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RESUMEN

Los compuestos fendlicos son una amplia clase de metabolitos secundarios de las plantas
y frutas, siendo muy conocidos por sus propiedad antioxidantes y antimicrobianas; dentro
de la salud con conocidas también como desinflamatorios y anticancerigenos;

desempefnando un papel crucial en la defensa de las plantas contra el estrés ambiental.

Las almendras de cacao en especial las variedades criollas, nacional y CCN-51 son muy
ricas en compuestos fendlicos, lo que las convierte en un objeto de estudio muy importante,
obviamente dependiendo de variedad y el método de procesamiento. La finalidad de este
proyecto de investigacion se centra en el contenido de polifenoles totales para ser aplicados

y evaluados como conservante natural en alimentos procesados o sin tratamiento.

Los tratamientos realizados a las almendras de cacao fueron preparados en 4 muestras
(M1, M2, M3, M4) y disueltas en soluciones etandlicas en agua en diferentes relaciones:
Agua estéril, etano-agua 50:50, etanol-agua 70:30, etanol 100% respectivamente.

La liofilizacion permiti6 que los polifenoles sean extraidos en mayores concentraciones,
para posteriormente ser cuantificados a un p-valle=5.08E*!, existiendo diferencias
significativas entre las muestras M1=2.667+0.13mg/g muestra, M2=7.718+0.14 mg/g
muestra, M3=10.996+0.04 mg/g muestra y M4=16.482+6.53E° mg/g; de la misma forma,
para el contenido de azucares reductores, donde hubo diferencias significativas con p-
valie=9.30E™®, con valores obtenidos en M1=10.830+0.16mg/g muestra, M2=7.411+0.13
mg/g muestra, M3=4.257+0.16 mg/g muestra y M4=2.799+4.93E* mg/g muestra.

La determinacién de la capacidad antioxidante obtenidos de los extractos polifendlicas
también existieron diferencias significativas con un p-valie=2.49E%, con resultados en
M1=1.325+8.67E*mg/g muestra, M2=2.140+1.89E3*mg/g muestra, M3=3.031+4.47Emg/g
muestra y M4=4.432+0.07 mg/g muestra.



Los analisis realizados por CLAE en las muestras M1 Y M4 se logro identificar compuestos
fendlicos en ambas muestras, tales como catequinas con RT=0.63 min, m/z=296.16 mg y
9.08ppm; teobromina con RT=8.05 min, m/z=181.07 mg y 10ppm; acido galico con RT=3.63
min, m/z=165.14 mg y 13.03ppm; &cido Vanilico RT=14.33 min, m/z=171.02 mg y
11.34ppm; Resveratrol con RT=17.01 min, m/z=168.01 mg y 10.89ppm, entre otras;

cumpliendo funciones de inhibicion antimicrobiana en la leche cruda.

El andlisis microbiol6gico permitié evaluar la leche cruda, aplicando compuestos fendlicos
en diferentes concentraciones: C1=3%, C2=5% y C3=7%, con alta capacidad antioxidante
y efecto inhibidor de microorganismos, observando notoriamente la disminucion de la
actividad antimicrobiana por el uso de los polifenoles como conservante natural en

alimentos sin tratamiento, permitiendo reducir los microorganismos predominantes.

En el recuento de colonias, se realiz6 un control de microorganismos leche cruda sin
presencia de fenoles con 510UFC, y otras muestras evaluadas con presencia de fenoles
en microorganismos predominantes en E. Coli: C1=91UFC, C2=65UFC y C3=42UFC con
efecto inhibidor en C1=82%, C2=87% y C3=92%; aerobios mesofilos: C1=75UFC,
C2=63UFC y C3=45UFC con efecto inhibidor en C1=85%, C2=88% y C3=91%, y mohos y
levaduras: C1=240UFC, C2=192UFC y C3=136UFC con efecto inhibidor en C1=53%,
C2=62% y C3=73%.

Palabras Claves: Compuestos fendlicos, Folin Ciocalteu, DNS, polifenoles, CLAE,

capacidad antioxidante, crecimiento antimicrobiano.



ABSTRACT

Phenolic compounds are a broad class of secondary metabolites from plants and fruits,
being well known for their antioxidant and antimicrobial properties; within health with also
known as anti-inflammatory and anti-cancer; playing a crucial role in defending plants

against environmental stress.

Cocoa beans, especially the Creole, Nacional and CCN-51 varieties, are very rich in
phenolic compounds, which makes them a very important object of study, obviously
depending on the variety and the processing method. The purpose of this research project
focuses on the content of total polyphenols to be applied and evaluated as a natural

preservative in processed or untreated foods.

The treatments carried out on the cocoa beans were prepared in 4 samples (M1, M2, M3,
M4) and dissolved in ethanolic solutions in water in different ratios: Sterile water, ethane-
water 50:50, ethanol-water 70:30, 100% ethanol respectively.

Lyophilization allowed the polyphenols to be extracted in higher concentrations, to
subsequently be quantified at a p-value=5.08E-11, with significant differences between the
samples M1=2.667+0.13mg/g sample, M2=7.718+0.14 mg/g/g sample. g sample,
M3=10.996+0.04 mg/g sample and M4=16.482+6.53E-5 mg/g; In the same way, for the
content of reducing sugars, where there were significant differences with p-value=9.30E-9,
with values obtained in M1=10.830+0.16mg/g sample, M2=7.411+0.13 mg/g sample,
M3=4.257+0.16 mg/g sample and M4=2.799+4.93E-4 mg/g sample.

The determination of the antioxidant capacity obtained from the polyphenolic extracts also
showed significant differences with a p-value=2.49E-8, with results in M1=1.325+8.67E-
4mg/g sample, M2=2.140+1.89E-3mg/ g sample, M3=3.031+4.47E-3mg/g sample and
M4=4.432+0.07 mg/g sample.



The analyzes carried out by CLAE in samples M1 and M4 were able to identify phenolic
compounds in both samples, such as catechins with RT=0.63 min, m/z=296.16 mg and 9.08
ppm; theobromine with RT=8.05 min, m/z=181.07 mg and 10ppm; gallic acid with RT=3.63
min, m/z=165.14 mg and 13.03ppm; Vanillic acid RT=14.33 min, m/z=171.02 mg and
11.34ppm; Resveratrol with RT=17.01 min, m/z=168.01 mg and 10.89ppm, among others;

fulfilling antimicrobial inhibition functions in raw milk.

The microbiological analysis allowed the evaluation of raw milk, applying phenolic
compounds in different concentrations: C1=3%, C2=5% and C3=7%, with high antioxidant
capacity and inhibitory effect on microorganisms, notably observing the decrease in
antimicrobial activity due to the use of polyphenols as a natural preservative in foods without

treatment, allowing the predominant microorganisms to be reduced.

In the colony count, a control of raw milk microorganisms was carried out without the
presence of phenols with 510 CFU, and other samples evaluated with the presence of
phenols in microorganisms predominant in E. Coli: C1=91 CFU, C2=65 CFU and C3=42
CFU with effect inhibitor in C1=82%, C2=87% and C3=92%; mesophilic aerobes:
C1=75CFU, C2=63CFU and C3=45CFU with inhibitory effect on C1=85%, C2=88% and
C3=91%, and molds and yeasts: C1=240CFU, C2=192CFU and C3=136CFU with inhibitory
effect on C1=53%, C2=62% and C3=73%.

Key words: Phenolic compounds, Folin Ciocalteu, DNS, polyphenols, CLAE, antioxidant

capacity, antimicrobial growth.
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LISTADO DE ABREVIATURAS

ICCO: Organizacién Internacional del Cacao.
CCN-51: Coleccion Castro Naranjal.

CLAE: Cromatografia liquida de alta eficiencia.
DPPH: 2,2-Difenil-1-picrilhidrazilo.

DNS: Acido 3-5 Dinitro-salicilico.

UV-Vis: Ultravioleta visible.

C.F.T: Compuestos fendlicos totales.

A.R: Azucares Reductores.

ERO: Especies reactivas de oxigeno.
GSH-PX: Glutatién peroxidasa.
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INTRODUCCION

El cacao (Theobroma Cacao) es un arbol perenne, siendo un cultivo con una alta relevancia
econdmica y muy significativa para numerosos paises en desarrollo, encontrados en Africa,
América Latina y Asia segun datos de la ICCO pertenecientes al afio 2023, la produccién
global de cacao en grano se calculd en aproximadamente 4.9 millones de toneladas durante
el periodo 2022-2023.1

Ecuador contribuye con el 8% de la produccién global con 400,000 toneladas en conjunto,
aportando el 50% de la oferta global en la produccién Unica y exclusiva de cacao fino; en el
2023, alcanzando una cifra récord de exportacién y posee el potencial para incrementar su

participacion mediante un aumento en la produccion.!

El cultivo del cacao es muy importante en todo el mundo, particularmente en las naciones
tropicales. Esta especie crece bajo sombra en varios agro-ecosistemas, principalmente de
arboles frutales. En Ecuador, las regiones mas importantes para la produccion de cacao
son El Oro, Guayas, Los Rios, Manabi, Esmeraldas y Santo Domingo de los Tsachilas.
Ademas, 600 mil familias estan involucradas en su cultivo, lo que representa el 4,3% de la

poblacién econémicamente activa.?

Aunque Ecuador es conocido por ser el principal productor de cacao nacional, también se
cultiva la variedad CCN-51 debido a su menor susceptibilidad a enfermedades y a su mayor
rendimiento por unidad de superficie, siendo diferenciado y reflejado en calidad y
productividad al precio internacional, siendo el cacao nacional mas caro que el CCN-51.
Dadas estas disparidades, se entiende que en ciertos casos se mezclen granos de cacao
nacional con granos de cacao CCN-51, sin embargo, esta adulteracién plantea serias

complicaciones tanto para el pais exportador como para los fabricantes de chocolate.®
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Los compuestos fendlicos son de origen natural y estan presentes en las plantas, que tienen
la funcion de protegerlas contra ataques de microorganismos y atraer insectos
polinizadores, entre otros roles que facilitan su interaccion con el medio ambiente
circundante. Por ejemplo, el &rbol Theobroma cacao produce frutos con un alto contenido
de polifenoles, especialmente antioxidantes como catequinas y epicatequinas, similares a

los que se encuentran en vegetales y té.*

Las almendras del Theobroma cacao poseen un alto contenido de polifenoles, y su uso
como antioxidante natural puede extender la vida util de productos procesados con un
crecimiento antimicrobiano muy considerable, ofreciéndose como alternativa para el
aprovechamiento del cacao, permitiendo generar nuevos ingresos para los productores,
siendo una fuente valiosa para la elaboracion de productos alimenticios con beneficios

funcionales.*

Estos polifenoles presentes en el cacao son muy beneficiosos para reducir la oxidacién de
lipidos y proteinas en los alimentos procesados o en productos que durante su elaboracion
sean usados como conservante natural. Su accién consiste en proteger los acidos grasos
poliinsaturados de la peroxidacion, tanto en las membranas celulares como en las

lipoproteinas de baja densidad.*

Mediante los métodos de Espectrofotometria UV-VIS y CLAE-EM, permitié cuantificar e
identificar los compuestos fendlicos y componentes encontrados durante los ensayos
experimentales respectivamente, asi como también la determinacion de la capacidad
antioxidante y evaluacién antimicrobiana de la leche cruda con el objetivo de verificar su
efecto inhibidor en los alimentos procesados o en alimentos en donde se pueda aplicar

como un conservante natural.
La presente investigacion trata en cuantificar los compuestos fendlicos presentes en las

almendras de cacao de la variable CCN-51, que ayudaria a evidenciar los efectos

beneficiosos que posee este fruto al ser aplicados y evaluados en la leche cruda.
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OBJETIVO GENERAL

Cuantificar los compuestos fendlicos presentes en las almendras de cacao mediante
espectrofotometria UV-Vis y CLAE-EM y su aplicacibn como conservante natural.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Extraer los compuestos fendlicos presentes en la almendra de cacao mediante
liofilizacion con la ayuda de solventes organicos como etanol y agua en diferentes
relaciones.

e Cuantificar los compuestos fendlicos obtenidos en el liofilizado mediante
espectrofotometria UV-Vis y CLAE-EM.

e Aplicar el extracto polifendlico en leche cruda evaluando su capacidad antioxidante y

antimicrobiana.
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CAPITULO 1

1. MARCO TEORICO

1.1 Origen del cacao

El género Theobroma, que en griego significa "alimento de los dioses", se origind hace
millones de afios en América del Sur, especificamente al este de Los Andes. De las
veintidés especies, la mas conocida es la Theobroma cacao. Evidencias arqueoldgicas
recientes encontradas al sur de Ecuador indican que los granos de cacao eran utilizados
hace mas de 5.300 afios por poblaciones nativas, incluso antes de la domesticacion del

arbol, que ocurrié unos 1.500 afios después.®

Desde entonces, las semillas de cacao fueron utilizadas por varias civilizaciones
precolombinas, como los mayas, incas y aztecas, tanto como alimento, como moneda de
intercambio y en rituales. El primer europeo en probar el chocolate fue Cristobal Colon,
quien llegd a Nicaragua en 1502 en busca de una ruta maritima hacia las especias de
Oriente. Sin embargo, fue Hernan Cortés, lider de una expedicion al imperio azteca en 1519,

quien llevo la receta del Xocoatl (bebida de chocolate) de regreso a Esparna en 1528.°

Inicialmente, la bebida no fue muy bien recibida, pero se volvi6 popular en las cortes
espafiolas y europeas cuando se le afiadié azlcar. Para satisfacer la creciente demanda
europea, el cultivo de cacao se extendié lentamente durante el periodo de colonizacion a
las tres principales zonas productoras de cacao en la actualidad: Asia, Africa, América

Latina y el Caribe®.
Desde su origen en América Central, el Theobroma cacao se ha cultivado principalmente

mediante la obtencién de grano, que representa aproximadamente un 10% del peso del

fruto fresco.b
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La industrializacion del cultivo del cacao en su conjunto, incluyendo los desechos
agroindustriales de la cosecha como cascaras, aguas mieles, grasas, entre otros, ha sido
un camino hacia el desarrollo de productos innovadores, que presenten una alta demanda
en el mercado nacional e internacional. Ademas, se han convertido en la materia prima
ideal para las industrias que aportan valor a estos subproductos y ademas son una
alternativa de solucion a la problemaética de la falta de valor en los derivados.®

1.2 Cacao

El cacao es un arbol que crece en climas tropicales en América del Sur.” Las almendras de
cacao, semillas de varios tipos, se utilizan para hacer chocolate y sus derivados en el
mercado nacional e internacional y se han convertido en la materia prima ideal para las
industrias que aportan valor a estos subproductos y también son una alternativa de solucion

a los problemas ambientales causados por este foco de contaminacion.®

Dependiendo de como se cuide, este arbol puede llegar a una altura de entre 4y 10 mt y
puede producir de 12 a 20 mazorcas durante la época de cosecha. Las mazorcas, que
varian segun el tipo de cacao, tienen una forma redondeada y alargada, algunas veces
arrugada, y contienen hasta 60 semillas, llamadas almendras, envueltas en mucilago

blanco.®

Debido a la necesidad de ciertos factores, como las altas temperaturas, para que este tipo
de arbol crezca en climas tropicales, necesita un cuidado constante para garantizar una

produccion suficiente de mazorcas.’

Las semillas, también conocidas como almendras, estan rodeadas por una cascara llamada
testa y luego por un cotiledén que, dependiendo del tipo de cacao, puede tener un sabor
dulce o acido. Estas semillas tienen un color oscuro, a veces morado, una forma alargada,
redondeada o plana y una longitud de 2 a 3 cm. También son ricas en proteinas, grasas y

almidoén, lo que les da un alto valor nutricional.®
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Figura 1. Semillas viables (arriba) y no viables (abajo) de la almendra de cacao
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1.2.1 Taxonomia del cacao. La especie Theobroma Cacao, perteneciente a la familia

Malvaceae, recibe su nombre cientifico por ser una planta perenne.°

En la Tabla 1 se presenta la taxonomia general del cacao.

Tabla 1. Taxonomia del Cacao

Taxonomia del Cacao

Clase Angiosperma
Subclase Dicotyledoneae
Orden Malvales
Familia Malvaceae
Genero Teobroma

Fuente: 10
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1.2.2 Composicién quimica del cacao. Resulta ser compleja en la almendra de cacao y
subproductos del mismo, ya que depende del proceso y el cuidado aplicado a las
plantaciones durante la etapa de crecimiento. Para una mejor comprension, en la Tabla 2
se presentan los componentes del cacao en base seca, mientras que en la Tabla 3 se

muestra la composicién quimica en 100 gramos de cacao en base seca.'?

Tabla 2. Componentes del cacao en 100 gramos en base seca

Bioelemento Contenido Bioelemento Contenido
Calorias 456 Fosforo 537 mg
Agua 3,6 ml Calcio 106 mg
Proteina 129 Tiamina 0,17 — 0,24 mg
Grasa 46,3 g Riboflavina 0,14 - 0,41 mg
Carbohidratos 34,79 Niacina 1,7 mg
Fibra 8,6¢ Acido Ascorbico 3,0 mg
Glucosa 8-13¢ Piridina 0,9 mg
Sacarosa 0,4-09g¢g Hierro 3,6 mg
Fuente:°

Tabla 3. Composicion quimica en 100 g de cacao en base seca

Bioelemento % Maximo de grano sin cascara % Maximo de cascara
Agua 3.2 6.6
Grasa 57 5.9
Nitrogeno total 25 3.2
Cafeina 0.7 0.3
Almidon 9 5.2

Fibra Cruda 3.2 19.2
Fuente:1®

1.2.3 Calidad del cacao. El cacao es una materia prima utlizada para obtener
subproductos como licor, manteca y cacao en polvo, asi como productos finales como el

chocolate.”
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Se han identificado dos especies de cultivo en relacion a su calidad: el cacao Criollo que se
encuentra en Centroamérica, y el cacao Trinitario que es considerado para la produccién

mundial de cacao debido a su resistencia.*

Gracias a sus condiciones climéticas y geogréficas, Ecuador es reconocido como productor
mundial de cacao fino de aroma, ya que las almendras se comercializan semielaborados y
elaborados, destacandose por su alta calidad y aroma, permitiendo cumplir ciertos
reglamentos para la exportacion del cacao, incluyendo los limites permisibles de
concentracion de metales pesados en las almendras, ya que una alta concentracion podria
representar un riesgo para los consumidores y afectar la economia del pais, especialmente

en paises con estrictos reglamentos de calidad alimentaria como los europeos.*?

1.2.4 Fruto de cacao. El fruto del cacao cominmente se llama mazorca; puede ser de
color verde o rojizo cuando esta inmaduro y de color naranja o amarillo cuando estd maduro.
Presenta una cascara gruesa, su fruto consta de cuatro partes importantes: la cascara
representa el 56% del peso total de la mazorca madura; el mucilago cubre los granos de
cacao en el interior de la mazorca, las semillas se encuentran rodeadas por esta pulpa
aromética con forma de almendras aplanadas existiendo entre 30 y 50 semillas por

mazorca, y la cascarilla del grano de cacao es la cubierta exterior de color marrén.*®

Figura 2. Partes del Cacao
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Fuente:
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1.2.5 Genotipos o variedades del cacao. El &rbol cacaotero presenta mas de 14,000
grupos genéticos distintos, siendo sus variedades principales el Forastero, Criollo, Trinitario,

la variable CCN-51 y nacional del Ecuador.®

Las variedades de cacao pueden diferenciarse por las caracteristicas morfolégicas de sus
frutos, origen geogréfico, asi como por las caracteristicas de sabor y aroma. En este
sentido, el genotipo juega un papel crucial, ya que influye en la apariencia (forma, color,
textura superficial), composicion (volatil o no volatil) y calidad organoléptica (sabor, olor,

color) de la almendra de cacao.®

Figura 3. Genotipos del Cacao

Nacional Fino de aroma. CCN-51 Criollo Forastero Amazonico Trinitario

Fuente: Autor

1.2.5.1 Nacional. Es una variedad de cacao de excelente calidad, considerada Unica en el
mundo debido a sus caracteristicas aromaticas muy perceptibles y particulares. El cacao
Nacional es muy distintivo y diferente, descrito como un sabor floral fuerte con matices de
astringencia, notas de leguminosas verdes y flores citricas dejando una sensacion de

frescura que llena la boca y desaparece rapidamente.*®
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1.2.5.2 Criollo. Se encuentra actualmente en Ameérica Central, Venezuela y en algunas
regiones de Asia. Sus mazorcas son de color amarillo o rojo, con una textura rugosa, las
semillas son grandes y redondeadas, con cotiledones de color blanco o purpura muy
palido.'®

Esta variedad presenta una escasa variabilidad genética, con un aroma frutal-floral
ligeramente amargo, con notas de frutos secos, como un sabor a chocolate delicado pero
refinado. A pesar de su excepcional calidad debido a su aroma distintivo, es la variedad
menos fructifera y la mas susceptible a enfermedades e insectos siendo la menos

cultivada.®

1.2.5.3 Forastero. Proviene de la cuenca amazonicay se cultiva principalmente en América
Central, Las Antillas, Brasil y, sobre todo, en Africa Occidental. Se caracteriza por tener una
calidad ordinaria, pero ofrece un excelente rendimiento y resistencia a las enfermedades.
Tiene un aroma poco pronunciado, es astringente y presenta un sabor muy intenso a
chocolate, que lo distingue de otras variedades de cacao. Sus frutos son de color amarillo,
lisos, con semillas pequeiias y planas, y cotiledones son de color violeta.®

1.2.5.4 Trinitario. Desarrollado en Trinidad y Tobago; extendido a paises como Venezuela,
Ecuador y Sri Lanka, entre otros paises, es un hibrido natural entre el cacao Criollo y
Forastero. Presenta propiedades intermedias en cuanto a morfologia, niveles de
produccion, caracteristicas gustativas y olfativas, asi como resistencia a enfermedades y
plagas. Se caracteriza por su calidad, buen rendimiento y un aroma interesante debido a
sus notas frutales achocolatadas. Ademas, posee un sabor a vino que lo distingue de otros

tipos de cacao.®

1.2.5.5 CCN-51. Pertenece a la familia Esterculaceae y es un arbol de pequefia estatura,
gue puede alcanzar una altura de aproximadamente 2.50 metros y produce alrededor de
250 mazorcas por arbol. Este tipo de cacao es el resultado de varios afios de investigacion
en hibridacion de plantas, en la ciudad de Naranjal, provincia del Guayas, en el afio 1965,
llevada a cabo de manera exitosa por Homero Castro Zurita, un investigador originario de
Ambato, logrando desarrollarse lo que se conoce actualmente como cacao Clonal CCN-51,

que significa Coleccién Castro Naranjal.®

24



Tabla 4. Requisitos Técnicos del Cacao CCN-51

Requisitos Unidad CCN-51
100 granos pesas G 135-140
Buena fermentacion (min) % Aprox. 65
Ligera fermentacion (min) % 11
Violeta (max) % 18
Pizarroso (max) % 5
Moho %
Fuente:18
Tabla 5. Analisis proximal del cacao
Variable
Trat. De | Humedad | Proteina Grasa Ceniza | Carbohidratos Fibra
cacao (%)* cruda cruda* (%)* totales (%)* cruda
(%) (%) (%)
Nacional | 6.03 + 8.60 50.87 + 223+ 32.28+046a |4.64+
Ecuador | 0.10 a 0.20c 0.19a 0.08 bc 0.47c
CCN51 |6.00+ 8.08 £ 51.02 + 273+ 32.17+0.11a |4.28+%
Ecuador | 0.09 a 0.25d 0.24 a 0.08 a 0.01c
Fuente:®
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Figura 4. Corte anatdmico del grano de cacao, sefialando componentes celulares
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1.3 Polifenoles

Los polifenoles dependiendo a su complejidad quimica y a la forma de agrupaciéon como
Cs, Cs-Cn, Cs-Cn-Cs, constituyen el conjunto mas extenso de compuestos no energéticas
que se encuentran en los alimentos derivados de las plantas. Su efecto beneficioso en la
salud, se debe a que estos compuestos tienen la capacidad de modular la actividad de
diversas enzimas e intervenir en procesos celulares llegando a participar en varias
reacciones metabolicas celulares de o6xido-reduccion, lo que les otorga el nombre de

antioxidantes.®

Hay diversas categorias y subcategorias de polifenoles que se clasifican en funcion de la
cantidad de anillos fendlicos y sus caracteristicas estructurales que se encuentran en dichos
anillos. Los grupos més destacados que se definen segun el nimero de anillos fendlicos
gue poseen y los elementos estructurales presentes en estos anillos. Los grupos mas
destacados de polifenoles son los &cidos fendlicos (provenientes del &cido hidroxibenzoico

o acido hidroxixindmico), estilbenos, lignanos, alcoholes fendlicos y flavonoides.®
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Las catequinas son el tipo mas comun de compuestos flavan-3-ol presentes en muchas
plantas alimenticias contribuyendo un efecto astringente en la boca, que se experimenta

especialmente, después de consumir cacao o chocolate, té, arandanos y vino.*®

Las antocianinas se encuentran abundantemente en alimentos de origen vegetal,
encargados de la coloracion de flores y frutos. En el caso de los vinos envejecidos ligado a
taninos, son los que determinan el color rojo, debido a su capacidad para proporcionar color,
siendo aplicados en la industria alimentaria como colorantes naturales, identificados con el
codigo E169.1°

Los taninos son componentes del grupo de las proantocianidinas, y tienen estructuras
poliméricas compuestas por la unién de flavonoides, se encuentran en gran abundancia en
la naturaleza, formando mezclas complejas; quienes son encargados de color, textura y el
sabor aspero y astringente, presentes en ciertos alimentos como por ejemplo el chocolate,

café y té.2°

1.3.1 Perfil de Polifenoles. Eltérmino "perfil de polifenoles" se refiere a la descripcion del
tipo de polifenoles en las almendras de cacao, representando hasta el 20 % de su masa.
Los polifenoles mas comunes en el cacao son los flavan-3-oles, que constituyen el 37% de
ellos. Dentro de este grupo, se destacan la Epicatequinas, que representa el 35%, y los
oligbmeros que constituyen el 58% estan formados por la union de varios monémeros,

como la (+)-Epicatequinas y la (-)-Epicatequina, conocidos como Procianidinas.?®

1.3.2 Polifenoles en la salud. El consumo de cacao y derivados ha suscitado un creciente
interés en los Ultimos afios debido a los efectos beneficiosos para la salud, atribuidos a su

alto contenido de polifenoles.?22

Diversas investigaciones epidemiologicas han evidenciado la relacién entre la ingesta de
polifenoles en la comida y la prevencion de diversas enfermedades relacionadas con el
estrés oxidativo, como las enfermedades cardiovasculares, procesos cancerigenos, entre
otros, asi como la actividad desinflamatoria, la reduccion del colesterol total y de la

lipoproteina de baja densidad.?!?2
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1.4 Flavonoides

Los flavonoides (2-Fenilcromona; fenil-4-H-1-benzopiran-4-ona: C1sH1002) son compuestos
producidos como metabolitos secundarios por las plantas, que comparten un elemento
estructural comun: Un esqueleto de difenilpirano que esta formado por un anillo de fenilo A
y otro anillo designado fenilo B, que estan adheridos a un anillo de pirano C, con la formula
Ce-C3-Cs. Sobre este esqueleto basico pueden ocurrir numerosas sustituciones, lo que da
lugar a las diversas clases de flavonoides, que incluyen flavonoles, flavonas, flavanonas,

flavanoles, antocianidinas, chalconas, auronas e isoflavonas.??

Los flavonoides estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal, y se encuentran en
cantidades variables en diversos alimentos como frutas rojas (fresas, moras), citricos,
verduras, semillas (nueces), especias y varias plantas medicinales. También estan
presentes en bebidas derivadas de vegetales, como el té, infusiones, mosto, cacao, zumos

y vino.??

1.5 Compuestos Fendlicos

Los compuestos fendlicos son uno de los grupos de micronutrientes mas relevantes en la
dieta alimentaria; poseen una estructura quimica propicia para desempefiar funciones
antioxidantes y pueden encontrarse en diferentes formas, sea natural, combinados con
ésteres 0 azucares, unidos a proteinas y polisacéaridos, o en forma de polimeros, asociados
principalmente con caracteristicas sensoriales, como color, sabor y astringencia, en una

amplia gama de alimentos.?*

Los fenoles son compuestos quimicos que se encuentran ampliamente distribuidos en las
plantas como resultado de su metabolismo secundario, esenciales para el funcionamiento
normal de las plantas; otros compuestos fendlicos desempefian un papel importante en los
mecanismos de defensa contra situaciones de estrés y el ataque de organismos

patégenos.?
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Los fenoles simples son sustancias que tienen dos o tres grupos hidroxilo en el anillo
aromatico, situados en las posiciones 1,2; 1,3 0 1,4; asi como también en las posiciones
1,3,5 0 1,2,3. Se derivan del resorcinol y tienen propiedades anfifilicas que se encuentran
principalmente en muchos cereales; ademéas de sus propiedades antioxidantes, se ha
evidenciado que los compuestos fendlicos poseen una importante actividad bioldgica,
incluyendo propiedades antibiéticas o antiparasitarias.*®

Figura 5. Estructura quimica de compuestos fendlicos simples

OH OH OH OH OH
oH
OH
OH OH HO OH CHas
catechol resorcimol hydroguinomne prhloroglucinoel n.clhylr‘:-:_sorcinol
Fuente:'®
Figura 6. Mapa conceptual de compuestos fendlicos.
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Alzelechin Galocatequina [ Epicatequinag ] lcatequma ]
Epialzelechin Epigalocatequina

Fuente:?425
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1.6 Capacidad Antioxidante

El organismo crea un sistema de defensa con agentes antioxidantes para contrarrestar los
radicales libres.?* La actividad de una molécula para retrasar o evitar la oxidacion de otras
moléculas se conoce como capacidad antioxidante. Al interactuar con un radical libre, estos
agentes antioxidantes ceden un electron, oxidandose ellos mismos y convirtiéndose en un

radical libre débil y no téxico.?®

Entre sus funciones principales se incluye la prevencion de la formacién de especies
reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés), ademas de reparar o eliminar el dafio
oxidativo. Esto aumenta la resistencia a los ataques oxidativos y contribuye a la

transformacion de metabolitos reactivos en moléculas menos reactivas.?®

Figura 7. Mecanismo de actividad de antioxidantes de los polifenoles

Antioxidantes

Radic,l libre

Fuente:2¢

1.6.1 Antioxidante enzimatico. Las defensas antioxidantes se basan en la prevencion de
la disminucidn de oxigeno univalente a través de enzimas sisteméticas. Se han identificado
varios tipos de enzimas especializadas en desactivar las Especies Reactivas de Oxigeno
(ERO) por diversos mecanismos, entre estas se incluyen la superéxido dismutasa (SOD),
la catalasa (CAT) y el glutation peroxidasa (GSH-PX), entre otras, desempefiando un papel
crucial en la neutralizacién de los radicales libres y en la proteccién contra el estrés

oxidativo.?’
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1.6.2 Antioxidantes no enzimaticos. Entre los antioxidantes no enzimaticos se encuentran
el glutation (GSH) en su forma reducida, minerales como selenio y zinc, y vitaminas como
la riboflavina, vitamina C (acido ascérbico) y vitamina E (a-tocoferol), que desempefian un
papel fundamental en la proteccion contra el dafio oxidativo al actuar como cofactores de
las enzimas antioxidantes participando directamente en la neutralizacién de radicales

libres.?”

1.7 Sustancias Bioactivas

Son sustancias presentes en los alimentos, tanto esenciales como no esenciales, que se
producen en minimas cantidades, tienen efectos beneficiosos para la salud humana;
pueden tener propiedades antiinflamatorias contribuyendo a la prevencion de

enfermedades cardiovasculares, entre otros efectos en el organismo humano.?

1.7.1 Microencapsulacion de compuestos bioactivos. La Microencapsulacion (ME) es una
técnica empleada para encapsular ingredientes alimentarios en diminutas capsulas. Esta
técnica se utiliza en la industria alimentaria con el propésito de preservar el contenido
nutricional, como antioxidantes y vitaminas, y facilitar una liberacion controlada de sabores,
aromas y agentes acidulantes en los alimentos permitiendo una liberacién precisa de
aditivos, garantizando una dosis 6ptima y mejorando la rentabilidad para los fabricantes de

alimentos.?®

La aplicacion de la técnica de Microencapsulacion ha ido en aumento en la industria
alimentaria debido a la proteccién que proporciona a los materiales encapsulados frente a
factores como el calor y la humedad, lo que permite mantener su estabilidad y viabilidad.
Ademas, la encapsulacion de enzimas y microorganismos facilita su manejo, reutilizacion y

recuperacion a gran escala en los procesos industriales.*°
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1.8 Leche

Es un producto extraido de la secrecion de la glandula mamaria obtenido por varios ordefios
en animales bovinos sanos; se puede considerar como un excelente alimento porque
contiene diversos componentes que son muy importantes para la nutricién, pues como es
de conocimiento, durante una de las fases del desarrollo es muy consumida e importante;
sin embargo, hay que tener en cuenta que en este alimento se estima que es un cultivo muy
nutritivo en microorganismos benéficos como lo es para las bacterias destructoras y
patégenas, cuyo crecimiento dependera de los metabolitos presentes y en especial de la

temperatura.®!

Segun el INEN, la leche cruda es aquel alimento que no ha sido tratado térmicamente (no
mas de 40°C), exceptuando la fase de enfriamiento para su preservacion por lo que no es
considerado apto para el consumo humano. La leche cruda contiene un contaje de sujetos

patégenos superiores al nivel permitido en la NTE INEN 9:2012 en la quinta seccién.3?33

Tabla 6. Composicion quimica de la leche.

Composicion (%)
Agua 87.5
Caseina 2.9
Albumina 4.9
Alfa lactoalbumina 0.5
Beta lactoalbumina 0.2
Fosfolipidos 0.1
grasa 3.7
Acido citrico 0.2

Fuente:3132
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1.9 Fundamento de los Métodos y Técnicas de Analisis

1.9.1 Cromatografia liquida de alta eficiencia. Es un método analitico que se utiliza para
dividir los compuestos de una mezcla organica con poca volatilidad, termolabiles, idnicos,
y con masas moleculares relativamente altos especialmente. En el procedimiento de
purificacion y separacion, la fase movil lleva la muestra a través de la fase estacionaria, que
generalmente es una columna de separacion. Durante este recorrido, los componentes se

separan segun las interacciones fisicoquimicas con la fase estacionaria.®*

Una vez separados, los componentes son detectados por un detector de absorbancia de
luz, variaciones en el indice de refraccion, cambios conductividad electroquimica, o en la
reparticion del tamafio de las particulas diluidas. El resultado a obtener del detector se
representa en picos con su respectiva area, siendo directamente proporcional a la cantidad
del componente presente. La CLAE se utiliza ampliamente en el control de calidad de
alimentos, productos farmacéuticos y en otros campos donde se requiere la separacion y

cuantificacién precisa de componentes en una muestra.’

Figura 8. Cromatografo liquido de alta eficiencia

1300870

F-83 | 5000

Fuente: Autor



1.9.2 Espectrofotometria UV-Vis. Es una técnica analitica que se aplica la radiacion
electromagnética de luz ultravioleta (UV) cercana de la region visible, e infrarroja (NIR)
cercana, es decir, en un rango de longitud de onda entre 380 y 780 nm. Cuando las
moléculas en solucion absorben esta radiacion, provocan transiciones electrénicas que
pueden ser medidas y cuantificadas. Este método se emplea para determinar la
concentracion de compuestos altamente conjugados, asi como para analizar polifenoles

totales, flavonoides totales y evaluar la actividad antioxidante en muestras.®

Figura 9. Espectrofotémetro UV-Visible

Fuente: Autor

1.9.3 Método de Folin Ciocalteu. Se emplea este método para cuantificar polifenoles
totales en muestras vegetales que trata de una reaccién oxido-reduccion, en la que el
reactivo se reduce al reaccionar con los compuestos fendlicos presentes en la muestra,
produciendo un complejo azul muy caracteristico (3H.0-P,0s-13W03-5M003-10H,0) que
tiene una absorbancia maxima a 760 nm. Este complejo se cuantifica mediante
espectrofotometria, utilizando una curva de calibracién previamente obtenida con acido

gélico como estandar.3637
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La intensidad del color azul formado es proporcional al contenido de compuestos fendlicos
en la muestra. El reactivo de Folin-Ciocalteu consiste en una mezcla de &cido
fosfomolibdotingstico de color amarillo, que comprende sales sddicas de wolframio y
molibdeno en un medio acido de HzPQ,.%¢%"

Este estudio se utiliza ampliamente en el andlisis cuantitativo de polifenoles totales y su
evaluacién en las capacidades antioxidantes en alimentos vegetales y jugos de frutas, ya
que esta variable suele correlacionarse estrechamente con otros métodos de medicion de

la actividad antioxidante.36:37

Figura 10. Oxidacion de compuestos fendlicos totales en la prueba de Folin Ciocalteu.

OH 0
| __|,!_~
» - O ()
N2 €
Reactivo de Folin (W¢*, Mo®*) Reactivo de Folin reducido (W*%*, Mo5%*)
Color amarillo Color azul

Fuente:?

1.9.4 Liofilizacién. Es un proceso en el que las materias primas congeladas se colocan
dentro de un sistema de vacio refrigerado para que se deshidraten sin descongelar. El hielo
que cubre el producto se sublima y se transforma en vapor de agua. La estructura celular
permanece intacta durante el proceso de liofilizacién. Este procedimiento ayuda a mejorar
las propiedades organolépticas como color, forma, sabor y valores nutricionales de la

materia prima que cualquier otro método.3®
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Figura 11. Liofilizador de vacio para Laboratorio

Fuente: Autor
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1.9.5 Crecimiento microbiano. Es el aumento de constituyentes celulares de manera
ordenada, conduciendo al incremento de biomasa dado al nimero creciente de células,
dadas por division celular sexual o asexual; en el caso de las bacterias, estas se dividen
por fision binaria, por lo tanto, su reproduccion es asexual dando como resultado células
iguales. Es muy importante indicar que existen 2 tipos de crecimiento; el individual que se
basa por el ciclo celular, y el poblacional que es conocido con el nombre de colonias.

Figura 13. Laminas Petrifilm para recuento de Colonias: 1) Echerichia Coli, 2) Aerobios

Mesodfilos, 3) Mohos y levaduras

Fuente: Autor
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CAPITULO Il

2 METODOLOGIA

2.1 Sujeto de Analisis

El estudio se enfocé en la cuantificacion de compuestos fendlicos de la almendra de cacao
utilizando un método analitico, experimental y descriptivo, con la ayuda de solventes
organicos como el etanol con una pureza del 96% y agua en diferentes relaciones (70:30;
50:50; etanol 100% y agua 100%). Este enfoque permite analizar cdmo varian los niveles
de compuestos fendlicos en funcion de diferentes técnicas de extraccion aplicadas en varias
etapas del proceso. Se compard esta variabilidad con los estandares internacionales de

calidad para determinar la eficacia y la idoneidad de los métodos de extraccion utilizados.

En el contexto de la extraccion de compuestos fendlicos de la almendra de cacao con el
proposito de aplicarlos y evaluarlos en leche cruda, la metodologia descriptiva es crucial
para proporcionar una caracterizacion detallada de los compuestos fendlicos extraidos y
para contextualizar la magnitud de su potencial impacto en los alimentos sin que hayan sido

tratados quimicamente, como en el caso de la leche cruda.

2.1.1 Poblacion. La poblacion tomada para el presente trabajo de investigacion fueron
las mazorcas de cacao de la variable CCN-51, seleccionadas de la Finca San Diego, en el
cantén Machala, provincia de El Oro, de coordenadas (-3.30447, -79.88248).

2.1.2 Muestra. Las mazorcas de cacao fueron recolectadas y trasladadas a las
instalaciones de los laboratorios pertenecientes a la Universidad Técnica de Machala. Para
la recolecciéon de las muestras se seleccioné el cacao en su estado de madurez, 6ptimo
para separar el grano del cacao de la cascarilla y el mucilago de la almendra; siendo el

grano nuestra muestra definitiva a tomar.
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Figura 14. Ubicacién geografica de la Finca San Diego
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Fuente: Autor

2.1.3 Fuentes de recoleccién de datos informacion. Se recopilaron datos durante el
trabajo de investigacion. Se busco informacion de fuentes secundarias como libros y
revistas cientificas para el planteamiento del proyecto de investigacion, asi como también
repositorios académicos para comprender el desarrollo del proyecto, donde se reportaran

las tesis de grado y maestrias relacionadas con el cacao, sus derivados y residuos.
Obtenida toda la informacién bibliografica, se procedié a recolectar datos de fuentes

primarias mediante el trabajo de campo, que incluira la identificacion del perfil fendlico de

la almendra de cacao.
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Entre estas tenemos las siguientes:

e JSTOR

e ScienceDirect

e SpringerLink

e Wiley Online Library
e SAGE Journals

¢ Google Books

e PubMed

o ArXiv

e ResearchGate

e Academia.edu

e SSRN (Social Science Research Network)
2.2 Identificacion de Variables
2.2.1 Variable dependiente
e Contenido de compuestos quimicos no volatiles.
e Concentracion de compuestos fendlicos, azucares.
o Capacidad antioxidante y antimicrobiana.
¢ Relaciéon de solventes organicos etanol-agua.
2.2.2 Variable independiente
e Cacao clonado variable CCN-51
e Tiempo de liofilizacion

e Temperatura de liofilizacion

e Tamafo de particula
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2.3 Equipos, Materiales y Reactivos

2.3.1 Materiales de laboratorio. Los materiales de laboratorio empleados para los andlisis
experimentales adecuados e idoneos fueron previamente lavados y esterilizados para su

utilizacién permitiendo mantener la eficiencia en los ensayos de laboratorio:

e Tubos de ensayo

o Cajas Petri

e Balones volumétricos en diferentes medidas
e Vasos de precipitacion en diferentes medidas
e Gradilla

e Matraz Erlenmeyer en diferentes medidas

e Frascos de reaccion

e Viales de muestra

o Papelfiltro

e Soporte universal

¢ Pinza metalica

2.3.2 Equipos de laboratorio. Los equipos de laboratorio indicados a continuacion fueron

previamente revisados y calibrados para su posterior uso:

e Estufa eléctrica marca MEMMERT modelo VN6400

e Espectrofotémetro UVmini-1240 marca SHIMADZU

¢ Micropipetas de 0-100uL, 0-1000ul y 1-10cc marca HACH

¢ Cromatdgrafo UltiMate 3000 HPLC marca THERMO SCIENTIST

e Equipo de agitacién de 8 ejes con motor eléctrico marca WEG

e Balanza analitica Marca THERMO SCIENTIST, modelo PX224

e Balanza analitica 500gr Marca BOECO

e Autoclave tipo olla marca ALL AMERICAN 50X

e Centrifuga de laboratorio marca BOECO modelo MC-24

e Liofilizador de vacio para laboratorio marca BIOBASE Freeze Dryer de 4 bandejas.
e Extractor automatico de aceites y grasas para semillas marca YUEWO

e Agitador magnético con plancha de calentamiento marca THERMO SCIENTIST
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2.3.3 Reactivos. Los reactivos de laboratorio indicados a continuacion fueron previamente

revisados a su fecha de expiracion:

e Etanol con una pureza del 96%

e Agua destilada

e Reactivo de Folin Ciocalteu

e Acido 3-5 Dinitro-Salicilico

e Carbonato de sodio anhidro

e Acido gélico

e Sacharomyces Cereviciae

e Echerichia Coli

e Laminas Petrifilm marca 3M para recuento de colonias en mohos y levaduras

e Laminas Petrifilm marca 3M para recuento de colonias en anaerobios mesdfilos

e Laminas Petrifilm marca 3M para recuento de colonias en E. Coli o coliformes totales

2.4 Disefio Metodoldgico y Procedimiento

2.4.1 Tratamiento. El cacao recolectado fue trasladado a las instalaciones de los
Laboratorios de Investigacion de la Universidad Técnica de Machala, se clasifico las
almendras de cacao de las cascarillas, mucilago y placenta; siendo estos residuos
organicos; luego de la separacion, las almendras de cacao frescas fueron tratadas
inmediatamente en un extractor automatico de aceites y grasas para semillas marca
YUEWO, para evitar oxidacién pudiendo ser prejudicial a los analisis de realizar en dichas

muestras.

Posteriormente al tratamiento indicado, se tomaron 4 muestras frescas de cacao en
cantidades de 50 gramos cada una, para ser vertidas en vasos de precipitacion y ser
homogenizadas en un equipo de agitacién de 8 ejes con motor eléctrico marca WEG con la
ayuda de etanol y agua en un volumen de 250ml preparados en diferentes relaciones para
cada muestra por un tiempo de 30 minutos, y posteriormente, ser filtradas las muestras

disueltas.
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Tabla 7. Identificacion de muestras

Muestras de Cacao Disolucion
M1 Agua estéril 100%
M2 Etanol-agua 70:30
M3 Etanol-agua 50:50
M4 Etanol 100%

Fuente: Autor

2.4.2 Extraccion de compuestos fendlicos por liofilizacion. Las disoluciones filtradas
obtenidas fueron puestas en bandejas de tamafio 200*20mm para ser tratados en un
liofilizador marca Biobase de dimensiones de 720*705*730 mm, Freeze Dryer, 0,12M2 de
4 bandejas, en un tiempo de 72 horas, iniciandose en una fase de ultracongelacion con
temperatura de trampa fria de -60°C y una temperatura de muestra entre -25°C y -40°C en

un lapso de 3 a 6 horas.

Posterior a la ultracongelacién, se realiz6 el sublimado primario y secundario de las
muestras teniendo el equipo una capacidad maxima de captura de agua de 3kg/24h con la
ayuda de una bomba de presion al vacio, siendo controlados en un vacuémetro entre 60 a

70 horas, y finalmente ser retiradas y almacenadas.

2.4.3 Cuantificacion de Fenoles Totales por el método de Folin Ciocalteu. Para la
determinacion del contenido de compuestos fendlicos totales se basé en la metodologia
propuesta por Singleton en 1965. La curva de calibracion se elabor6 mediante disoluciones
patrones de acido galico en concentraciones de 100, 200, 400, 600 y 800 mg/L; se afade
30uL en tubos de ensayo tipo rosca, con 30uL reactivo de FC, 750uL de NaCO3 0.1 Ny 3cc
de agua estéril por un tiempo de 30 minutos en un lugar sin acceso a la luz observandose

un color azul oscuro determinando la presencia de fenoles.°
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Figura 15. Curva de Calibracién EAG

Curva de Calibracion EAG (mg/ml)
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Fuente: Autor.

Para cuantificar los compuestos fendlicos totales se realizé experimentos por triplicado; se
mezcl6 2 gr de cada muestra liofilizada con 10ml de agua estéril vertidos en tubos de ensayo
agitdndose por 20 minutos, después se vertieron en viales las muestras y ubicadas en una
centrifuga a 5000rpm por 7 minutos; transcurrido ese tiempo el sobrenadante obtenido fue
extraido y puesto en tubos de ensayo para luego tomar 30uL de cada muestra y 30uL de

reactivo de Folin Ciocalteu, homogenizandose por 8 minutos.*°

Se afadio 750uL de NaCOs3 0.1N y 3cc de agua estéril; medidas tomadas con la ayuda de
una micropipeta; después se guardo por un tiempo de 2 horas en un lugar sin acceso a la
luz, y luego se ubican las muestras en celdas de vidrio para ser analizadas en el

espectrofotémetro midiendo la absorbancia.*
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2.4.4 Cuantificacion de Azucares reductores por el método de DNS. Se prepararon
disoluciones patrones de glucosa de 100, 200, 400, 600 y 800 mg/L. Se afadieron 250uL
de cada solucién y 250uL del reactivo DNS (acido 3-5 Dinitro-salicilico) en tubos de ensayo
recubiertos de papel aluminio; puestos en Bafio Maria a 80 grados Celsius durante 7
minutos. Se paraliza la reaccion para dejar que las muestras estén a temperatura de
ambiente por 8 minutos, se afiadié 2,5 ml de solucion estéril, y se vierte en las celdas para

realizar la lectura en el espectrofotébmetro a 540 nm.*142

Para determinar el contenido de azucares reductores, se tomd 2 gr de cada muestra
disueltas en 10 ml de agua esterilizada, puestas en tubos de ensayo agitandose por 20
minutos, luego se vertid en viales para ser llevadas a una centrifuga a 5000rpm por 7
minutos; el sobrenadante obtenido de cada muestra, se extrajo 250uL ubicadas en tubos
de ensayo, se agreg6 250uL de DNS para homogenizar 8 minutos, seguido en bafio
termostético a 80°C por 5 minutos y agregando 2.5cc de agua estéril hasta disminuir a
temperatura ambiente, vertimos las muestras en celdas y ser analizadas en el

espectrofotometro a 540nm. 4142

Figura 16. Curva de Calibracién glucosa
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45



2.4.5 Determinacion de Componentes Fenodlicos por CLAE-MS. Se disolvieron las
muestras en metanol (10 mg/mL) y se filtraron a través de un filtro de membrana de 0,2 pm.
El andlisis mediante CLAE-EM se realiz6 en un sistema Dionex Ultimate 3000 UPLC
(Thermo Scientific, San José, CA, USA) equipado con un detector de arreglo de diodos y
acoplado a un detector de masas. La separacion se desarroll6 usando una columna
Accucore RP-MS (100 mm x 2,1 mm; 2,6 um) protegida por su cartucho (4 mm x 2,0 d.i.) y

la temperatura de mantuvo a 35 °C.

La fase movil estuvo constituida de acetonitrilo (A) y 0,1 % de acido férmico (B), y se empled
el siguiente gradiente: Entre 0 a 5 minutos (98% B), 5 a 10 minutos (98-80% B), 10 a 15
minutos (80-50 % B), 15 a 21 minutos (50-5 % B), y 21 a 23 minutos (5%B) y posterior
recuperacion de las condiciones iniciales. El volumen de inyeccién fue 2uL y la velocidad
de flujo de 0.4mL/min. Para la deteccién UV se realiz6 simultaneamente a 210, 250, 280 y

330 nm, y los espectros UV-Visible se registraron en el rango 200-600 nm.

Como sistema de deteccién de masas se empled un espectrémetro de masas de trampa
lineal de iones equipado con una fuente de ionizacién de electronebulizacién, que fue
operada en modo ion negativo. Los espectros de masas fueron adquiridos en el rango m/z
100-1000. Para los espectros MS2 se empleé la disociacién por colisiéon inducida a una
energia de 35 (unidades arbitrarias). Se empled nitrdgeno como gas principal, auxiliar y de

barrido.

2.4.6 Determinacion de capacidad antioxidante por DPPH. La determinacion de DPPH
siguié la metodologia propuesta por Brand-Williams con algunas modificaciones.*® La curva
de calibracién se cred utilizando disoluciones etandlicas de trélox con concentraciones que
oscilaban entre 0,027 y 0,277 mg/mL. 200 uL de las disoluciones preparadas se mezclaron

con 3,8 uL de disolucién etandlica de DPPH 0,1 mM.*36

Para preparar la disolucion control, se agregé 3,8 mL de DPPH (0,1 mM) con 200 uL de
etanol absoluto por un tiempo de 30 minutos a temperatura ambiente y ausencia de luz,
este método permiti6 medir la capacidad secuestradora del radical libre permitiendo
realizarse la lectura con espectrofotémetro a 517 nm en microceldas de plastico.**** El

porcentaje de inhibicion de los valores obtenidos se calcul6 usando la ecuacion:
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%DPPH — Acontrol—Amuestra * 100 (1)

Acontrol

Donde:
Acontrol: Absorbancia del control.
Anmuestra: Absorbancia de la muestra luego de reaccionar con la solucion de DPPH por 30 min

La capacidad antioxidante se midié en miligramos equivalentes a trolox por g de muestra
extraida (mg TEAC/ g). Este procedimiento se llevé a cabo utilizando la ecuacion de
regresion lineal, donde se establecié la correlacion entre el porcentaje de inhibicion del

radical libore DPPH y la concentracion de trolox.434°
2.4.7 Determinacion de capacidad antimicrobiana. Para el recuento de colonias y

microorganismos se utilizaron laminas petrifilm marca 3M; las muestras polifendlicas fueron

preparadas en solucion estéril en concentraciones:

Tabla 8. Preparacion de muestras de cacao %p/v

Muestra de Cacao M1 Disolucion (100ml)
C1 3%
Cc2 5%
C3 7%

Fuente. Autor

2.4.7.1 Evaluacion en E. coli totales. Se mezcla 1ml de muestra polifenélica con 1ml de
leche cruda recubriendo laminas petrifilm ya preparadas con E. coli. El espaciador de
plastico dentro de las laminas distribuye uniformemente el liquido, asegurando una
distribucion uniforme, se ubic6 en una incubadora con temperatura controlada durante 60
horas a 35°C. Los coliformes parecen colonias rojas rodeadas de burbujas de gas después

de laincubacion. La industria alimentaria utiliza este enfoque porque es rapido y sencillo.*64
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2.4.7.2 Evaluacion de aerobios mesofilos. Se agreg6 1 ml de la muestra polifendlica junto
con 1ml de E. coli al 0.1% en solucion esteril y 1ml de leche cruda puesto en laminas
petrifilm para aerobios mesdfilos diluyendo la muestra hasta extender y dejar solidificar
durante unos minutos para permanecer a 30-35°C durante 60 horas. Se logré apreciar
puntos rojos o rosados muy caracteristicos de las colonias de aerobios mesdfilos. Este
método es ampliamente reconocido por su capacidad para producir resultados exactos y

precisos en un corto periodo de tiempo.*"48

2.4.7.3 Evaluacion de mohos y levaduras. Se afiadié 1 ml de muestra polifendlica mezclado
con 1ml de Sacharomyces Cereviciae y 1ml de leche cruda es la cantidad. El liquido debe
estar espaciado uniformemente en las laminas. Se mantuvo la incubadora a una
temperatura de 20-25 °C entre 60-72 horas. Los mohos crecen en colonias de diferentes
colores y estructuras filamentosas, las colonias de levadura suelen ser puntos azules o

verdes. Mediante esta técnica se detectan hongos en productos con alta humedad.*"4°
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CAPITULO 3

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Extraccion de compuestos fendlicos en las almendras de cacao

El tiempo para realizar la liofilizacién de las muestras de cacao diluidas fueron controladas
tanto las temperaturas de la muestra como del sublimado, siendo determinante la presion
al vacio para el secado por congelacién. En las figuras siguientes se puede ver el control
de temperatura, condensado y la presion de vacio a la que fueron sometidas las muestras
a secarse por congelacion.

Figura 17. Liofilizacién del cacao en agua esteril

Presion de vacio (Pa)

Temp. Muestra (C)
Temp. Condensado (C)
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L ] —~
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'60 = - O
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499.50 999.50 1499.50 1999.50 2499.50

Tiempo (min)

Fuente: Autor
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Enlafigura 17 se aprecia que la fase de ultracongelacion fue en un tiempo a 250min (4.17h),
tiempo en la cual la temperatura de la muestra comienza a incrementar conforme se va
secando el extracto fendlico a una P=100Pa debido a la disolucién de la muestra preparada

en agua esteéril.

Figura 18. Liofilizacion del cacao en relacién etanol-agua 50:50

Presion al vacio (Pa)
Temperatura de la muestra (C)
—— Condensado (C)
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499.50 999.50 1499.50 1999.50 2499.50

Tiempo (min)

Fuente: Autor

En la figura 18, se puede observar que el tiempo de ultracongelacion fue mayor en relacion
a la figura 17 pero a la misma presion de vacio; a esto, el sublimado primario de donde se

logré apreciar, es mayor el tiempo de secado en el sublimado primario que el secundario.
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Figura 19. Liofilizacion del cacao en relacién etanol-agua 70:30

Presion de Vacio (Pa)

Temperatura de muestra (C)

—— Condensado(C)
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Fuente: Autor.

En la figura 19, se aprecia que para el tiempo de ultracongelacién fue alrededor de 1440
min (24 horas), siendo mayor a las figuras 17 y 18, pero su presion de vacio disminuy6 de
100Pa a valores entre 20-30Pa, con un sublimado primario habiendo un incremento de
temperatura; y en el sublimado secundario, se mantuvo su temperatura entre 10y 12 grados

celsius, teniendo una caida de presiéon hasta 1Pa.
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Figura 20. Liofilizacién del cacao en relacién etanol puro

Presion de vacio

Temperatura de muestra (C)
——— Condensado (C)
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Fuente: Autor

En la figura 20, se aprecia que para el tiempo de ultracongelaciéon fue alrededor de 1750
min (29 horas), a partir de ese momento, el sublimado primario sufrié un incremento de
temperatura muy inestable, notdndose incluso un cambio brusco en la presién de vacio en
esta fase; ya en el sublimado secundario, la presion decrecié considerablemente hasta
mantenerse constante en la mayor parte del tiempo, incluyendo a la temperatura de la

muestra cuando comenzé a efectuarse la segunda etapa del sublimado.

Los resultados de las muestras tratadas por liofilizacion fueron 6ptimos para extraer un
concentrado de compuestos fendlicos, teniendo en cuenta que la relacion de solventes
organicos infiere en la ultracongelacion y sublimacion, obteniéndose un extracto

concentrado en forma de polvo.

52



3.2 Correlacion del contenido de compuestos fendlicos totales y azucares

reductores.

Luego de haber obtenido el modelo matematico por la curva de calibracion, el valor medido
por andlisis espectrofotométrico serd la absorbancia siendo reemplazado en el modelo
matematico y despejando la variable, encontramos cantidad de compuestos fendlicos
totales y azucares reductores. En la figura 20 se puede apreciar el contenido de compuestos

fendlicos totales y azucares reductores en las almendras de cacao liofilizadas.

Figura 21. Contenido de C.F.Ty A.R.

B Compuestos fendlicos totales
7] Azucares reductores

16. 487

-
[%1]

-
g

-
(%]

-
[=]

Cuantificacion (mg/g muestra)

M1 M2 M2 M4

Muestras

Fuente: Autor

Como se logra apreciar, en la muestra M1 los contenidos de C.F.T y A.R. difieren mucho a
la muestra M4, ya que la muestra M1 es una solucion de agua estéril pura, en cambio en la
muestra M4 es una solucién etandlica pura; dando a entender que en cuanto mas puro sea
el solvente organico se podra obtener mejores resultados acorde a las relaciones de

solventes que se quiera formular.
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3.3 Correlacion del contenido de compuestos fendlicos totales y capacidad

antioxidante.

Luego de haber obtenido el modelo matematico por la curva de calibracion, el valor medido
por analisis espectrofotométrico seré la absorbancia para los compuestos fendlicos totales
y capacidad antioxidante; ambos reemplazados en sus respectivos modelos mateméaticos
y despejando la variable encontramos cantidad de compuestos fendlicos totales y su radical
antioxidante en mg/g muestra. En la figura 21 se puede apreciar el contenido de
compuestos fendlicos totales y su radical antioxidante en las almendras de cacao

liofilizadas.

Figura 22. Correlacion del contenido de C.F.T y actividad antioxidante.
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3 2.140
24 1325

M1 M2 M3 M4

MUESTRAS

CUANTIFICACION (mg/g muestra)

Fuente: Autor

En la figura 21 podemos visualizar que en cuanto mayor sea el contenido de fenoles totales
mayor serd la capacidad antioxidante de las almendras de cacao CCN-51, lograndose

apreciar un cambio significativo entre las muestras M1y M4.
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3.4 Evaluacion de la actividad antimicrobiana en leche cruda

Los resultados obtenidos en los ensayos experimentales referente al analisis microbioldgico
de la leche pura aplicando un control en un indicador sin presencia de polifenoles dando
valores con cifras significativas. En la figura 22 se puede visualizar los resultados, en las
cuales podemos ver que los compuestos fendlicos tienen un efecto inhibidor en su

crecimiento antimicrobiano y esto se debe a su alta capacidad antioxidante en los alimentos.

Figura 23. Actividad antimicrobiana: mohos y levaduras (MyL), aerobios mesdfilos (AE),
E. coli (EC).
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MYL AE EC

Microorganismos

Fuente: Autor
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3.5 Analisis cromatogréaficos de compuestos fendlicos

Los resultados obtenidos mediante CLAE-EM se visualizan en las figuras 23 y 24, valores
dados en 2 muestras polifendlicas, una tratada con agua esteril y otra con etanol. En la
figura 23 podemos observar que en los picos mas altos no solamente se logré detectar
componentes fendlicos, también se determiné presencia de flavonoides, estilbenos, entre
otros; y segun el tiempo de retencion asociados a la figura 24 se obtiene las
concentraciones en espectro m/z de varios componentes con Su respectiva masa y

formulacién quimica.

Figura 24. CLAE-EM de los compuestos fendlicos
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Fuente: Autor

En la figura se logrd identificar acidos fendlicos tales como Acido Galico, Vanilico, etc., pero
también se identifican estilbenos como por ejemplo Resveratrol, alcaloides y flavonoides
como Catequinas y Teobromina. Para un mejor detalle de la identificacion de los
componentes fendlicos, en la tabla 8 se detalla componentes fendlicos, alcaloides y

flavonoides identificados con su respectiva concentracion en ppm y tiempo de retencion.
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Figura 25. Espectro m/z a la concentracion de componentes fendlicos
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En la figura 25 se observa identificacion de componentes a muy bajas concentraciones

dificultando la busqueda, a diferencia del anterior andlisis, aqui se logra visualizar picos

bajos en el cromatograma.

Tabla 9. Identificacion de componentes fendlicos

Nombre Formula Comp. RTr RT ) m/z Delta
mizr
Coman Quimica Orgénico  (min)  (min) (ppm)
Catequina CisHi4Os  Flavonoide 0.75 0.63%° 2959 296.16° 0.08
Epicatequina Cis Hia Os  Flavonoide 3.58 3.63% 270.27 268.17°* 2.26
Quercetina-3-0O- _
L. C24 Ha2e O11 Flavonoide 3.50 3.63% 418 415.08> 0.39
glucésido
Acido gélico C7 HsOs A. Fendlico 3.63 3.63* 169.12 165.14° 13.03
Acido .
. CioHi202 A.Fendlico 4.27 4.25% 133.04 137.04%* 3.84
p-cumarico
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Nombre Formula Comp. RTr RT / m/z Delta
m/zr
Comaun Quimica Orgénico  (min)  (min) (ppm)
Acido Ferulico Cs Hs Og A. Fendlico 10.01 10.17% 193.05 197.01%® 1.82
Prodelphinidina _
B2 CsoH24 O12 Tanino 11.25 11.26° ©595.14 596.18% 1.13
Naringenina Ci5 Hi0 Os Flavonoide 11.20 11.26% 273.06 268.13°% 1.13
Acido .
o Ci11 Hi2 Oy A. Fendlico 11.24 11.26% 191.05 193.04% 4,28
Clorogénico
Prodelphinidina _
co C30 H24 O11 Tanino 11.95 11.97%° 459.05 460.08%° 0.50
Rutina C20 H21 O11 Flavonoide 11.90 11.97%0 480.12 482.22%0 0.05
Acido Vanilico CsHgO., A. Fendlico 14.30 14.33%% 173.03 171.02%% 11.34
Procianidina C1  C4z Hzs O2o Tanino 14.40 14.35%2 698.30 696.04%2 6.76
Procianidina B2  Cug H24 O10 Tanino 15.25 15.20% 558.18 557.13%3 0.55
Acido Caféico CoH1» 06 A. Fendlico 15.30 15.20% 177.01 178.06% 0.19
Resveratrol C14 Hi2 O3 Estilbenos 17.03 17.01%® 170.01 168.01% 10.89
Fenil
Eugenol CsHio O3 17.11 17.20% 164.21 162.99% 9.15
propano.
Acido Salicilico C7Hs O3 A. Fendlico 17.80 17.92%° 138.04 137.01%° 0.49
Luteolina Ci»HisOs Flavonoide 17.99 17.9257 256.10 255.08%7 1.19
Acido elagico C19H1 O, A. Fendlico 18.45 18.32% 302.24 300.30% 5.37
Acido 3- B
C7He O4 A. Fendlico 20.10 20.02%° 137.05 136.99%° 19.85

Hidroxibenzoico

Fuente: Autor.
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Figura 26. CLAE-EM analizados de las almendras de cacao en una disolucion esteril.
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Fuente: Autor

Finalmente, se obtuvo resultados de diversos componentes, entre estos la presencia de
flavonoides que poseen un anillo fenil, que actdan con propiedades antimicrobianas; por
ejemplo el acido galico actla especialmente en bacterias gram-positivas (aerobios
mesdofilos) al igual que el acido clorogénico que es muy eficaz inhibiendo el crecimiento
microbiano; con la ayuda del eugenol que actiia en microorganismos de amplia gama, entre
estos las bacterias y hongos, y principalmente de proantocianidinas que tienen altas

propiedades significativas a nivel bacteriano, en especial de Echerichia Coli,
Todo es gracias a la alta capacidad antioxidante e inclusiébn de componente fenolicos que

son importantes para la inhibicion de microorganismos en alimentos permitiendo ser

conservados.
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CAPITULO 4

CONCLUSIONES

Mediante extraccidn mecanica se obtuvo el sustrato acuoso de las almendras de cacao,
para posterior al proceso de liofilizacion, concentrar el material soluble (polifenoles
totales), el cual se cuantifico utilizando el método de Folin Ciocalteu, obteniendo valores

en el mayor de los casos una cantidad de 16.487mg/g muestra.

El andlisis cromatografico CLAE-EM de los extractos liofilizados de cacao nos indican
gque existen varios componentes con propiedad antimicrobiana como piperina de
157.22ppm, triptamina de 13.03ppm, nicotina de 11.34ppm, acido benzoico de
19.85ppm, entre otros.

Se evalud la actividad antimicrobiana en leche cruda, observando que a menor
concentracion del 3% se favorece el crecimiento microbiano en un 10%, a diferencia
de las concentraciones del 5% y 7%, donde se obtuvo un efecto inhibidor que disminuy6
la actividad microbiana alrededor de un 25% y 50% en UFC.
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CAPITULO 5

RECOMENDACIONES

Calibrar los equipos a utilizar de forma correcta ya que permite tener valores mas

precisos.

Etiquetar las muestras a analizar con los mas mininos detalles: fecha, tiempo de

analisis, temperatura, etc.

Tener un protocolo claro y detallado para cada disefio experimental a efectuar.

Elegir métodos y técnicas adecuadas o acordes al proyecto de investigacion
garantizando consistencia y validez en la obtencion de resultados.

Cumplir con todas las normas de seguridad implementadas en los laboratorios de

investigacion de la universidad siguiendo los protocolos de manipulacién, manejo y

almacenamiento de muestras, reactivos, materiales y equipos.
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ANEXOS

Anexo A. Preparacion de la muestra

Anexo B. Separacion de las almendras de cacao de las cascarillas
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Anexo C. Extraccion de aceites grasos de las almendras

Anexo D. Preparacion de las muestras para ultracongelacion
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Anexo E. Liofilizacién de las muestras
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Anexo F. Cacao en polvo liofilizado

Inicia  Insetar  Discfodepégina  Férmulss  Datos  Revisar  Vista @ ;Oué desea hacer? Leyner Alexander Vilegas Velez [
P32 =4 F
A B c D E F G H J K
3 200 0.629 200 62.900 400000 ¥ = 0.3354x — 1.1833
4 200 0,647 200 64.700 RY = 0.9956
5 200 0.635 200 63.500 90000
5 400 1363 400 136300 390 000
7 400 1.388 400 138.800
8 400 1372 400 137200  250-000
9 600 2.010 600 201.000
10 600 2044 600 204400  0%°
11 600 2.026 600 202,600 150.000
12 800 2522 800 252 200
13 800 2666 800 266.600 100000
14 800 2534 800 253400 50.000
15 1000 3.400 1000 340.000
1 1000 3391 1000 339.100 0000 0 200 400 600 800 1000 1200
17, 1000 3383 1000 338.300
18
fenolas
" Muetras  Masa(glen10mL  Absorbancia S6inh Y=0.33534X+1.133 ;:L:‘fide D TW:::':mn s
20 Control o
21 1 2 2074 207 400 614.838 1637 5.380
22 1 2 2142 214200 635.112 1588 5557 5498 0029
23 1 2 2142 214.200 635.112 1688 5.557
24 2 2 2.142 214.200 635.112 1.588 3.969
25 2 2 2.142 214.200 635.112 1.588 3.969 3.859 0.077
26 2 2 1.964 196.400 582.041 1.455 3.638
27 3 2 2.223 222300 659.263 1.648 8.241
28 3 2 2.225 222500 659.859 1.650 8.248 8.243 0.001
29 3 2 2.223 222300 659.263 1.648 8.241
30 4 2 0.413 41.300 119.609 0.299 1.495
3 4 2 0.380 38.000 109.770 0.274 1.372 1.334 0.037
32 4 2 0.316 31.600 90.668 0.227 1.134

Anexo G. Célculos preliminares en Excel para la cuantificacion de polifenoles
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Inicio Insertar
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A B c
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14| 800 0.81 500
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13
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-000
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E
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-000
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564889 2824 2.824 2799 0.022
558135 271 2791

446,563 2233 11.164

437 411 2187 10.935 10.830 0.079
415 669 2078 10392

Leyner Alexander Villegas Velez

Anexo H. Célculos preliminares en Excel para la cuantificacion de azucares reductores

Inicio Insertar
R25 - A
A B c

Conc. mg/mL Absorbancia Conc. mg/mb

1| TROLOX TROLOX
2 1014
3 0.027 0.905 0.027
4 0.027 0.891 0.027
5 0.027 0.82 0.027
6 0.077 0711 0.077
7 0.077 0639 0.077
8 0.077 0714 0.077
9 0.127 0.453 0.427
10| 01z 0.44 0127
11 0127 0.503 0127
12| oan 0.246 0477
13| o0am 0.215 0477
14 0177 0.202 0177
15 0.227 0.059 0227
16| 027 0.04 0.227
17| o 0038 0.227
Muetras  Masalglen Absorbanci
18 L a
19| conl 1222
20 1 025 0785
21 1 0.25 0.765
22 1 0.25 0177
23 2 0.35 0.788
24 2 0.25 0.783
25 2 025 0771
26 3 0.25 0.797
27 3 025 0756
28 3 0.25 0.742
29 4 0.25 055
20 4 025 0533
3 4 0.25 0.519

Disefio de pagina

1075
1213
1223
29.88
3107
2959
55.33
56.61
50.3%
75.74

788
£0.08
94.18
96.06
96.25

*Inh

35761
37.398
36.416
35434
35.925
36.907
34779
38134
39.280
54.992
56.383
57.528

Férmulas  Datos  Revisar  Vists desea hacer?
£ F c H I J K L M N
% Inh
120
100
n 80
B
K}
60
o
3
a0
20
0
I3 0.05 0.1 0.15 0.2 0.2
Titule del sje
Modia
y=431.23x- malg de
08265  muesta FO  TEACmalg s
muestra
0.8265 43123
008484 0848 2970
008854 0885 3102 3032 0.067
0.08636 0.864 3.023
008409 0.841 2102
008522 0852 2131 2140 0.023
0.08750 0875 21288
008257 0.826 4128
009035 0903 4517 2432 0271
009300 0930 4650
0.12044 1204 1.204
013267 1327 1327 1325 0.029
013532 1353 13853
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Anexo |. Calculos preliminares para la determinacion de la capacidad antioxidante por

DPPH
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Inicio  Insertar  Disefio depagina  Férmulas  Datos  Revisar  Vista @ Leyner Alexander Villegas Velez
A122 - fe
A B ¢ D E F G H I J K L M NOPQRSTUV w X Y Z A AB AC AD AE AF AG A
1 DATOS DATOS DATOS
2 AGAR 8gr agar/100ml agua esteril AGAR 8gr agar/100ml agua esteril POLIFENOL 1= 3%, M2=5%, M3=7%; 0.5ml
3 | POLIFENOL M1= 1%, M2=2%, M3=3%; 0.5ml POLIFENOL | M1= 1%, M2=2%, M3=3% 0.5ml LECHE 0.5ml
4 LECHE 1mil LECHE 0.5ml SACHAR. CER, Oml
5 |SACHAR. CER|| oml SACHAR. CER| 1gr S.C/1000ml agua esteril; 1ml E. COLI 1m E.Coli/1000ml s0l:0.1%
6 ’
7
MUESTRA T T2 T3 T T2| T3 UESTRA T T2 T3 |T1|T2|T3
8 MUESTRA Tl | T2 | T3
9 17101410 7 |12 3|2]0]4([4]12 M1 240(192]136
10 M 14]10] 8 114N 5tj4s ) M 111010 41120 181847 M2 75 | 63 | 46
11 19 10|10 |22 |22 |28 1218 | 8 [20[26 |18 M3 91 | 65 | 42
M2 M2
12 1215|123 |14 7 |10 %6967 1020 13[18[14 |10 50|59 68 CONTROY 85
13 31231441819 | 14 15(45|25(28 (39 |24
14 M3 47 | 291263118 | 13 130]119) &4 M3 323261572411 124171] %8
15 7144|6858 13130]23123[40)27
CONTROL CONTROL
16 S| 791748 el e 18|16 26|17 [17]22 77|89 108
17
18 MUESTRA Tl | T2 | T3 MUESTRA TI [ T2| T3
19 M1 76 | 54 |65 M1 11]27]30
20 M2 70 | 87 | 96 m2 306459
21 M3 110]184( 76 M3 137]155/119
22 ':ONTROL 15134 | 24 CONTROL 73 101|105
Anexo J.- Calculos preliminares para la determinacion de la capacidad antimicrobiana
Thermo Xcalibur Qual Browser - [M3cacao.raw] - g
ile Edit View Display Grid Actions Tools Window Help REE
8 8 BEY X3 ¢8B~wixas HEEE & Lo 0
20 o ISR
C:\Users\owner\Documents\hpic\M3cacao 16/05/24 08:32:18
2 DB o Hihe
Elemental composttion RT: 0.00 - 21.00
Single mass 052 L
B.80E4
Mass: 100 v 80600 Total Scan
PDA
Max.resutts |10 5  Caleulate 50008 3.56 10.09 M}Dﬁm
tdx| _ Formula | RDB] Deita ppm| A Eite
1 |H4Os 0| 2393 L 230
2 [COzNs 40| -15768 & 30000
3 |CaH20aN 35 -29.195 20000 Dan
4 [Calz 8.0 -55.996 10.88
BE 30| sea3s 10000
6 [C203N2 40 96.566 G 0.96 1.54 228 439 516 585612 722 836
f T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T J
7 |ONe 40| 28102 0 1 2 2 4 5 & 7 s s 1 1 12 13 14 5 18 7 18 19 20 21
v Time (min)
File... List M3cacsc #2894 RT: 0.88 AV: 1 SB: 20.00,0.14 NL: 210E2 micoAU =
Limits 447.00 488.00
Charge: |1 5 200:
Nitrogen-Rule: | Do not use ¥
Masstolerance [14000 | [ppm v b 2400
RDB equiv: [-1.0-1000 B 218.00 432,00 43700
Elements in use 8
isotope | Min | Max| DBeq.| Mass
14N o [ 10] o5 14.003 %0, 209.00
160 | 0 | 15 | 00 15.995 326,00 B
12¢ | 0 | 30 [ 10 | 12000 350.0 o
L A A e e e LI I
00 310 320 330 340 350 R 400 410 420 430 40 50 40 470 ) 500
wavelength (nm)

Anexo K.- Cromatograma obtenido del andlisis de las almendras
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Anexo L.- Identificacion de componente organicos por CLAE-EM

Nombre Comun Comp. Orgéanico Composition RT m/z  Intensity Relative ppm
Acido glicélico Acido Organico CszHO~- 0.63 148.97 17826.7 26.76 1.75
Nonadecano Alcano C19Huao 0.63 268.31 11651.1 17.49 5.64
Trifenilmetano Hid Aromético C23H 2 0.63 296.16 22966.1 34.47 0.08
Insulina Proteina C2H3901Ng 0.63 705.27 21507.9 32.28 4.55
Biotina Vitamina Ci1sH2106Ns 0.63 381.15 48080.8 72.17 0.38
Trifluoroacetaldehido Aldehido C3sHO 3 0.93 244,94 24759.2 77.85 4.59
Adenina Base Nitrogenada C11H103Ns5 0.93 268.14 22015.2 69.23 0.44
Doxiciclina Antibiotico CwwH3:0OgN> 3.41 415.21 25290.7 3.10 0.43
Purina Base Nitrogenada CoHsNs 3.41 183.05 12767.9 1.56 2.05
Codeina Alcaloide CiH»ON 3.63 268.17 18253.0 1.43 2.26
Triptamina Alcaloide CwoHi7 N> 3.63 165.14 10168.7 0.80 13.03
Galato de Propilo Ester Fendlico CuHi1is07 3.63 415.08 44190.9 3.45 0.39
Glutation Péptido CsHoO4Ns 3.63 203.07 12907.9 1.01 2.96
Vitamina B12 Vitamina Ci7H16O07Ns 3.63 416.11 11411.7 0.89 0.04
Heptadecano Alcano CiHa 425 235.24 3607.5 6.75 10.28
Benzocaina Ester C16H1702N2 4.25 269.13 5345.7 10.00 4.40
Fenilhidrazina Fenoles C6H502N2 425 137.04 57421 10.74 3.84
Catequina Fenoles C8H506 10.17 197.01 14617.4 1.17 1.82




Nombre Comun Compuesto Organico Composition RT m/z Intensity Relative  ppm
Avenanthramida Alcaloide C19H30 15N> 11.26 596.18 14624.1 27.87 1.13
Caffeina Alcaloide CprH104N3 11.26 268.13 5843.7 11.14 1.13
Morfina Alcaloide C2H37OsNs 11.26 597.27 42415 8.08 0.89
Acetaminofen Compuesto fendlico CsHO:sN> 11.26 180.99 4739.7 9.03 10.59
Nitrofenol Compuesto fendlico C12H50N 11.26 193.04 4075.1 7.77 4.28
Steviosida Glucésido Ci17H3:1 ON 11.26 265.24 5340.5 10.18 0.25
Ergometrina Alcaloide CoH13015N7 11.97 459.05 41307.2 100.00 0.61
Quinina Alcaloide C1u1H18015N5s 11.97 460.08 9698.8 23.48 0.50
Taxol Alcaloide C2H203Ns5 11.97 482.22 4348.2 10.53 0.05
Cefalexina Antibiotico C7H1 07Ny 11.97 268.10 5715.9 13.84 0.68
Nicotina Alcaloide CiwH1903N3 12.61 301.14 2329.3 7.61 1.81
Adrenalina Amida CeHO3N3 12.61 163.00 5203.9 16.99 3.42
Erythromycin Antibidtico CxsHeO7N 13.04 435.04 8554.5 16.93 0.49
Rifampicina Antibittico C2xH1007N 13.04 412.05 50537.7 100.00 0.27
Acido félico Compuesto fendlico C13H709 13.04 307.01 397284 78.61 2.07
Erythromycin A Antibittico CaxsH17015N 10 1428 697.09 230134 26.54 0.76
Gentamicina Antibiético C3H12012N>7 14.28 661.05 7625.4 8.79 5.26
Penicilina Antibiético CxsH4015N 10 1428 695.99 86718.9 100.00 8.45
Paclitaxel Anticancerigeno C3H42 010N 10 1428 702.31 4597.4 5.30 3.12
Ranitidina Antihistaminico Ci17H306N2 14.28 331.00 17047.9 19.66 0.10
Chloroquinina Antimalérico CxHsO15Ns 1428 677.99 6102.8 7.04 0.21
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Nombre Comun Compuesto Organico Composition RT m/z Intensity Relative  ppm
Coenzima Q10 Antioxidante C30oHe O 1s 14.28 660.39  7750.9 8.94 2.63
Nicotina Alcaloide CogH30:2N> 1433 171.02 4495.9 6.54 11.34
Mepivacaina Anestésico local C2H7014N7 14.33 677.01 4499.7 6.55 1.85
Cyclophosphamide Anticancerigeno C2HeO7N 1o 14.33 660.60 8492.7 12.36 208.00
Vincristina Anticancerigeno CxHs5 011Ny 14.33 661.36 5732.7 8.34 0.14
Rituximab Anticuerpo monoclonal CsH2» O 15N~ 1433 696.12 68737.6 100.00 6.73
Testosterona Hormona esteroidea CxH302N5s 14.33 379.29 4501.8 6.55 0.92
Azathioprina Inmunosupresor Ci17H190O5N> 14.33 331.13 8225.0 11.97 0.82
Ropinirol Agonis. Dopaminérgico Ci1isHoN4 14.35 245.08 3823.5 9.00 0.67
Nadifloxacin Antibiotico CuuH206N 1435 268.18 5254.4 12.37 1.07
Rapamicina Antibidtico C>HO6sN? 14.35 14898 20161.9 47.47 3.47
Cimetidina Antihistaminico C2Hs012N 1435 234.98 2974.1 7.00 1.54
Acido drico Compuesto fendlico CaH12015N6 1435 696.04 42469.1 100.00 6.76
Rutin Flavonoide C27H42 012N 1435 698.30 5527.5 13.02 0.31
Anandamida Neurotransmisor CsHO4Ny4 14.35 169.00 4462.6 10.51 1.48
Daunorrubicina Anticancerigeno C2Hs59010N 10 14.73 695.49 5802.4 10.74 75.60
Doxorrubicina Anticancerigeno CosHaus 14.73 301.10 3169.5 5.87 0.06
Etopdsido Anticancerigeno CaoH23015N4 14.73 679.12 9594.4 17.76 6.61
Idarubicina Anticancerigeno CxHss09Ng 1473 677.48 3961.0 7.33 57.43
Mitomicina C Anticancerigeno C2wHeOoNy 1473 678.47 11529.8 21.34 27.55
Taxotere Anticancerigeno C2H2015N 10 14.73 696.17 54020.8 100.00 1.26
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Nombre Comun Compuesto Organico Composition RT m/z Intensity Relative  ppm
Rituximab Anticuerpo monoclonal CsgH 2 O 4N 14.73 268.19 5895.3 10.91 0.26
Hidroxicloroquina  Antimalérico C7H1303Ns5s 1473 215.10 7364.1 13.63 0.91
Acetilcolina Neurotransmisor C3Hs709N 1o 14.73 701.53 5879.7 10.88 139.34
Tetraciclina Antibiotico CaoH2015N4 14.81 678.11 9341.0 11.99 4.03
Doxorrubicina Anticancerigeno CaH20012No 14.81 698.13 6999.7 8.99 3.97
Paclitaxel Anticancerigeno C2H2013Ns 1481 697.19 26663.5 34.24 4.58
Vincristina Anticancerigeno CxsH2015N7 14.81 696.12 77883.1 100.00 3.04
Difenhidramina Antihistaminico CaH012N7 1481 702.37 3919.6 5.03 5.61
Anisina Compuesto fendlico CoH2x04Ns5s 14.81 268.20 5973.7 7.67 0.14
Cyclosporina Inmunosupresor C3H4013N o 14.81 712.00 6719.0 8.63 12.49
Dihydrocodeina Alcaloide CaxsH23012N3 15.2 557.13  12198.7 27.09 0.55
Adrenalina Amida CzH20n1 15.2 556.10 45023.9 100.00 0.15
Ciprofloxacino Antibidtico Ci1sH4s 010N 15.2 561.33 9917.1 22.03 0.47
Imipramina Antidepresivo CpHuO 15.2 171.08 5482.6 12.18 0.37
Retinol Compuesto fendlico CoH1206 152  216.06 4198.5 9.32 0.19
Estradiol Esteroide C2H2013N 15.2 558.12 3796.1 8.43 0.53
Estrona Esteroide C2H4u O N 152 562.31 3088.0 6.86 0.24
Testosterona Hormona esteroidea CxsHaN 15.2  360.27 3421.9 7.60 0.87
Retinoide Vitamina A CprH703N3 15.2 241.05 4060.9 9.02 0.99
Naltrexona Alcaloide C1uH204N 17.01 27420 47890.8 100.00 1.15
Cefalexina Antibidtico Co2H1i505N7 17.01 217.11 2300.5 4.80 0.27
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Nombre Comun Compuesto Organico Composition RT m/z Intensity Relative  ppm
Gentamicina Antibiotico CsH130gNg 17.01 313.09 4146.8 8.66 0.48
Cafestol Compuesto fendlico CsHOgN 17.01 194.97 2336.5 4.88 10.89
Epinefrina Hormona esteroidea CisH37ON3s 17.01 27529 10027.8 20.94 0.03
Polidextrosa Polimero CsHi10sgN> 17.01 268.09 5634.7 11.77 0.12
Limoneno Terpeno CuizsHis 17.01 171.12 5545.7 11.58 3.35
Morfina Alcaloide CisH1i7ON2 17.07 241.13 3958.3 12.03 3.69
Piperina Alcaloide CsH17Ns 17.07 135.17 3379.2 10.27 157.22
Cefaclor Antibiotico C3HoOsgNy4 17.07 229.04 2888.0 8.78 2.46
Citalopram Antidepresivo CisHas N4 17.07 27432 32910.6 100.00 30.31
Norepinefrina Hormona esteroidea C1zsH3ON> 17.07 230.24 8712.8 26.47 6.34
Cyclosporina Inmunosupresor CpH»2N7y 17.07 269.23 3768.5 11.45 0.77
Mirtazapina Antidepresivo C1sH3106N3 17.2  385.22 3818.1 7.94 0.55
Nicardipina Antihipertensivo C13HgO:2N> 17.2  224.06 27735 5.77 2.45
Nimodipina Antihipertensivo CsH2010N3 17.2  251.97 3449.7 7.18 2.46
Loratadina Antihistaminico CisH2 0> 17.2  241.22 3485.1 7.25 13.71
Indometacina Antiinflamatorio C20H4303N 17.2 345.32 8654.6 18.01 1.55
Acido salicilico Compuesto fendlico C7HO4N 17.2  162.99 3394.1 7.06 9.15
Eugenol Compuesto fendlico C1wH3xO 172  274.23 4134.7 8.60 5.93
Acido caféico Compuesto fendlico CsHs0+7N 17.92 167.01 3076.6 6.53 0.49
Quercetina Flavonoide Ci2H9O2N5s 1792 255.08 13697.9 29.07 1.19
Testosterona Hormona esteroidea C2H3 03N 1792 333.23 3991.7 8.47 2.05
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Nombre Comun Compuesto Organico Composition RT m/z Intensity Relative  ppm
Dextrano Polimero CisH3ONg 17.92 316.29 11613.9 24.65 0.33
Acido galico Compuesto fendlico CsH30 12 18.28 266.96 3239.7 5.19 2.90
Colesterol Esteroide CiwHawN 18.28 282.32 4478.8 7.17 15.87
Estrona Esteroide C1H4O2N 18.28 302.31 6906.5 11.06 14.65
Estriol Hormona esteroidea Ci17H3 02N> 18.28 300.28 4668.1 7.47 3.15
Progesterona Hormona esteroidea CisH3O3N3s 18.28 318.28 62467.9 100.00 0.95
Serotonina Neurotransmisor CisHa N7 18.28 319.41 16299.5 26.09 198.74
Codeina Alcaloide C1H3ONy 18.29 271.25 3435.7 3.56 0.33
Morphine Alcaloide CuHzNs 18.29 268.25 9827.4 10.19 0.68
Nicotine Alcaloide CuHx02Ny4 18.29 282.21 4971.8 5.15 0.07
Buprenorfina Analgésico CisH204N> 18.29 300.2 5808 6.02 1.07
Ketamina Anestésico Ci1sH3ON: 18.29 299.31 3258.3 3.38 2.46
Imipramina Antidepresivo C1oH1304N4 18.29 253.09 4148.4 4.3 1.48
Clorpromazina Antipsicético Ci7H42 N4 18.29 302.37 9241.5 9.58 84.56
Pentazocina Analgesico CisHaNs 18.32  318.36 89165 100 45.47
Acido elagico Compuesto fendlico CioH4 O 18.32 300.3 8120.2 9.11 5.37
Resveratrol Compuesto fendlico CeHs04N3 18.32 183.03 14074.4 15.78 1.21
Cyclosporina Inmunosupresor C7Hx»02Ng 18.32 267.21 3920.1 4.4 1.88
Tacrolimus Inmunosupresor C1oH2ON 1o 18.32  302.23 8938.1 10.02 0.67
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Nombre Comun Compuesto Orgénico Composition RT m/z  Intensity Relative ppm
Tetracyclina Antibiético CsH19OsNg 18.33 271.15 5385.9 6.15 1.3
Itraconazol Antifingico CegH2 04N~ 18.33 282.19 6356.3 7.26 1.79
Miconazol Antifingico CsH19O4Ny4 18.33 235.14 6324 7.23 2.05
Clorpromazina Antipsicético Ci7H4 N4 18.33 302.35 6958.6 7.95 16.74
Testosterona Hormona esteroidea CiwsH4Ns 18.33 318.38 87504 100 109.11
Diazepam Ansiolitico Ci12H21Ns 18.34 235.18 5480.9 8.72 2.69
Clotrimazol Antifangico CsH205N4 18.34 253.15 3386.3 5.39 2.49
Verapamilo Antihipertensivo C12H1©Os5N> 18.34 268.11 8007.9 12.75 2.29
Acido caféico Compuesto fendlico Ci1zHs503 18.34 289 2978.5 4.74 0.11
Acido ferdlico Compuesto fendlico C1aH1304 18.34 245.08 2980.5 4.74 1.89
Colesterol Esteroide C1H3O 18.34 28229 3744.4 5.96 6.92
Estrona Esteroide C1sH42ON> 18.34 302.33 5521.2 8.79 251
Ceftriaxona Antibiotico CgH1O7N3 18.67 268.11 15308.8 43.85 2.26
Tetracyclina Antibiotico C2Hz:08Ns 18.67 267.01 34914.5 100 0
Doxorubicina Anticancerigeno C2H13035Ns 18.67 249.08 5939.6 17.01 2.5
Resveratrol Compuesto fendlico C1.8H120 10 18.67 388.04 4920.4 14.09 0.58
Cefuroxima Antibiético CsH1704Ns 20.02 223.13 5733.0 17.37 2.11
Metronidazol Antibiotico CsH19ONg 20.02 209.17 3512.3 10.64 0.62
Paclitaxel Anticancerigeno CiwH40O1N4 20.02 520.30 41775 12.66 0.86
Imipramina Antidepresivo CiwoH207N 20.02 268.14 16564.3 50.19 1.78
Propranolol Antihipertensivo CsH100O3N~ 20.02 204.08 4708.7 14.27 1.82
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Nombre Comun Compuesto Orgénico Composition RT m/z  Intensity Relative ppm
Risperidona Antipsicético C10H1504N5s 20.02 269.11 4571.2 13.85 0.42
Acido benzoico Compuesto fendlico CeHO. 20.02 136.99 3694.5 11.19 19.85
Acido elagico Compuesto fendlico Ci1zH2705 20.02 279.18 33001.7 100.00 0.73
Acido galico Compuesto fendlico CsHsO4N3 20.02 171.03 3593.7 10.89 0.76
Ciclosporina Inmunosupresor CaoHe O33Ny 20.02 594.48 3678.5 11.15 0.65
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Anexo M.- Uso del software Xcalibur para la lectura de cromatograma
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Anexo N.- Evaluacién microbiolégica de la leche cruda con los polifenoles obtenidos en laminas petrifilm
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Anexo P.- Preparacion de muestras y reactivos para los ensayos microbiol6gicos
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Anexo Q.- Resultados de cultivos en mohos y levaduras
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Anexo R.- Resultados obtenidos en laminas petrifilm entre MYL, AE y E.coli
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Anexo S.- Uso del Software Origin para realizacion de curvas de calibracion,
desviacion estandar, cuantificacién, y correlacion.
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