 g msd. Estos valores son similares a los
obtenidos en otros estudios (Padilla et al., 2008; Todorovic et al., 2015).

Comparando el contenido entre las muestra naturales y alcalinas, se
puede observar como el grado de alcalinizacion reduce el contenido en



polifenoles totales. De esta manera, en cacaos fuertemente alcalinizados el
contenido en polifenoles totales (2,01-1,08 g AG/100g msd) puede suponer un
descenso del 80-90% en comparacion con el contenido en la semilla de cacao
no fermentada o del 50-75% con respecto al contenido en el cacao en polvo
natural (3,54-4,45g AG/100g msd). Este fuerte descenso también ha sido
observado en otros estudios llevados a cabo por Nazaruddin et al. (2006),
Andrés-Lacueva et al. (2008), Stalh et al. 2009, Payne et al. (2010) y Todorovic
et al. (2015). Concretamente, Todorovic et al. (2015) encontraron 3,43-4,15 g
AG/100 g en cacaos naturales, 2,49 g AG/100 g en cacaos alcalinos suaves y
1,07 g AG/100 g en cacaos alcalinos fuertes. En estos estudios se asocia la
pérdida de polifenoles totales a la reduccion del contenido de catequina y
epicatequina.
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Figura 2. Valores (media £ DE) del contenido en polifenoles totales de las
muestras de cacao (a) y capacidad antioxidante determinada por el método
DPPH en los diferentes tipos de cacao (b). SNF: semilla no fermentada, SF:
semilla fermentada, N: virutas de cacao, L: licor, NA: cacao natural, AS: cacao
alcalino suave, AM: cacao alcalino medio, AF: cacao alcalino fuerte, B: negro.



3.3. Determinacion de la capacidad antioxidante

La Figura 2b muestra los valores de capacidad antioxidante obtenidos
para el conjunto de muestras analizadas. En consonancia con los resultados
del contenido en polifenoles totales, la semilla de cacao no fermentada fue la
muestra con el mayor poder antioxidante. En concreto, esta muestra mostré
una capacidad antioxidante de 14,0 g Eq trolox/100g msd. Este valor
disminuyo progresivamente para la semilla fermentada (11,5 g Eq trolox/100g
msd, virutas (10,2 g Eq trolox/100g msd) y licor (9,8 g Eq a trolox/100g msd).
Como puede observarse, no se observa una gran diferencia en la capacidad
antioxidante entre las muestras de semilla fermentada, virutas y licor. Este
mismo comportamiento fue previamente descrito por Ortega et al. (2008b).

En la Figura 2b también se puede apreciar cémo la capacidad
antioxidante de las muestras disminuye al incrementarse el grado de
alcalinizacion de los cacaos en polvo. De esta manera, la capacidad
antioxidante de las muestras de cacao natural (5,7-9,7 g Eq trolox/100g msd)
se vio reducida en mas del 25% en las muestras de cacao alcalino medio (4,7-
7,1 g Eq trolox/100g msd) y en mas del 60% en las muestras de cacao nhegro
(3,5-4,4 g Eq trolox/100g msd). Este descenso en la capacidad antioxidante
esta estrechamente relacionado con el descenso en el contenido de
polifenoles totales. Por ello, al realizar analisis de correlacion entre el
contenido de polifenoles totales y la actividad antioxidante se encontré un r?=
0,8106. Esta correlacién existente entre ambos pardmetros (polifenoles
totales y capacidad antioxidante) ha sido previamente descrita por Nazario et
al., 2014, quienes indican que valores altos de ambos pardmetros se deben a
la capacidad que poseen los polifenoles de ceder electrones para generar una
respuesta antioxidante.

3.4. Optimizacion de las condiciones de extraccion,
preconcentracion y purificacion de antocianinas,
proantocianidinas y flavanoles

Con el fin de obtener las mejores condiciones de extraccion de los
diferentes compuestos fendlicos considerados en este estudio, se compararon
diferentes procedimientos previamente propuestos en bibliografia. El primero
de los protocolos se adaptdo de Hammerstone et al. (1999). Se pes6 1 g de
muestra en un tubo Falcon, y se adicionaron 20 mL de acetona/agua (70:30,
v/v). La mezcla se dejé en agitacion durante 15 minutos a 20°C y 600 rpm
para posteriormente llevarla a centrifugacion durante 10 minutos a 10°C y
10000 rpm. Tras ello, se guardo el sobrenadante obtenido y este proceso se
repitié 2 veces mas empleando en este caso 20 mL de metanol/agua (70:30,
v/v). Los 3 sobrenadantes combinados se llevaron a sequedad en un
rotavapor a 40°C, y el residuo resultante se redisolvié en 1 mL de metanol.

10



Por otro lado, también se teste6 el método descrito por Hellstrom y Mattila
(2008) previamente descrito en la seccién 2.4. El extracto fendlico obtenido
por ambos métodos fue directamente inyectado en el HPLC. Adicionalmente,
ambos extractos fueron también purificados empleando extraccion en fase
sélida (SPE) con 2 tipos de cartucho diferentes: cartuchos SPE Solid Purple
C18 500 mg/6 mL (Analisis Vinicos, Tomelloso, Espafia) y con cartuchos
Discovery DPA-6S de poliamida (Sigma-Aldrich). Los cartuchos SPE Solid
Purple C18 fueron previamente activados con metanol y agua desionizada. A
continuacion, tras cargar la muestra, se pasaron 10 mL de agua desionizada
con el fin de eliminar interferentes, y se eluyeron los analitos de interés con 5
mL de una mezcla de acetona/agua/acido acético (70/29,5/0,5, viviv). Por otro
lado, la purificacién con los cartuchos Discovery DPA-6S de poliamida se
realizé tal y como viene indicado en la seccion 2.4.

Una vez obtenidas todas las muestras (6 en total, 2 muestras previas a la
purificacion con SPE, y 4 tras SPE), éstas fueron inyectadas en el HPLC. Las
muestras obtenidas con ambos métodos previas al SPE dieron lugar a
cromatogramas con multiples picos que desaparecian tras la extraccion en
fase sdlida, confirmando la eficiencia de la SPE en la eliminacion de
interferentes.

Todas las muestras obtenidas tras SPE dieron lugar a perfiles similares, si
bien la muestra obtenida con el protocolo adaptado de Hellstrom y Mattila
(2008) empleando la purificacion con el cartucho Discovery DPA-6S de
poliamida dio lugar a picos mas sensibles y mas eficaces. Por ello, se
selecciond este protocolo para la cuantificacién de todos los analitos en todas
las muestras.

3.5. Determinacion del contenido de antocianinas,
proantocianidinas y flavanoles mediante HPLC

Una vez establecido el contenido de polifenoles totales, asi como la
capacidad antioxidante de las muestras, se procedi6 a la determinacién del
contenido de antocianinas, proantocianidinas y flavanoles (catequina y
epicatequina) mediante HPLC.

3.5.1. Determinacion del contenido de antocianinas vy

proantocianidinas

En primer lugar se procedid6 a la cuantificacion del contenido de
antocianinas y proantocianidinas mediante HPLC en fase normal,
determinandose las mismas a 520 y 280 nm, respectivamente.

En la Figura 3 se muestra un cromatograma correspondiente a una
muestra de semilla de cacao no fermentada a 520 nm, donde se identificaron
mediante inyeccion de patrones los picos correspondientes a las 2
antocianinas mayoritarias del cacao: el cianidin3-a-L-arabindsido y el cianidin-
3-B-D-glucdsido.

El contenido de antocianinas encontrado en las muestras de cacao se
incluye en la Figura 4. Tal y como se observa en esta figura, el mayor
contenido encontrado (266 mg/100g msd de cianidin3-a-L-arabinésido y 86,2
mg/100g msd de cianidin-3-B-D-glucésido) se obtuvo en la semilla de cacao
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no fermentada. Este contenido disminuyé casi un 90% en la semilla
fermentada. El contenido de antocianinas fue todavia significativamente
inferior (p<0.05) en las virutas y el licor, si bien el descenso fue menos notable.
No fue posible detectar la presencia de antocianinas (pigmentos de color
morado) en ninguno de los cacaos en polvo analizados en este estudio. Esta
disminucién pudo ser debida a la condensacion de antocianinas en taninos
insolubles durante la fermentacion o la destruccion de los compuestos por
accion del calor durante el tostado de las virutas de cacao, procesos que dan
lugar al caracteristico color marron del cacao en polvo (Wollgast y Anklam,
2000).
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Figura 3. Cromatograma mostrando los picos de las antocianinas obtenido
mediante NP-HPLC a 520 nm de una muestra de semilla de cacao no
fermentada. ldentificacion de los picos: 1, cianidin3-a-L-arabinésido; 2,
cianidin-3-B-D-glucésido.
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Figura 4. Concentracién de antocianinas obtenida mediante NP-HPLC a 520
nm para semilla de cacao no fermentada (SNF), semilla de cacao fermentada
(SF), virutas de cacao (N) y licor de cacao (L). Diferentes letras para una

misma serie indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.01). 1,
cianidin3-a-L-arabindsido; 2, cianidin-3-B-D-glucésido.
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Los cromatogramas obtenidos a 280 nm de muestras que abarcan todos
los pasos del procesado se muestran en la Figura 5. En estas condiciones,
los analitos identificados fueron los mondémeros (solapados), asi como los
dimeros, trimeros y demas oligdmeros de catequina y epicatequina, conocidos
como proantocianidinas. El contenido en cada una de estas especies
guimicas se muestra en la Tabla 1. Como puede apreciarse, el contenido en
proantocianidinas en la semilla no fermentada fue el mas elevado de manera
estadisticamente significativa (p<0.01). En esta muestra, fue posible la
identificacion de todos los oligdmeros (desde mondmeros hasta decameros),
siendo el contenido de cada uno de ellos estadisticamente superior (p<0.01)
al del resto de muestras. La mayor disminucion en el contenido de
proantocianidinas se evidencia durante la fermentacién, registrandose para la
muestra de semilla fermentada una disminucion estadisticamente significativa
(p<0.01) del contenido de mondémeros y dimeros del 75% y del 60%,
respectivamente. Este descenso continud, aunque en menores proporciones
tras la obtencion de virutas de cacao y licor de cacao. En las muestras de
cacao naturales, el contenido en proantocianidinas totales supuso alrededor
del 10% del encontrado en la semilla no fermentada, y este sigue
disminuyendo hasta alcanzar valores cercanos al 0-1% en las muestras de
cacao negro.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por otros autores para
diferentes productos de cacao. En licor de cacao, Adamson et al. (1999)
encontraron 200 mg/100g de mondémeros, en consonancia con Natsume et al.
(2000), quienes encontraron 230 mg/100g. En cacao en polvo con distinto
grado de alcalinizacion, Andrés-LaCueva et al. (2008) determinaron que la
alcalinizacion del polvo de cacao provoco pérdidas del 50% en los monémeros
(36% para catequina y 67% para epicatequina), 69% para los dimeros, 67%
para los trimeros y 31% para los tetrameros. Pese a estos esfuerzos por
establecer la relacion entre el procesado y el contenido en proantocianidinas
en cacao son todavia escasos los trabajos que abordan el analisis de todos
los grados de polimerizacién en muestras de cacao en polvo con distinto
grados de alcalinizacion.
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Figura 5. Cromatogramas mostrando los picos de las proantocianidinas obtenidos mediante NP-HPLC a 280 nm de (A) una
muestra de semilla de cacao no fermentada, (B) semilla fermentada, (C) nib, (D) licor, (E) cacao natural y (F) cacao negro.
Identificacion de los picos: 1, mondémeros; 2, dimeros; 3, trimeros; 4, tetrameros, 5, pentameros; 6, hexameros; 7, heptameros;
8, octdmeros; 9, nonametros y 10, decameros.

14



Tabla 1. Concentraciones de proantocianidinas (expresadas como mg de epicatequina por 100 g de cacao) para cada una de
las muestras estudiadas en este trabajo.

Muestras Mondmeros Dimeros Trimeros Tetrdmeros Pentameros Hexameros Heptameros Octameros Nonameros Decameros  Suma

SNF 1712449 87719 917+45 67314 485+17 30516 160+3 90+3 56+2 2043 52064319
SF 458+19 338t14 25249 199+4 140+3 86+3 50+2 3212 15,90,8 - 1572+114
N 1696 12646 702 40,4£0,7 12,5+0,3 4,9+0,2 7,2+0,4 - - - 389+30
L 132+7 87+2 6912 51+2 40+2 2612 13,2+0,5 7,00,2 4,4+0,2 - 429+33
NA1 1014 862 19,5+0,7 9,620,2 4,5+0,2 3,32£0,07 2,04+0,04 - - - 227+15
NA2 222+9 22146 62+2 23+2 11,1+0,2 4,50,2 - - - - 544+37
NA3 196+6 182+9 68+3 40+2 21,5+0,6 11,8+0,4 7,2+0,4 - - - 52640
NA4 1436 13247 43+2 21+2 7,2+0,3 - - - - - 346431
NA5 30113 24949 117+3 68+3 3212 11,00,2 - - - 777+59
AS1 11142 8212 39,0£0,2 8,9:0,2 1,04+0,04 - - - - - 21310
AS2 197+10 21615 6312 32,9+0,7 8,5+0,4 - - - - - 517+34,4
AS3 105+4 9043 19,7+0,6 12,8+0,5 6,1%0,2 3,10,2 - - - - 2374591
AS4 80+2 70+3 19,7+0,9 9,1+0,4 4,26+0,09 1,60+0,03 - - - - 185+10.2
AM1 109+5 96+3 20,9+0,4 10,5+0,2 4,5+0,2 - - - - - 241+34,4
AM2 75+3 66+2 17,8+0,5 11,7+0,3 7,4%0,4 5,4%0,2 3,5:0,2 2,5%0,2 1,09+0,04 - 190+11,3
AM3 26+2 48+2 15,1+0,2 4,4+0,2 1,9+0,2 0,66x0,03 0,37+0,02 - - - 86+7,74
AM4 602 43+2 26,4+0,2 4,7+0,2 0,67+0,03 1,07+0,02 - - - - 115+7
AF1 48+2 53+3 7,9+0,3 1,68+0,04 - - - - - - 110+9
AF2 12,440,3 14,3+0,5 2,93+0,06 1,66+0,06 0,76x0,03 - - - - - 3042
AF3 834 85+2 22,7+0,6 7,7£0,2 3,910,2 2,32+0,07 - - - - 205+15
AF4 66+2 8914 16,4+0,3 7,2+0,2 4,6%0,2 1,66+0,08 - - - - 185+14
AF5 47+2 15,8+0,6 2,9:0,2 1,12+0,05 1,37+0,05 0,25+0,02 - - - - 686
AF6 12445 158+4 4042 9,4+0,5 4,0£0,2 1,73+0,06 - - - - 337424
AF7 93+3 111+4 21,5+0,5 1,31+0,05 - - - - - - 227+15
AF8 34,3+0,7 35%2 8+2 3,3+0,2 1,89+0,04 0,65+0,03 0,46+0,02 - - - 846+47
B1 4,6+0,2 7,610,4 2,0910,11 0,73+0,02 0,41+0,01 0,30£0,02 - - - - 16+15
B2 28,9+0,8 - - - - - - - - - 58+4

SNF: semilla no fermentada, SF: semilla fermentada, N: virutas de cacao, L: licor, NA: cacao natural, AS: cacao alcalino suave, AM: cacao alcalino
medio, AF: cacao alcalino fuerte, B: cacao negro.
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3.5.2. Determinacion del contenido de los flavanoles catequina y
epicatequina

Como se observa en la Figura 5, en NP-HPLC coeluyen los monémeros
de catequina y epicatequina. Por ese motivo, las muestras fueron analizadas
posteriormente mediante HPLC en fase reversa (RP-HPLC) (Ortega et al.,
2008a). En estas condiciones, tal y como se observa en la Figura 6, los picos
de catequinay epicatequina estan bien resueltos, permitiendo la cuantificacion
por separado de cada analito.

x 100000
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0 T T T 1
0 5 10 15 20
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FIGURA 6. Cromatograma mostrando los picos de la catequina y la
epicatequina de una muestra de semilla de cacao no fermentada obtenido
mediante RP-HPLC a 280 nm. Identificacién de los picos: 1, catequina; 2,
epicatequina.

El contenido de catequina y epicatequina encontrado en las 27 muestras
incluidas en este estudio se muestra en la Tabla 2. Como se puede observar
en esta tabla, los valores de flavanoles mas elevados se observaron en la
muestra de semilla de cacao no fermentada. Para esta muestra, la suma de
catequina y epicatequina supone alrededor de 1,59/100 g msd. Este valor tan
alto es debido en gran parte al contenido en epicatequina el cual asciende a
1,41 g/100 g msd, de manera que el cociente epicatequina/catequina es de
alrededor de 17. Valores similares han sido reportado por otros autores
(Brunetto et.al, 2007; Risner et al., 2008; Elwers et al., 2009; Payne et. al,
2010).

En la semilla fermentada, el contenido en flavanoles no sdlo es casi un
80% inferior que en la semilla no fermentada, sino que el cociente
epicatequina/catequina disminuye hasta un valor cercano a 2. Estos
resultados se observan en el estudio de Payne et al. (2010), en el que se
refleja un descenso del 85% de la epicatequina tras la fermentacion (86% de
pérdida de epicatequina en este estudio); ademas, se observa que la
catequina no varia en gran medida durante la fermentacion, por lo que se
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concluye que el mondmero mas sensible en esta etapa es la epicatequina. La
disminucién del contenido de catequina y epicatequina durante la
fermentacion se debe principalmente a que estos polifenoles son oxidados a
guinonas por reacciones bioquimicas al acomplejarse con aminoacidos,
péptidos y proteinas y polimerizar con otros polifenoles y formar taninos
(Rodriguez et al., 2009).

Tabla 2. Concentraciones de catequina y epicatequina obtenidas mediante
RP-HPLC para cada una de las muestras estudiadas en este trabajo.

Catequina Epicatequina Cociente Catequinatepicatequina

Muestras (mg/100g (mg/100 g epicat/cat (mg/100 g msd)
msd) msd)
SNF 84+2 1405+14 16,68 1489+16
SF 83,1+0,2 19745 2,37 280+6
N 97+4 161+8 1,67 258+12
L 88+2 84+2 0,95 17243
NA1l 59+2 59+3 1,00 118+4
NA2 83,8+0,8 93,6+0,9 1,12 177+2
NA3 104+4 17845 1,72 279+10
NA4 96+2 96+4 1,00 19345
NAS5 74+2 91+3 1,24 164+4
AS1 114+6 82+3 0,71 196+9
AS2 93+2 63,9+0,6 0,68 157+3
AS3 50+2 40,2+0,8 0,80 91+3
AS4 65+3 50,2+1,3 0,77 115+4
AM1 79+2 58+2 0,73 13714
AM?2 65,9+0,7 4742 0,72 113+4
AM3 15,340,2 9,43+0,09 0,62 24,7+0,2
AM4 4412 20,5+0,6 0,47 64+3
AF1 51+2 24,3+0,5 0,48 75+2
AF2 7,9+0,2 4,34+0,04 0,55 12,3+0,2
AF3 42+2 42,7+0,8 1,01 85+2
AF4 45,3+0,4 41,1+0,8 0,91 96+2
AF5 17,7+0,7 13,4+0,7 0,76 31+2
AF6 75,1+0,7 48+2 0,64 123+2,2
AF7 67+3 4812 0,72 115+4
AF8 25,2+0,7 16,0+0,8 0,63 41+2
Bl 2,3+0,2 3,3+0,2 1,41 5,6+0,2
B2 12,0+0,4 5,9+0,2 0,49 18,0+0,6
B3 2,18+0,09 0,89+0,04 0,41 3,1+0,2

SNF: semilla no fermentada, SF: semilla fermentada, N: virutas de cacao, L: licor, NA:
cacao natural, AS: cacao alcalino suave, AM: cacao alcalino medio, AF: cacao alcalino
fuerte, B: cacao negro.

Se ha observado que, tras el procesado del cacao, el cociente de
epicatequina/catequina continlba descendiendo, afectando de manera
principal a la epicatequina tal y como ocurre en el estudio de Bustamante et
al. (2015) durante la etapa de tostado.

La Tabla 2 también muestra los contenidos de catequina y epicatequina en
una coleccion de 24 muestras de cacao en polvo con distintos grados de
alcalinizaciéon. Para las muestras de cacao natural los contenidos en catequina
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oscilaron entre 58,78-103,70 mg/100 g msd, mientras que las de epicatequina
oscilaron entre 58,88-178,03 mg/100 g msd. Estos valores fueron
disminuyendo de manera estadisticamente significativa (p<0.01) a lo largo del
proceso de alcalinizacidn hasta alcanzar valores minimos en las muestras de
cacao negro (2,18-12,04 mg/100 g msd, y 0,89-5,94 mg/100g msd para
catequina y epicatequina, respectivamente). Estos resultados se
correlacionan con otros estudios (Payne et al., 2010) donde se observan
valores de 223 mg/100 g msd de epicatequina y 88 mg/100 g msd de
catequina para muestras de cacao haturales y de 4 mg/100 g msd
epicatequina y 9 mg/100 g msd de catequina en muestras de cacao alcalinas
fuertes. También se observa este descenso del contenido de los flavanoles
debido a la alcalinizacion en otros estudios como el de Li et al. (2012) en el
gue se observa un descenso del 77% de epicatequina y del 67% de catequina
durante la alcalinizacion. En todos los estudios se observa un descenso mas
severo de la epicatequina, tal y como ocurre en este estudio.

De esta manera se puede concluir que a medida que avanza el procesado
del cacao, se aprecia un mayor descenso del contenido en estos flavanoles,
especialmente de epicatequina, durante las etapas del procesado del cacao,
principalmente fermentacién, tostado y alcalinizacion del cacao.

4. CONCLUSIONES

Durante la realizacién de este trabajo se han puesto a punto métodos
analiticos que han permitido cuantificar el contenido de tres familias de
flavonoides diferentes como son las antocianinas, las proantocianidinas y los
flavanoles.

Estos métodos se han utilizado para caracterizar una coleccion de 27
productos de cacao, desde la semilla no fermentada hasta cacaos en polvo
con distinto grado de alcalinizacion.

Durante el analisis de las muestras, se ha observado que durante el
procesado disminuye el contenido en polifenoles totales, como consecuencia
de la disminucién de todas y cada una de las familias de flavonoides que
componen la fraccibn soluble de polifenoles. De todas las etapas, la
fermentaciéon es la etapa responsable de la disminucion mas drastica del
contenido polifendlico. No obstante, es una etapa inevitable si se quiere
conseguir un producto aceptable organolépticamente. Tras la fermentacion, la
alcalinizacion es la etapa que mas afecta al contenido polifendlico.

Este es el primer trabajo que aborda de manera global la caracterizacion
del perfil polifendlico de los productos del cacao, desde la semilla no
fermentada hasta el cacao en polvo con alto grado de alcalinizacién. Por tanto,
por primera vez es posible comparar los valores entre muestras de distintas
etapas de procesado sin que haya divergencia en los métodos de extraccion,
meétodos de analisis y forma de expresar los resultados.
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