Universidad Nacional José Faustino Sanchez Carrion

Facultad de Ingenieria Agraria, Industrias Alimentarias y Ambiental

Escuela Profesional de Ingenieria en Industrias Alimentarias

TESIS

Determinacién de Capacidad Antioxidante y Fenoles Totales en
Semillas de Vitis vinifera L. “Vid”, del Valle de Carete

PARA OPTAR EL TITULO PROFESIONAL DE

INGENIERO EN INDUSTRIAS ALIMENTARIAS

PRESENTADO POR:

BACH. CONTRERAS ORELLANA, DEISY ELIZZETH

ASESOR:
ING. RICARDO ANIBAL, ALOR SOLORZANO

HUACHO - 2019



Universidad Nacional José Faustino Sanchez Carrion

Facultad de Ingenieria Agraria, Industrias Alimentarias y Ambiental

Escuela Profesional de Ingenieria en Industrias Alimentarias

TESIS

Determinacién de Capacidad Antioxidante y Fenoles Totales en

Semillas de Vitis vinifera L. “Vid”, del Valle de Cafete

Ing. Edwin Antonio Macavilca Ticlayauri Ing. Luis Miguel Chavez Barbery
PRESIDENTE SERETARIO
Ing. Sarela Carmela Alfaro Cruz Ing. Ricardo Anibal Alor Solérzano
VOCAL ASESOR

HUACHO - 2019



DEDICATORIA

A Dios por darme la oportunidad de vivir y
por estar conmigo en cada paso que doy,
por fortalecer mi corazén e iluminar mi
mente y por haber puesto en mi camino a
aquellas personas que han sido mi soporte
y compafiia durante el periodo de estudio

pudiéndola terminar satisfactoriamente

A mis padres por ser el pilar fundamental
en todo lo que soy, en toda mi educacion,
tanto académica como en la vida, por su
incondicional apoyo perfectamente

mantenido a través del tiempo.

A mis hermanos por las palabras de
motivacion y apoyo moral para no

rendirme y seguir con mis objetivos.



AGRADECIMIENTO

En primera instancia agradezco a mis
formadores, personas de gran sabiduria
quienes se han esforzado por ayudarme a
llegar al punto donde me encuentro sencillo
no ha sido el proceso, pero gracias a las
ganas de transmitirme sus conocimientos y
dedicacién que los ha regido, he logrado
importantes objetivos como culminar el
desarrollo de mi tesis con éxito y obtener una

afable titulacion profesional.

Al Ing°. Edwin Macavilca T. Coordinador
del proyecto de Investigacion; “Formulacion
de bebidas funcionales con capacidad
antioxidante a base de frutas y verduras”, que
esta instalado en el laboratorio de procesos e
ingenieria de alimentos de la UNJFSC, por
su orientacién, apoyo y las facilidades dadas
en el wuso de la infraestructura vy
equipamiento, el cual permitio la realizacion

de esta tesis.

Al Ing. Ricardo Alor S., por su aceptacion
a ser asesor de esta tesis.

Al Jurado Evaluador por sus sugerencias,
que de esta manera han permitido mejorar

la presente investigacion.



INDICE
DEDICATORIA ...t an s sssn s snssnees iii
INDICE ...ttt v
INDICE DE TABLAS ...ttt ettt sas s s sanan s viii
INDICE DE FIGURAS ...ttt s s s iX
INTRODUGCCION ....coociviiiecieietcie et Xii

CAPITULO I:PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. Descripcion de la realidad problematiCa............ccvevveiieiieieiic e 13
1.2. Problemas de 1a INVESLIQACION ........ccveiiiieiieicie et enes 13
1.2.1. Problema GENETAL ...ttt 13
1.2.2. Problemas ESPECITICOS. ........c.ciiiiicciiise e 13
1.3. Objetivos de a INVESLIGACION...........coveiiiiiicice e 14
1.3.1. ODJEtIVOS GENEIAL ..o 14
1.3.2. Objetivos ESPECITICOS .....ccovicviiiiiiccce e 14
1.4. Justificacion de 1a INVESTIGACION .........coviiiiiiieie s 14
1.5. Delimitacion del @StUTIO ........cc.ciiiiiieiiiee s 15
1.6. Viabilidad del STUAIO ........cooviieiiiiecce s 15

CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de 1a INVESEIGACION..........c.coveiiiieie et 16
2.2.1. Antecedentes NACIONAIES .........c.ccviieiiee et e e e enes 16
2.2.2. Antecedentes INterNaCIONAIES ..........cocveiiiiiiiiieee e s 18
2.2. BASES TROTICAS ...vevvevevistesiieieeiie ettt bbbttt b bbbttt b et b e 21
2.2.1. Vitis VINITETA “UVA™ . ..ottt ettt et s te et e be e eresaeenbe 21
2.2.1.1. Clasificacion taXONOMICA. ......cveverieriirieiesiesesieie ettt sbenne s 23
2.2.1.2. COMPOSICION. ...ttt ettt e et se e ebe e s 23
2.2.1.3. PrOUUCCION. ...ttt sttt e e sne st snenne s 25

2.2.1.4.Variedades d8 UVA BN PEIUL .........oe oottt eee e 27



2.3.
2.4.

3.1

3.2.
3.3.

Vi

2.2.1.5. CompUESOS TENOIICOS. .....c.eeciieiiecie et 34
2.2.2. SEMINIAS G UVA. ..o 35
2.2.2.1. Extracto de Semillas de UVa. .........cccooiiiiiiiiiiiicc e 35
F A 0411 001 [ o ] o USRS 35
2.2.2.3. BENETICIOS. ...t 37
2.2.2.8. USDS. ..ottt 39
2.2.2.5. Compuesto fenolicos y antioXidantes. .........ccoveerererinieneneese e 40
2.2.2.6. Extraccion de compuestos fENOIICOS. ........ccveveieierereicsc e 41
2.2.3. ANTIOXIANTES. ...t 42
2.2.3.1. ClASITICACION. ....cuiiieieiee ettt 43
W B A o o Uod o] 4T TSSO 44
2.2.4. POITENOIES. ... e 45
2.2.4.1. ClIASITICACION. ....cveeiitiieiieiestee ettt 46
2.2.4.2. BENETICIOS. ....eivieiieieie et bbbttt 46
2.2.5. Actividad antioXIAaNTE. ..........ccoiiiiiiii e 46
2.2.5. 1. IMBLOUOS. ...ttt bbbttt 47
DefiniCIoNES CONCEPLUAIES ......ccvveeiie ittt re e 50
FOrmulacion de HIPOESIS .........couiiieieciecee st 50
2.4.1. HIPOESIS GENEIAL.........coiiieiiieiiee e 50
2.4.2. HIpOteSIS ESPECITICOS.......cciiiiiciciiiis e 50

CAPITULO Ill: METODOLOGIA

(D T=T (oI [=1 (T (o] (oo o J PSR 51
3.1.1. Tip0 d€ INVESLIGACION ......oviiiicieiiei et 51
3.1.2. Nivel de INVESHIGACION ..........c.ceiiiicicieece e 51
3130 DIHSEIIO .t ettt 51
B LA ENFOQUE ...t 51
PODIACION Y IMIUBSEIA ...ttt 52
Operacionalizacion de Variables e iNdiCAdOresS ...........ccciveveiieiieie e 53



3.4.

3.5.

4.1

4.2

4.3

4.4

5.1.

5.2.

5.3.

6.1.

vii

Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos ............ccoeerereiinineineseee s 53
3.4.1. TECNICAS @ EBMPIAT ......cocvieiiciciciieic et 53
3.4.1.2. Determinacion de Polifenoles Totales. ... 56
3.4.2. DescripCion de iNSFUMENTOS ..........cvcviiiiciieiecceee e 57
Técnicas para el procesamiento de la informacion..........cc.ccooeveveieiene s 57
CAPITULO IV: RESULTADOS
Muestras de SEMIIAS A& UVA .........cooiiiiiiiice e 58
Capacidad antioxidante de 1aS MUESLIAS ..........cccvviiieiiiiiicsie e 59
4.2.1. MELOUO DPPH.....oiiiiiiie it b bbb 59
Contenido de PONITENOIES..........coiiiee s 66
Relacion de la capacidad antioxidante y contenido de polifenoles ..........ccccccoovevveienee. 68
CAPITULO V: DISCUSION, CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
DISCUSION ...tttk b et b bbbttt b bbbt b bt eb e e 71
5.1.1.De la capacidad antioXidante ............ccccovrviiereeiiiieciiee e 71
5.1.2.Del contenido de fenoles totales............ccciiiiiiiiiiiiic e 72
5.1.3.De la relacion de la capacidad antioxidante y contenido de polifenoles .................. 73
CONCIUSTONES. ...ttt b et b bbbt b b n et b b 75
RECOMENUACIONES ...ttt 76
CAPITULO VI: FUENTES DE INFORMACION
Fuentes BIDHOGIATICAS ........c.coveeicce e 77

ANEXOS ettt 87



viii

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Composicion de la uva (Vitis Vinifera) cada 100 g......cccccovevivieiieiiieiie e 24
Tabla 2. Contenido fenOlICO €N GSE .......cc.ooiiiiiieiiec e 36
Tabla 3. Los métodos HAT y ET utilizados para evaluar la actividad antioxidante..................... 49
Tabla 4. Operacionalizacién de las variables e indicadores del estudio.............cccceeevvveiiieeiinnen, 53

Tabla 5. Capacidad antioxidante de semillas de uvas por el método directo DPPH-Quencher.....59
Tabla 6. Capacidad antioxidante de la semilla de uvas por el método de DPPH extractable........ 60

Tabla 7. Calculo del ICI e IC50 en la capacidad antioxidante de la semilla de uvas por el método

de DPPH eXIraCtabIe. .........ooiiiiiieiie sttt 61
Tabla 8. Capacidad antioxidante de las semillas de uvas por el método ABTS+..........cccceevvvenee. 63
Tabla 9. Capacidad antioxidante de las semillas de uvas por el método FRAP ..........ccccccevnrnne. 65
Tabla 10. Contenido de polifenoles totales en las muestras de semilla de uvas.............cccceeveens 66

Tabla 11. Coeficientes de correlacion de los ensayos de capacidad antioxidante y contenido de

polifenoles totales en 7 semillas de UVas...........cccveiiiiiiiii i 69



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Partes de 1a uva VItiS VINITEIa. ......ccveiiiiiiiiie i 22
Figura 2. Produccion de uva por regién, Enero — Abril 2017 —2018.. ......ccccoeeviiiie e, 25
Figura 3. Produccion de Uva, Enero — Abril 2000 — 2018.. ......cooovviiieiiiiieeiieiiee e 26
FIQUIa 4. UVA TTAHIA. ..ottt ee e 29
FIgUra 5. UVa MOSCAEEL ....cc.veiiieiiieiie ettt 29
FIgUra 6. UVa AIDITA. .......ooi et 30
o TN - W U AV o (0] | =] PSPPSR 31
Figura 8. UVa QUEDIANTA .........vieiiiei ettt e e e sse e e e s e e e saeeenaeeannes 31
Figura 9. NEgra CriOa. .......c.uoeiie et b e re et 32
o 0 = O R A T U PRSP 33
FIgura 11, UVa IMOIIAL. .....coovieiiiiicce ettt 33
Figura 12. Localizacion de los principales compuestos fendlicos encontrados en la vid de uva

VLV 10T (=] - WSRO PPPR 34
Figura 13. Clasificacion de antioXidantes............ccuviiveiiieiie i 44

Figura 14. Representacion de las clases de polifenoles, su estructura basica y un compuesto de
L1010 o T PSPPSR 45
Figura 15. Esquema del proceso experimental de la investigacion. ...........c.ccoovvvericiiiiesnennnn, 52
Figura 16. Muestras de las 7 variedades de semillas de uvas procedentes del Valle de Cafiete....58
Figura 17. Comparacion de la capacidad antioxidante por el método DPPH.............ccceeveenneee. 60
Figura 18. Relacion lineal de la capacidad antioxidante por el método DPPH del extracto de
semillas de uvas para la estimacion de 1C50 .........ccouviiiiiiiiiie e 62
Figura 19. Curva estandar del patron Trolox para la capacidad antioxidante método ABTS+. ....63
Figura 20. Capacidad antioxidante de las semillas de uvas expresada en TEAC, Equiv. Trolox..64
Figura 21.Curva estandar patrén de acido galico para la capacidad antioxidante método FRAP. 65
Figura 22. Capacidad antioxidante de las semillas de uvas determinadas por el método FRAP...66
Figura 23.Curva de Calibracion del patron &cido gélico para la cuantificacion del contenido de
polifenoles totales en las SeMillas de UVAS...........ccooiiiiiiiiiiiii e 67
Figura 24. Contenido de Polifenoles totales en las semillas de uvas del Valle Cafiete................. 67
Figura 25. Comportamiento biplot de los ensayos realizados en las semillas de uvas procedentes
el Valle 08 CAMBLE. ......eiieeeeiieeie ettt e e b nnne s 68
Figura 26. Matriz de correlacién de Pearson para los ensayos realizados en las 7 semillas de uvas

procedentes del Valle de Cafel. ......cc.uviiiie it 70



Determinacidn de Capacidad Antioxidante y Fenoles Totales en Semillas de Vitis
Vinifera L. “Vid”, del Valle De Caiiete

Determination of Antioxidant Capacity and Total Phenols in Seeds of Vitis Vinifera L. "Vid",
from the Cariete Valley

Deysi Elizzeth Contreras Orellana, Ricardo Anibal Alor Solorzano

RESUMEN

Objetivo determinar la capacidad antioxidante y el contenido de fenoles totales de las semillas
de uvas (Vitis vinifera) cultivadas y mas representativas del Valle de Cafiete-Lima. Métodos
se emplearon siete variedades de semillas de uvas; Quebranta, Italia, Uvina, Borgofia blanca,
Moscatel, Red globe y Borgofia negra, todas son escogidas y seleccionadas desde el orujo de
las vitivinicolas después del proceso de fermentacion, luego de secarlas y molerlas se realizd
una extraccion de dos fases (Metanol/agua 1/1 v/v pH=2.2 y Acetona/Agua 70/30 v/v) y en
ella se determiné la capacidad antioxidante mediante los métodos DPPH, ABTS+ y FRAP,
también el contenido de polifenoles totales mediante el ensayo de Folin-Ciocalteu, con el
Anélisis de Componentes Principales se visualizé la asociacion y variabilidad de los ensayos y
variedades de uvas, mediante el coeficiente de correlacion de Pearson se establecio la relacion
entre la capacidad antioxidante y el contenido de polifenoles totales, con la prueba de Tukey
se compararon las medias de las mediciones en las variedades. En los Resultados todos los
extractos mostraron actividad inhibitoria en los ensayos, la variedad Quebranta mostro mayor
promedio, aunque no hay diferencia significativa en los promedio de las variedades Italia y
Uvina, la variedad Borgofia negra arrojo el menor promedio, en el método DPPH se probd
directamente sin extraccion tipo Quencher y todas las semillas arrojaron bajas actividades
antioxidante, sin embargo en los extractos se obtuvo 181.08-53.46 uMol DPPH Inhibido/g
semilla, un indice de Capacidad de Inhibicion que va de 207.49 a 86.11 uMol DPPH
secuestrado/g de semilla y un IC50 entre 0.21 a 0.55 mg semilla/mL de extracto, en el ensayo
ABTS+ dio 1292.94 a 660.4 uMol Equiv. Trolox/g de semillas, en la prueba de FRAP se obtuvo
451.19 a 225.01 uMol Equiv. Acido galico/g de semilla y en la cuantificacion de polifenoles
se obtuvo el mismo orden de las semillas Quebranta con mayor promedio y la Borgofia negra
con el minimo, los valores fueron de 97.26 a 63.23 mg Equiv. Acido galico/g de semilla. Se
encontrd una buena correlacion (0=0.05) entre los polifenoles totales y los ensayos FRAP
(r=0.942), DPPH (r=0.919) y ABTS+ (r=0.890). Conclusiones: las semillas de uvas
procedentes del Valle de Cafiete son una fuente natural de compuestos fenolicos y tienen una
excelente actividad antioxidante y estan relacionadas entre ambas determinaciones, asegurando
que los extractos tienen un valor funcional.

Palabras claves: extracto de semillas, uvas, ensayos antioxidantes, compuestos fendlicos.
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ABSTRACT

Objective determine antioxidant capacity and total phenolic content the grape seeds (Vitis
vinifera) grown and most representative of the Carfiete-Lima Valley. In Methods seven
varieties of grape seeds were used; Quebranta, Italia, Uvina, Borgofia blanca, Moscatel, Red
globe and Borgofia negra, all are selected from the grape marc wine after the fermentation
process, after drying and grinding, a two-phase seed extraction was carried out (methanol/water
1/1 viv pH = 2.2 and Acetone/Water 70/30 v/v) and antioxidant capacity was determined by
assays DPPH, ABTS+ and FRAP, also total polyphenol content by Folin-Ciocalteu test, with
Analysis of Principal Components the association and variability of the trials and varieties of
grapes was visualized, by means of the correlation coefficient of Pearson the relation between
the antioxidant capacity and content total polyphenols was established, with Tukey test were
compared the means of measurements in varieties. In the Results all extracts showed inhibitory
activity in assays, Quebranta variety showed higher average, although there is no significant
difference in the average of Italia and uvina varieties, Borgofia negra variety showed lowest
average, in DPPH assay it was tested directly quencher type without extraction and all the seeds
showed low antioxidant activities, however in the extracts 181.08-53.46 uMol DPPH
Inhibited/g seed was obtained, an Inhibition Capacity Index ranging from 207.49 to 86.11 uMol
DPPH sequestered/g seed and IC50 between 0.21 to 0.55 mg seed/mL extract, in the ABTS+
assay gave 1292.94 to 660.4 uMol Equiv. Trolox/g seeds, in the FRAP assay, 451.19 to 225.01
uMol Equiv. Gallic acid/g seed and the quantification of polyphenols the same order Quebranta
seeds with higher average and Borgofia negra with the minimum was obtained, values were
from 97.26 to 63.23 mg Equiv. Gallic acid/g seed. A good correlation (a = 0.05) was found
between total polyphenols and FRAP assay (r = 0.942), DPPH (r = 0.919) and ABTS+ (r =
0.890) assays. Conclusions: The seeds of grapes from the Cariete Valley are a natural source
of phenolic compounds and have an excellent antioxidant activity and are related between both

determinations, ensuring that the extracts have a functional value.

Keywords: extract seeds, grapes, antioxidant assay, phenolic compounds.



xii

INTRODUCCION

Los antioxidantes o la capacidad antioxidante contenida en un producto han tomado mucha
importancia no solo en la elaboracion de alimentos saludables, sino en varias industrias afines.
Dentro de los antioxidantes se pueden encontrar a los polifenoles. Estos se encuentran en las
diferentes partes de la planta y juegan un rol de proteccién contra enfermedades, plagas y
condiciones ambientales adversas. En muchos frutos se ha encontrado mayor poder
antioxidante en su cascara y semillas, mas que en la pulpa comestible, y muchas veces estos
son desechados 0 mal utilizados, uno de estos casos es en la vid o uvas (Vitis Vinifera), estos
frutos son consumidos frescos y empleados en la industria vinicola y es aqui donde se aprecia
que se genera residuos organicos como el orujo. El orujo es un subproducto de la vinificacion
y estd formado por semillas, hollejos y restos de pulpa de la uva, productos ricos en fenoles,
por lo que este subproducto se considera una fuente natural de antioxidantes. Las semillas
tienen el mayor contenido fendlico y pueden ser utilizados como componente principal para
elaborar suplementos nutricionales debido a la actividad antioxidante de sus componentes, los

mas destacados son la vitamina E, los carotenoides, los flavonoides, los polifenoles, entre otros.

Por tanto, en este estudio, se trata de revalorar a la semilla de las uvas procedentes del Valle
de Cariete, con el fin de conocer que variedades contienen mayor capacidad antioxidante y
polifenoles, de este modo incentivar el aprovechamiento de este subproducto de vinificacion,
rica en antioxidantes, las variedades estudiadas fueron la Quebranta, Italia, Uvina, Borgofa
blanca, Moscatel, Red globe y Borgofia negra. El objetivo fue evaluar la capacidad antioxidante
de las semillas por los métodos DPPH, ABTS+ y FRAP a fin de conocer el poder reductor de
cada reactivo frente a los extractos de las semillas, también se analiz6 el contenido de
polifenoles por el ensayo de Folin-Ciocalteu y finalmente se evalud el grado de asociacion o
relaciéon que hay entre el contenido de fenoles y la capacidad antioxidante por cada ensayo
mediante el coeficiente de correlacion de Pearson.
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CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. Descripcion de la realidad problematica

1.2.

La industria vitivinicola es una actividad de importancia econémica en el Valle de
Cafiete-Peru, pero por ser la uva (Vitis Vinifera) la materia prima principal esta genera
residuos organicos que muchas veces es considerada como contaminantes al medio
ambiente, los residuos son compuestos por el orujo, pulpa de uva, semillas, pieles, tallos y
hojas, pero especificamente los residuos del proceso de vinificacion son hollejos formados
por las semillas, la piel y la pulpa del fruto de la vid, los cuales son obtenidos después del
prensado del mosto.

Sin embargo hay un creciente interés en aprovechar estos subproductos de la
fabricacion del vino que si es manejado adecuadamente puede suponer tanto beneficios
econdémicos como medioambientales, hay investigaciones donde reportan que las uvas y
sus semillas contienen importantes vitaminas, minerales, lipidos, proteinas, carbohidratos
y un conjunto complejo de compuestos polifendlicos. Las semillas de uva son uno de los
residuos generados por la industria vinicola, que actualmente es de gran importancia ya
que se emplea como materia prima en la produccion de suplementos nutricionales porque
contiene sustancias con potencial antioxidante. Segin Matthaus (2008), las semillas de uva
contienen polifenoles que presentan propiedades antioxidantes al tener la capacidad de

inactivar a los radicales libres causantes de enfermedades relacionadas al estrés oxidativo.
Por lo tanto, las semillas de uvas cultivadas en el Valle de Cafiete merece una atencion
y estudiar a sus componentes activos extraidos mediante la cuantificacién de los fenoles
totales y medir su capacidad antioxidante, con el fin de revalorar la semilla y posibilitar la
obtencion de sub productos de importancia en la industria alimentaria, farmacéutica,
cosmeética y otros.
Problemas de la Investigacion
1.2.1. Problema General
¢Cudl es la capacidad antioxidante y contenido de fenoles totales en las semillas
de uvas (Vitis vinifera) cultivadas en el valle de Cafete?
1.2.2. Problemas Especificos
= ;Cual es la capacidad antioxidante de los extractos de las semillas de uvas (Vitis

vinifera) cultivadas en el valle de Cafete?
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= ;Cual es el contenido de fenoles totales en los extractos de las semillas de uvas

(Vitis vinifera) cultivadas en el valle de Cafiete?

= ;Cual es la diferencia y la relacién entre la capacidad antioxidante y el contenido
de fenoles totales de las semillas de uvas (Vitis vinifera) cultivadas en el valle
de Cafiete?

1.3. Objetivos de la Investigacion
1.3.1. Objetivos General

Evaluar la capacidad antioxidante y contenido de fenoles totales en las semillas de

uvas (Vitis vinifera) cultivadas en el valle de Cariete.

1.3.2. Objetivos Especificos

= Determinar la capacidad antioxidante de los extractos de las semillas de uvas

(Vitis vinifera) cultivadas en el valle de Cariete.

= Determinar el contenido de fenoles totales de los extractos de las semillas de uvas
(Vitis vinifera) cultivadas en el valle de Cafiete.

= Comparar y correlacionar la capacidad antioxidante y el contenido de fenoles
totales de las semillas de uvas (Vitis vinifera) cultivadas en el valle de Cariete.

1.4. Justificacion de la Investigacion

Los alimentos con alto contenido en polifenoles y antioxidantes han alcanzado gran
interés en la actualidad, las personas buscamos mejorar nuestra salud rapidamente y el
consumo productos que ayuden a mejorarla, ya sea en alimentos preparados, suplementos,
bebidas, tonicos, cremas, etc., lo que buscan es mejorar su salud en vista que cada vez
tienen informacion que estos productos tienen propiedades beneficiosas, que en
concentraciones adecuadas potencian los mecanismos importantes de nuestro organismo
como lo son los antioxidantes y en ello los polifenoles, el sector de la industria alimentaria
busca cada vez mas producir alimentos con mayor poder antioxidante y es necesario
recurrir a afiadir ingredientes naturales ricos en antioxidante, uno de las fuentes mas
notables es los compuestos bioactivos que estan presentes en las semillas de las frutas, que
en muchos de los casos son excedentes como las semillas de la vid que amerita seguir
estudiando su extraccion, calidad y uso.

Debido a que es importante la investigacion de la extraccion y usos de los compuestos
bioactivos obtenidos desde las semillas de la vid y en vista que hay poca informacidn sobre

la utilizacion de los residuos de la vinificacion, la presente investigacion se enfoca en
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evaluar el contenido de polifenoles y la capacidad antioxidante de las semillas de vid que
son cultivadas en el Valle de Cafiete. Justificando que se dara mayor agregado a un

remanente que actualmente no esta siendo aprovechado.
1.5. Delimitacion del estudio

El trabajo de investigacion esta limitado a evaluar las semillas de la vid que se obtienen

después del proceso de fermentacion en las vinicolas del Valle de Cariete.
1.6. Viabilidad del estudio
El estudio es viable porque la materia en estudio estd disponible como un excedente,
son residuos de la industria vinicola que estan ubicadas en el Valle del Rio Cafiete, no

constituyen dificultades en obtenerlas.
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CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la Investigacién
2.2.1. Antecedentes Nacionales

Lezama (2017), en su tesis titulada Determinacion de los compuestos fendlicos
y capacidad antioxidante del aceite de uvas (Vitis vinifera) obtenido con y sin
tratamiento enzimatico, Universidad Nacional Agraria La Molina, Lima, Peru.
Determino los compuestos fendlicos y capacidad antioxidante del aceite de semilla
de uva (Vitis vinifera) variedad “Borgofia”, extraido por prensado hidraulico sin y
con tratamiento enzimatico. A los aceites obtenidos se les analiz6 sus compuestos
fendlicos totales mediante el método Folin & Ciocalteu, donde los aceites sometidos
a tratamiento enzimético obtuvieron valores més altos (148,47-279,19 mg AGE/Kg
de aceite) con respecto al aceite sin tratamiento (127,53 mg AGE/Kg de aceite); para
la identificar y cuantificar compuestos fendlicos, se analizd el aceite tratado
enzimaticamente con el mas alto contenido en fenoles totales, ademas fue el que
obtuvo los valores mas alto de: acido cafeico (0,13 pg/g aceite), acido cindmico (0,17
Mg/g aceite) y hesperitina (0,03 ug/g aceite); comparado al aceite sin tratamiento
enzimatico que solo present6 al acido cafeico (0,12 pg/g aceite) y acido cinamico

(0,11 pg/g aceite).

Respecto a la capacidad antioxidante mediante el método ABTS, el aceite de
semilla de uva que obtuvo el valor méas alto fueron los que se sometieron al
tratamiento con enzimas, logrando valores entre: 1,71-1,81 mmoles TE/Kg y fue
mayor a los obtenidos mediante el método DPPH, a causa de las fases y las
condiciones de anélisis evaluadas mediante los dos métodos donde se obtuvo 0,09-
0,13 mmoles TE/Kg de aceite comparado con los aceites sin tratamiento enzimatico
con 1,59 y 0,05 mmoles TE/Kg de aceite. Los resultados demuestran el efecto
positivo del tratamiento enzimatico, existe relacion entre el incremento del
rendimiento de extraccion y el incremento de compuestos fenolicos, lo cual le
proporciona un valor nutracéutico al aceite de semillas de uvas tratado

enzimaticamente. (Lezama, 2017)

Gomero (2014), en su tesis "evaluacion de la actividad antielastasa y Antioxidante
del fruto de diferentes variedades de Uva ( vitis vinifera)", Universidad Nacional Del

Callao, Lima, Perd. Evalu6 la capacidad antielastasa y antioxidante de tres
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variedades diferentes de uvas con pepa (negra, Italia y Red Globe), la extraccion de
la muestra lo realizo mediante un extracto hidroalcoholico del licuado del fruto
entero y otro sin pepas. La actividad inhibitoria de la enzima elastasa fue realizada
en los tres extractos para medir la capacidad antielastasa, en cuanto a la capacidad
antioxidante empleo el método de FRAP. En su resultados para la determinacion de
la capacidad de inhibicion de la enzima elastasa utilizando 100 microlitros del
extracto correspondiente, se observa esta actividad en las tres variedades de uva
evaluadas pero se destaca lo que se manifiesta en la uva negra y en la uva roja donde
se leen menores concentraciones de p-nitroanilina con respecto a lo que se pudo leer
para la muestra que solo contiene enzima y sustrato (control o sin extracto de uva)
ya sea después de 30 o de 60 minutos de actividad, por lo que llega a la conclusion
de que este fruto entero tiene la propiedad de inhibir la actividad de la enzima

elastasa.

En la determinacion de la capacidad antioxidante de los extractos utilizando
diluciones definidas del extracto metandlico concentrado de las tres variedades de
uva, habiendo tenido la posibilidad de trabajar con fruto entero y con fruto sin pepa,
observamos que la uva negra destaca por su capacidad antioxidante, luego la uva
roja y con menor actividad la uva verde pero sobre todo cuando se trata de fruto
entero a excepcion de lo que se aprecia en la uva roja, sin embargo llegamos a la
conclusion de que los extractos de las tres variedades de uva presentan apreciable
capacidad antioxidante y mejor aun si se trata de los extractos del fruto entero(que
es casi hasta tres veces mayor cuando se trata del fruto entero), lo que nos dice que

en las semillas se encuentra importante cantidad de metabolitos con esta propiedad.

Paiva & Sanchez (2013), realizaron la investigacion: Capacidad antioxidante del
aceite de semilla de uvas “Vitis vinifera”, Distrito de Cascas, La Libertad,
Universidad César Vallejo, PerQ. En la que evaluaron la capacidad antioxidante del
aceite de semilla de uva (Vitis vinifera), variedad Gross Colman, proveniente de la
industria vinicola del Distrito de Cascas — La Libertad. Para lograr su objetivo
emplearon dos métodos de extraccién con prensado hidraulico y con solvente
hexano. Se determiné el potencial antioxidante, mediante el método DPPH, se
evalud el indice de: refraccion, acidez, peroxidos y saponificacion. Los resultados
indican que el porcentaje de inhibicion del aceite de semilla de uva fue de 51.57%,

con un IC50 de 582.37 pug/ mL, en cuanto a los parametros fisicoquimicos se obtuvo
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valores de: indice de refraccion 1,475, indice de acidez 0,84 % de &cido oleico, indice
de perdxido 14,32 meqg/kg e indice de saponificacion 198,3 mg KOH/g de aceite,
para la extraccion con hexano; el aceite obtenido por prensado tiene un porcentaje
de inhibicion de 74,49 % y un IC50 402,85 pg/mL, indice de refraccion 1,4743,
indice de acidez 0,59 %, indice de perdxido 8,42 meqg/kg e indice de saponificacion
187,33 mg KOH/g de aceite. El aceite con la mejor calidad es el extraido por
prensado. Sin embargo el aceite extraido con hexano presento el mas alto
rendimiento con 76,52% mientras que el aceite extraido mediante prendo alcanza un
rendimiento de 56,51%. La capacidad antioxidante del aceite semilla de uva (Vitis
vinifera) es alto, por lo que representa un alimento funcional con un proceso de

elaboracion bastante practico que debe ser desarrollado.

Antecedentes Internacionales

Taco (2017), en su proyecto de graduacion: Evaluacion del efecto antioxidante
del extracto de semillas de uva y estudio de métodos para determinar el
envejecimiento acelerado en vinos tintos, Escuela Agricola Panamericana,
Zamorano, Honduras. Evalud el efecto antioxidante del extracto de semilla de uva
Moscatel en el envejecimiento acelerado de vinos tintos. La extraccion fue realizada
con etanol desde las semillas molidas previamente liofilizadas y este extracto fue
afiadido al vino tinto para luego evaluar su efecto antioxidante y la evolucién de
color. El objetivo de esta investigacion fue evaluar el contenido de fenoles totales
por el método Folin Ciocalteau (33.72 mg acido galico/g semilla) y la capacidad
antioxidante mediante los métodos ABTS y FRAP (46.56 y 35.29 pumol de Trolox
por gramo de semilla, respectivamente). Los resultados obtenidos indican que las
semillas de uva son una fuente natural de antioxidantes y compuestos fenélicos. Asi
mismo, se evalud el efecto de adicionar el extracto de las semillas de uva en
diferentes vinos tintos (tradicional, corto y largo), en la etapa de maceracion. Se
observé diferencias en la evolucion del contenido fendlico entre los vinos con
adicion de extracto de semillas y los tradicionales. El vino de maceracion largo de
dos meses, presento el mayor contenido en fenoles totales (3037.9 mg/L). En cuanto
a la capacidad antioxidante, el vino con adicion de extracto de semillas obtuvo
mejores resultados en el ensayo de FRAP (1094.9, 908.81 y 1182.2 pmol/L). En

dicho método, la incorporacion del extracto de semillas produjo en los vinos un
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significativo incremento de la capacidad antioxidante con respecto al vino

tradicional y corto.

Berradre, Gonzalez, Sulbaran, & Fernandez (2013), en su investigacion
Contenido de polifenoles y actividad antioxidante de extractos de semilla de uva
(Vitis vinifera) variedad Malvasia y Tempranillo, Universidad del Zulia. Maracaibo.
Venezuela. Estudiaron la optimizacion del tiempo de extraccion para la obtencion
de extractos hidrofilicos y determinar el contenido de compuestos polifendlicos y la
actividad antioxidante de semillas de uva de las variedades Malvasia y Tempranillo.
La extraccion sélido-liquido fue desde las muestras desgrasada en un equipo Soxhlet
usando como disolvente una solucion de metanol: agua: &cido acético (90,00: 9,50:
0,50% v/v), se evalud la extraccion en tres tiempos (9, 8 y 7 horas) para alcanzar el
mejor rendimiento. Se extrajo a una temperatura de 65+2°C y con un flujo de 30
gotas del solvente por minuto. El extracto obtenido, se destil6 en un evaporador
rotatorio a 38°C. Después se disolvié 50 mg del extracto en 10 mL de solucién
acetona: agua, este preparado fue empleado tanto para la determinacion de los
contenidos de polifenoles empleando un espectrofotometro y también en la
determinacion de la actividad antioxidante de los extractos que se realizo por el
método ABTS. Los resultados de rendimiento obtenidos en las dos variedades se
encuentran en el rango de 5,07 y 6,02% por cada 100 ¢.100 y el rendimiento del
extracto obtenido con 7 horas presenta diferencia significativa con los rendimientos
de los extractos obtenidos con 8 y 9 horas de extraccion para la variedad
Tempranillo, no exististe diferencias significativas entre estos ultimos. Los
compuestos polifendlicos totales en los extractos de semillas de uva de la variedad
Malvasia y tempranillo fue de 1.534,85 y 1.048,59 mg GAE/100g de muestra
respectivamente. Los resultados de la actividad antioxidante para los dos extractos
fue 56,5£0,02 mmol TEAC/100 g de muestra para la variedad Malvasia y
48,06+0,02 mmol TEAC/100 g de muestra para la variedad Tempranillo. Finalmente
los autores concluyen que para el tiempo de 8 horas se obtuvieron los mejores
rendimientos de extractos de semillas de uva para ambas variedades. El extracto que
presentd mayor contenido de polifenoles y actividad antioxidante fue el de las

semillas de uva de la variedad Malvasia.

Paladino (2008), en su tesis titulada Actividad antioxidante de los compuestos

fendlicos contenidos en las semillas de vid (Vitis vinifera L.). Universidades
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Nacionales de Cuyo, La Rioja, San Juan y San Luis, Argentina. Logro obtener un
antioxidante natural a partir de las semillas de uva (Vitis vinifera L.), comparo
distintos solventes para la extraccion de fenoles de las semillas tratando una minima
reduccion de su poder antioxidante durante su procesamiento. La concentracion de
fenoles totales de los extractos lo determind por el método Folin Ciocalteu. La mejor
extraccion del antioxidante fue con agua a 90°C, durante 4 horas, y fue una mejor
extraccion de fenoles comparada con la acetona al 75% a 30°C, se utilizd una
proporcion 1g de semillas por 10 ml de solvente. Se obtuvo un extracto con una
concentracion de 12,587 mg de fenoles totales por gramo de semillas de uva y un
poder reductor de 1,290 unidades empleando el método de Oyaizu. No todos los
fenoles extractados con el agua a 90°C presentan poder reductor. Debido a que el

poder reductor de los dos extractos no presenté diferencias significativas.

El extracto se concentro al vacio a 60°C, comprobandose un incremento del
poder reductor en el extracto concentrado, verificado sobre jugo de manzanas. Se
aplicé como antioxidante el extracto de semillas de uva sobre el jugo de manzana,
teniendo en cuenta un tiempo de tratamiento de 24 horas, dicho extracto logro inhibir
el progreso de la oxidacion en un 31, 51%, este desempefio supera al &cido ascérbico,
que logro inhibir el progreso de la oxidacion solo en un 2.6%, Pero en las condiciones
de trabajo, el dioxido de azufre logra inhibir el progreso de oxidacion en un 97,40
%, hay que considerar que su utilizacion podria generar problemas en personas con
asma. Existe una correlacion entre el poder reductor y los compuestos fendlicos, en

los extractos obtenidos con agua a una temperatura de 90°C. (Paladino, 2008)

Kedage, Tilak, Dixit, Devasagayam & Mhatre (2007), en su investigacion titulada
un estudio de propiedades antioxidantes de algunas variedades de uva (Vitis vinifera
L.), India, evaluaron la capacidad antioxidante de 11 variedades de uvas de la India
y paises asiaticos cercanos, se emplearon diferentes métodos correspondientes a
diferentes niveles de accion antioxidante, tales como 1) ensayo de potencia
antioxidante de reduccion ferrica (FRAP); 2) Inhibicion de la formacion de radicales
mediante ensayo de ferrilmioglobina / ABTS +; 3) barrido radical mediante el uso
de ensayos DPPH y ORAC; y 4) inhibicion de la peroxidacion de lipidos midiendo
TBARS en mitocondrias de higado de rata. Las actividades en extractos etanolicos
se expresan como pg / ml de capacidad antioxidante equivalente de Trolox (TEAC)

por gramo de peso fresco de uvas y las de extractos acuosos se expresan como pg /
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ml de capacidad antioxidante equivalente de acido ascorbico (AEAC) por gramo de
fresco peso de las uvas. Las uvas seleccionadas fueron; Thompson Seedless, Sonaka,
Tas-E-Ganesh, Manikchaman, H5 Hybrid, Sharad Seedless, Flame Seedless,
Mango, Kalisahebi, Anab-E-Shahi y Raosahebi, las mismas que fueron recolectados
de diferentes campos de Maharashtra (India). Las bayas (10 g, con cascara) de cada
variedad fueron trituradas en 50 ml de disolvente y se filtraron. Los extractos se
condensaron a 10 ml usando un evaporador rotativo. Los extractos condensados se
mantuvieron a -20 ° C y para los ensayos se usaron extractos al 10% (p/v) (diluidos
con agua destilada). Para la preparacion de extractos etanolicos y acuosos, los
disolventes utilizados fueron 70% de etanol y agua doblemente destilada,
respectivamente. También se estimaron los contenidos fenolicos y flavonoides

totales.

Los resultados de este estudio indican que cv. Mango es el mas potente seguido
por Sharad Seedless. Los extractos etanélicos fueron més efectivos que los extractos
acuosos. CV. Sharad Seedless, Mango y Manikchaman también tenian altos valores
de ORAC. Su analisis de HPLC mostrd la presencia de varios polifenoles
antioxidantes. Es concluyente que entre las diferentes variedades de uvas
examinadas, cv. Mango, cv. Sharad (negro) y cv. Manikchaman (verde) tiene las
actividades antioxidantes més potentes. Sus actividades antioxidantes, evaluadas a
diferentes niveles se correlacionan bien con su composicion quimica en términos de
compuestos fendlicos totales y flavonoides. Estas variedades de uva, si se consumen
en cantidades adecuadas, pueden conferir beneficios para la salud, especialmente en

poblaciones propensas a enfermedades cardiovasculares.

2.2. Bases Tedricas
2.2.1. Vitis vinifera “Uva”.

La Vitis vinifera, “es una planta lefiosa y trepadora, alcanza los 30 m si se deja
crecer, altura que se reduce a 1 m a causa de la poda.”(Moya 2017).

Bombardelli (1995), menciona que la vid posee hojas circulares u ovales,
delgadas, dentadas, de 5-23 cm de diametro, glabras, de color verde apagado en la
cara superior y gris tormentoso en la cara inferior, tiene de 4 y 5 l6bulos. Presenta
muchas flores agrupadas en racimos. (Citado por Chaves & Terranova, 2016, pag.
21).
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En la figura 1 se muestra cuales son las principales partes de la uva (Vitis
Vinifera).

PEDUNCULO
/ (taninos)

PULPA
(agua, azucar,
acidos, pectinas)

PIEL
(tanino, color)

PEPITAS
(acente, tanino)

Figura 1. Partes de la uva Vitis Vinifera Tomado de Veliz (2011).
Chaves & Terranova (2016), refiere que la uva es una baya comestible, es el
fruto de la Vitis Vinifera. Esta baya es circular ovalada, mide entre 6 - 22 mm de
largo, el color depende de la variedad, va desde amarillo o verde a rojo o morado.
Tiene entre 2 a 4 semillas, excepcion las especies sin semillas. También menciona
que las principales partes de la Vitis Vinifera son:
= Peciolo: es el extremo insertado en la rama lefiosa de la vid.
= Hollejo: piel o pelicula fina que envuelve la uva, constituye entre el 5y 12% del
peso de una uva. Formado por varias capas en donde cada una de ellas almacenan
distintos compuestos como los pigmentos de la uva que le dan el color.

= Pulpa: parte carnosa del fruto, almacena el liquido presente en ella y que se
compone principalmente de agua (75%) azucar, fructosa y &cidos (tartarico,
malico y citrico).

= Semillas: estan dentro de la pulpa, su capa externa muy dura y difieren en cada

variedad. Constituyen hasta el 3% del peso de la uva, contiene gran cantidad de
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agua y materiales lefiosos, acidos, minerales y taninos (los que proporcionan la

astringencia al vino). El 8 y 10% es aceite.

2.2.1.1. Clasificacion taxondmica.

La Vitis vinifera L. forma parte de la familia Vitaceae, la cual esta
conformada por 17 géneros, y el Unico género que produce frutos
cosmestibles es el genero Vitis. Aproximadamente tiene 60 especies dioicas
distribuidas en América y Asia. Vitis vinifera L. es la Unica especie
originaria de Eurasia, extendida a nivel mundial (Aguirre, Arana et al.
2013).

La especie V. vinifera incluye entre 5000 y 10 000 cultivares, pero solo
2000 son comercialmente importantes. Estos cultivares se pueden dividir en
dos grupos, rojo y blanco, en funcion de la presencia o ausencia de

antocianinas en la piel de la uva (Tomaz, Stambuk et al. 2017).

La uva se encuentra dentro del reino vegetal y se clasifica de la siguiente
manera (CEDEP, 2007, citado por Moya, 2017, pag. 3):

Tipo: faner6gamas
Subtipo: Angiosperma
Clase: Dicotiledoneas
Grupo: Dialipétalas
Orden: Ramnales
Familia: Vitacea

Género: Vitis.
Especie: Vinifera.

Nombre cientifico: Vitis.Vinifera L.

Nombres comunes: Parra, parral, parrdn, vid, vides o videira.

2.2.1.2. Composicion.
La composicion de la uva es muy compleja y varia de acuerdo al lugar
de procedencia, variedad. En la tabla 1 se muestra la composicion de la uva

cruda, uva con semilla y el mosto.



Tabla 1

Composicidn de la uva (Vitis Vinifera) cada 100 g
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Componentes Cruda Uva con semilla Mosto
Agua 80,59 16,57 g 85¢
Energia 71 Kcal 296 Kcal 40 Kcal
Proteina 0,66 g 2,52¢ 2549
Hidratos de carbono 177 g 78,479 8¢
Potasio 185 mg 825 mg 110 mg
Sodio 2 mg 28 mg 110 mg
Fosforo 13 mg 75 mg 10 mg
Calcio 11 mg 28 mg 10 mg
Magnesio 3mg 30 mg 12 mg
Hierro 0,26 mg 2,59 mg 0,3 mg
Zinc 0,05 mg 0,18 mg 0,05 mg
Vitamina C 108 mg 5,4 mg 5,4 mg

Nota. Chaves & Terranova, (2016).

La vid posee de cantidades diferentes de glucosa, levulosa, sacarosa y de

acidos tales como: el &cido tanico, tartarico y galico etc. Las sustancias

responsables del sabor, arma y color del vino son los acidos frutales, taninos

y pigmentos. A pesar de ello los polifenoles son los mas importantes para la

industria farmacéutica (Chaves and Terranova 2016).

Chaves & Terranova (2016), menciona que en la uva tiene los siguientes

componentes en mayor cantidad:

= Acidos: como el tartarico, el cido malico, el acido ascorbico, el acido

aspartico, el acido cafeico, el acido el acido cinamico, el acido ferulico,

el &cido fumarico, el &cido gentisico, el &cido glutdmico, el &cido lactico,

el acido oxalico, el &cido pantoténico y el acido succinico.

= Flavonoides: tales como las proantocianidinas, la quercetina, las

catequinas, las epicatequinas y el kenferol.

= Elresveratrol: presente en el fruto y hojas de la vid. (Bombardelli, 1995).
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Los compuestos fenolicos presentes en la uva influyen en la calidad, y la
forma en dichas sustancias son transformadas durante el proceso de
elaboracion del vino influye directa o indirectamente sobre la caracteristica
de los vinos, proporcionandoles su estructura, su color que lo caracterizan
(Avifia, Carranza et al. 2016).

2.2.1.3. Produccion.

REGIONES PRODUCTORAS

75

3.6

Lima Metropolitana I 8?’1%
F
¥

En los tres primeros meses de este afio, el sector agricola crecié un
23.9%, con envios por US$1,424 millones, en comparacion a los US$1,149
millones del 2017, manteniendo su ubicacion como segundo sector
exportador del pais. Este incremento se vio impulsado principalmente por el
subsector frutas y hortalizas frescas, que aumenté en 38.1%, crecimiento
equivalente a US$772 millones(2018).

En cuanto a los productos que destacaron especificamente dentro del
grupo de frutas frescas (+45%) estan la uva con envios por US$314.8
millones (+30%), seguido por el mango con US$177 millones (+38%), la
palta con US$49.6 millones (+136%), el arandano con US$47.7 millones
(+234%) y finalmente la granada con US$25.9 millones (+31%)(2018).

PRODUCCION DE UVA POR REGION, ENERO-ABRIL 2017-
2018
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Figura 2. Produccion de uva por region, Enero — Abril 2017 — 2018. Albujar (2018).
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En el periodo de Enero - Abril de 2018, las regiones que alcanzaron el
mas alto volumen de produccion de uvas, son la region Ica con 163.84 mil
toneladas y Lima con 65.90 mil toneladas. Seguida por las regiones: La
Libertad y Arequipa que alcanzaron un volumen de produccion de 18.92 mil

toneladas y 16.99 mil toneladas respectivamente.

En la figura 2, se compara la produccion de uva por regiones, durante los
meses de Enero — Abril de 2017 y 2018. Se observa que la produccion de la
region Piura ha disminuido de manera considerable en comparacion con el
afio 2017, por el contrario, la region Lambayeque aumento su volumen de
produccion en el primer trimestre del afio, en comparacion al volumen de uva

del afio pasado

En la figura 3, se observa que en el Per(, la produccion de uva en el
periodo Enero — Abril, ha ido en aumento gradualmente, en el afio 2000 la
produccién nacional alcanzo los 77.3 mil toneladas, el 2009 aumento a
163.91 mil toneladas y este afio alcanzé un volumen de produccidn de 288.25

mil toneladas.

PRODUCCION DE UVA, ENERO-ABRIL 2000-2018
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Figura 3. Produccion de Uva, Enero — Abril 2000 — 2018. Albdjar (2018).
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2.2.1.4. Variedades de uva en Perd.

La altura y la altitud son limites climéticos, superados en varias regiones

del Perl. En estas zonas casi no ocurren heladas invernales o escarchas de

primavera, poseen una temperatura mas elevada, la vegetacion es breve y se

incrementa el grado de azUcar. La zona costera posee un clima relativamente

seco, y escasas variaciones de temperatura, lo que favorece el cultivo de la

vid. Otro factor que favorece la produccién de vinos dulce (y pisco), son los

elevados indices de radiacion solar.

En el Perd, se pueden encontrar 30 variedades de vid (Vitis vinifera), a

continuacién mencionaremos cada una de ellas (Blog del Vino Peru, 2014):

Albilla B

Autumn Royal

Borgofa blanca: variedad de uva tambien denominada: Isabella blanca.
Borgofia negra: esta variedad también es denominada: Isabella negra.
Burdeos

Cabernet Sauvignon N o también Burdeos tinto, Burdeos.

Chardonnay B

Chenin B

Crimson seedless B

Flame Seedless Rg: Variedad Uva también llamada: F32-137.

Italia B 0 Moscatel de Alejandria.

Malbec N

Merlot N

Mollar o Negra mole.

Moscatel N: variedad de uva también Ilamada Pais, Moscatel rosado,
Mission.

Negra Criolla - Esta variedad posee varias denominaciones , entre ellas

tenemos las siguientes: Rosa del Per( tipo 1, Negra corriente, Negra

comun, Moscatel rosado, Moscatel negro de Peru, Moscatel, Listan
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Prieto, Italia rosado, Graciana, El Paso, Criolla n°6, Criolla chica,

California.
= Petit Verdot N
=  Pinot Noir N
=  Quebranta
* Red Globe Rs: A esta variedad de uva también se le denomina: Rosito.
= Sauvignon Blanc B
= Sirah N
= Sugraone
= Superior Seedless B
= TannatN
=  Tempranillo N

= Thompson Seedless B: Esta variedad de Uva también es llamada
Sultanina, Sultana.

= Torontel B: variedad de uva también se le denomina: Torrontés Riojano.
= Ugni Blanc B

= Uvina N - Esta Uva también se denomina: Jacquez.

Variedades Pisqueras.

Duefias (2017), menciona que el Pisco tiene que ser elaborado utilizando
de manera exclusiva las variedades de uva de la especie Vitis Vinifera L
denominadas "Uvas Pisqueras" las cuales se clasifican en aromaticas: Italia,
Moscatel, Albilla y Torontel; y las no arométicas son Quebranta, Negra
Criolla, Mollar y Uvina (NTP 211.001, 2006). Las cepas de Vid empleadas
para la produccion de nuestra bebida de bandera (Pisco) son cultivadas en la

costa sur del Pert (CuscoMania, 2011):
Italia.

Esta variedad de uva es la mas conocida entre las uvas aromaticas, se cultiva
en las regiones Pisqueras del Per(. Se producen en grandes cantidades, sus

racimos son abundantes, la baya tiene forma ovalada y alargada, como se
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muestra en la figura 4. A nivel mundial, esta es una de las pocas variedades
de uva que se emplea para la industria vinicola y para el consumo directo.

(Céceres, Quispe, Pignataro, Orjeda, & Lacombe, 2017; CuscoMania, 2011)

Figura 4. Uva ltalia. Caceres, et al., (2017).
Moscatel.

Dentro de las uvas aromaticas, a esta variedad se le conoce porque aporta
el Pisco mas exquisito. A pesar de ello es poco elaborado a causa de su bajo
rendimiento. Su hollejo presenta tonos rojizos-azulados y lacres, su baya
tiene forma redondeada, como se observa en la figura 5. (CuscoMania, 2011)

Figura 5. Uva Moscatel. Caceres, et al., (2017).
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En Alemania es conocido como Roter Muskateller y en Italia lo llaman
Moscato Rosso. (Caceres, et al., 2017; CuscoMania, 2011)

Albilla.

Esta variedad es semejante a la Alban espafiola, presenta grandes racimos,
los cuales pueden alcanzar hasta 2 Kg. Sus bayas tienen forma redonda, son
transparentes, medianas, con un tono entre el verde claro y el amarillo, como
se muestra en la figura 6. De la variedad albilla se elabora un Pisco con
aromas frescos, con peso, sabor aterciopelado muy delicado. Entre las
variedades de uva aromaticas, esta posee menos aroma a compacion de las
demas, pero le da redondez al pisco, cuando se encuetra en combinacién con

otras variedades (Céceres, et al., 2017; CuscoMania, 2011).

Figura 6. Uva Albilla. Céceres, et al., (2017).
Torontel.

Esta variedad forma parte de la familia de los Moscatos. A nivel mundial
se le conoce con diversos nombres, en Alemania se le denomina Gelber
Muskateller, en Austria como Gelber Weihrauch, conocido como Moscato
Bianco en lItalia, en Espafia es denominado como Moscatel Morisco y en
Australia lo conocen como White Frontignan. Tiene una coloracion verde

palido, como se observa en figura 7. Brinda al Pisco aromas amoscatelados,
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mas finos que los que ofrece variedad Italia. Sus Piscos son finos, de aromas

suaves Yy bien estructurados. (Céceres, et al., 2017; CuscoMania, 2011)

Figura 7. Uva Torontel. Céceres, et al., (2017)

Quebranta.

Cepa noble con el cual se produce el famoso “Pisco Puro de Ica”. Es una
variedad no aromatica, proporciona aromas sutiles muy elegantes, genera
gran dificultad apreciarlos con el olfato, sin embargo en la boca lograr su
mayor esplendor. Una de las caracteristicas de la uva quebranta, es que
produce Pisco de alto grado alcohélico. En la figura 8, se aprecia un racimo
de uva Quebranta (Céceres, et al., 2017; CuscoMania, 2011).

Figura 8. Uva Quebranta. Céceres, et al., (201
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Negra Criolla.

También llamada negra corriente, no es una variedad aromatica de los
valles de Moquegua y Tacna. En Argentina es denominada como Criolla
Chica y en California la conocen como Mision o Mission's Grape. De esta
variedad se produce un Pisco muy bien estructurado, de sabor muy agradable
y en la boca presenta gran persistencia. En el olfato, provocan aromas sutiles
a pasto recién cortado. En la figura 9, se observa que las bayas tienen forma

esférica achatada y de color roja (Caceres, et al., 2017; CuscoMania, 2011).

Figura 9. Negra criolla. Caceres, et al., (2017).

Uvina.

Es de origen desconocido, sin embargo se adapto correctamente a las
condiciones climaticas y a las caracteristicas de suelo de Lunahuané, Pacaran
y ZUfiga. En dichas localidades se producen piscos a partir de la Uvina, ya
que la norma técnica peruana se menciona gue se existe un periodo de tiempo
para que se le realicen estudios con la finalidad de precisar si es una Vitis
Vinifera, pura y no hibrida (Céaceres, et al., 2017; CuscoMania, 2011).

En Lunahuana es una variedad tradicional, empleada en la produccion de
Pisco hace més de 70 afios. Respecto a sus racimos, estos son muy grandes y
abundantes. Sus bayas presentan una tonalidad azulada- negra y son
pequefias, como se muestra en la figura 10. No presenta un aroma muy
acentuado, sin embargo posee un poco mas aroma y astringencia que la uva
Quebranta. (Caceres, et al., 2017; CuscoMania, 2011)
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Figura 10. Uvina. Céceres, et al., (2017).
Mollar.

Lastimosamente su volumen de produccién de esta variedad es muy bajo
y generalmente la encontramos combinada con los sombrios de quebranta,
hasta la actualidad aparentemente que no se ha elaborado un Pisco puro de
esta variedad. Las bayas tienen forma eliptica corta y de color rosa, como se

aprecia en la figura 11. (CuscoMania, 2011)

Figura 11. Uva Mollar. Céceres, et al., (2017).
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2.2.1.5. Compuestos fenolicos.

En la uva los compuestos fenolicos se encuentran mayoritariamente en
la piel, las semillas y el tejido vascular. La pulpa presenta mayor contenido
de acidos fendlicos, en el hollejo se encuentran los flavonoles y antocianos y
en las semillas se localizan los flavan-3-oles que abarca monémeros y
algunos oligdbmeros, como las procianidinas, presentes en la semilla. Los
fenoles presente en los vinos blancos proviene de la pulpa, y en los vinos
tintos proviene en su mayoria de los hollejos y semillas. (Latorre 2016). La
figura 12, muestra la localizacién de los principales compuestos fenélicos

encontrados en la vid de uva Vitis vinifera.

PO RO e OM M2t e OM (e

Proantocianidinas
Polimeros principalmente compuestos de catequina, epicatequing
OMe oM galato de epicatequina

oM

HO o' A (18 ( [T oM

oM M ! COOM

Antocianinas

Flavonodes Hidroxibenoatos das benzoxas
[empo: Makvidn-Y-ghucosdo BRERIIN TN ) Svin Inaon

fjemplo: Querditina glucosido Ejemplo: Acido galico

Figura 12. Localizacion de los principales compuestos fendlicos encontrados en la vid de uva Vitis vinifera.
Cosme & Jorddo (2017).

El perfil fendlico de la uva depende por lo general de la variedad de la
misma. Los factores ambientales que influyen en el perfil fendlico incluyen
el terreno, el clima, las propiedades del suelo y el agua del suelo. La gran
mayoria de estos compuestos estan contenidos en células hipodérmicas y
epidérmicas. La posicion de los fenoles en este tejido depende de su
estructura; por lo tanto, podrian localizarse en forma libre (antocianinas,

flavonoles, formas monoméricas y diméricas de flavan-3-oles, &cidos
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fenolicos) en vacuolas y citoplasma, pero también estar unidos a la pared

celular (acidos fendlicos, flavan-3- oles)(Tomaz, Stambuk et al. 2017).

Latorre (2016), menciona que los compuestos fendlicos no coloreados
mas abundantes en piel son flavan-3-oles, son las catequinas y las
epicatequinas, asi como proantocianidinas o taninos condensados. Estos
compuestos pueden contener subunidades de &cido galico, epigalocatequina

de galato y de epicatequina.

Los principales responsables de la coloracion del vino tinto, son las
antocianinas presentes en la piel de las uvas rojas, pigmentos que surgen en
la maduracion de la uva. Las principales antocianinas que se encuentran en
las uvas se derivan de la cianidina, la peonidina, la delfinidina, la petunidina
y la malvidina (Xia, Deng, Yan-Jun, & Hua-Bin, 2010).

2.2.2. Semillas de uva.

Las semillas de uva (Vitis vinifera L.) eran conocidas son los principales
subproductos industriales de las industrias de procesamiento de la uva, como las
industrias del jugo de uva y el vino. Forman una fuente barata de antioxidante natural
y agentes antimicrobianos debido a su riqueza en contenidos fendlicos(Felhi,
Baccouch et al. 2016).

Una baya de uva contiene aproximadamente dos semillas que constituyen el 5 -
6% del peso de la uva. En todo el mundo, méas de 3 Mton de semillas de uva fueron
descartadas anualmente. Méas del 20% en peso de la produccién de uva generalmente
se convierte en residuo durante la produccion de vino(Davila, Robles et al. 2017).

Las semillas estan formadas por el albumen el cual contiene aceite, donde
descansa el embridn, y dos capas exteriores: testa y tegmen, las cuales son lechosas
y duras, ademas ricas en taninos(Ramos 2015).
2.2.2.1. Extracto de semillas de uva.

El extracto de semilla de uva es un subproducto derivado de las semillas
de uva (del jugo de uva y el procesamiento del vino) que es extraido, secado
y purificado para producir un compuesto polifendlico rico extracto(Lau and
King 2003).
2.2.2.2. Composicion.
Davila, et al. (2017), refiere que las semillas de uva contienen fibra,

proteinas, lipidos (grasas y aceites), carbohidratos, minerales y entre 5% vy



36

8% de compuestos polifendlicos (como los taninos), segun la variedad y otros

factores, como el clima, suelo y grado de maduracion.

También Felhi, et al. (2016), menciona que la semilla de uva es una
matriz compleja que consiste en 40% de fibra, 16% de aceite, 11% de
proteina, 29.2% de carbohidratos complejos y 7% de fenoles complejos y

taninos ademas de azUcares, sales minerales, etc.

Las semillas de uva también contienen flavonoides (4-5%), incluidos
kaempferol-3-Oglucosidos,  quercetin-3-Oglucosides,  quercetina vy
miricetina. La pelicula viscosa que rodea las semillas es rica en compuestos
polifendlicos tales como procianidinas y proantocianidinas monomericas,
diméricas, triméricas y tetraméricas, que también conocidas como
taninos(Nowshehri, Bhat et al. 2015).

El contenido de proantocianidina en las semillas de uva depende en gran
medida de sus variedades y procedimientos de extraccién. En general, las
procianidinas  galloyladas estan  presentes en  concentraciones
considerablemente mas bajas que las no aleatorizadas y los polimeros de
mayor peso molecular constituyen la mayoria de las proantocianidinas en las
semillas de uva(Prieur, Rigaud et al. 1994, Fuleki and Ricardo da Silva 1997).

La distribucién de compuestos fendlicos en el GSE (extracto de semillas

de uva) se muestra en la Tabla 2.
Tabla 2

Contenido fenélico en GSE

Contenido total de fenol (equiv. de &cido galico (g/100g)) 93.9+0.9

Unidades terminales de galato de epicatequina (%) 0%
Unidades de extension de galato de epicatequina (%) 57+0,6
Monomeros (%) * 9.1+12
Oligémeros (%) * 68,7+ 1,2
Polimeros (%) * 22.3+0.6
Catequina y epicatequina en peso (%) 9.9+06

Nota. *Determinado por HPLC de fase inversa usando el area del pico.(Robinson, Lu et
al. 2012)
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Moya (2017), refiere que las pepitas de uva presentan un porcentaje alto
de acidos grasos poliinsaturados, debido a que presentan entre 13 y 18,4 %
de lipidos. Los acidos grasos poliinsaturados mas abundantes son el acido
oleico con 22% y con 67 % el &cido linoleico. El 63% de los fenoles totales
de las vides de variedades tintas se concentran en las semillas, seguido por el

34% en la piel y en el jugo se encuentra el 3%.

Berradre, et al. (2013), refiere que las semillas de uva son ricas en
compuestos fenodlicos como &cido galico, galocatequina, epicatequina y

catequina, y asi mismo presenta oligémeros (procianidinas y antocianidinas).
2.2.2.3. Beneficios.

Las semillas de Vitis vinifera poseen actividad antiinflamatoria y
antihipertensiva. También apreciadas por sus propiedades terapéuticas en
tratamiento de desordenes vasculares, debido a la presencia de procianidinas,
ayudan a estabilizar el coladgeno de las arterias, inhiben la formacién de
histamina en arterias y aceleran la eliminacion del colesterol. Las
procianidinas también inhiben la agregacién de las plaquetas (Fuleki and
Ricardo da Silva 1997, Saito, Hosoyama et al. 1998, Castillo, Benavente-
Garcia et al. 2000).

Los compuestos fenolicos presentes en las semillas de uva son
antimutagénicos, antineoplasicos, antivirales y antibacterianos, inhiben con
mayor facilidad a las bacterias Gram positivas que a las Gram negativas.
También inhiben a la fosfolipasa A, la cicloxigenasa y la lipoxigenasa
(Bagchi, et al., 2000; Jayaprakasha, Selvi, & Sakariah, 2003; Jayaprakasha,
Singh, & Sakariah, 2001; Murga, Ruiz, Beltran, & Cabezas, 2000).

Segn Ma & Zhang (2017), las semillas de uva tiene propiedades como:
Antidiabética.

Montagut, et al. (2010), demostraron que las estructuras oligoméricas de
los extractos de procianidina de semilla de uva activaron el receptor de
insulina al interactuar e inducir la autofosforilacién del receptor de insulina

para estimular la captacion de glucosa.
Antioxidante.

Pastrana-Bonilla, Akoh, Sellappan, & Krewer (2003), demostraron que

la capacidad antioxidante fue la mas alta en semillas de uva comparadas con
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otra partes de la uva, lo que propone que los extractos de pepitas de uva son
antioxidantes prometedores para el suplemento dietético. Vinson,
Mandarano, Shuta, Bagchi, & Bagchi (2002), informaron que la
suplementacién de 50 mg / kg y 100 mg / kg de semilla de uva los extractos
de proantocianidina en hamsters redujeron la formacion de células
espumosas (indicador de las etapas iniciales de la aterosclerosis) en un 50%
y un 63%, respectivamente.

Anti plagquetaria.

Olas, et al. (2008), informaron que los extractos de semilla de uva
mostraron una reduccion en la agregacion plaquetaria, la adhesion y la
generacion de anion superoxido. Ademas, encontraron que el extracto de
semilla de uva era méas efectivo que la solucion de resveratrol puro en la
reduccion de los procesos plaquetarios.

Anti-colesterol.

Natella, Belelli, Gentili, Ursini, & Scaccini (2002), informaron que los
extractos de semilla de uva reducen el estrés oxidativo posprandial al
aumentar la concentracion de antioxidante en plasma y prevenir el aumento
de hidroperoxidos lipidicos. En consecuencia, esto mejora la resistencia a la
modificacion oxidativa del colesterol LDL.

Antiinflamatorio.

Estudios han revelado que las concentraciones de mediadores
proinflamatorios son elevadas en las condiciones tales como los estados de
diabetes resistente a la insulina y la obesidad (Dandona 2004).

Pinent, et al., (2004), informaron que las procianidinas de semilla de uva
estimularon la captacion de glucosa en los miotubos L6E9 y los adipocitos
3T3-L1 de una manera dependiente de la dosis, también estimulan la
translocacion de glucosa transportada-4 a la membrana plasmatica. Ademas
sugirieron que las procianidinas poseen efectos similares a la insulina. Estos
hallazgos sugieren que las procianidinas en las semillas de uva disminuyen

el riesgo de enfermedades asociadas a la obesidad y las dietas ricas en grasas.
Antimicrobiano.

Jayaprakasha, Selvi, & Sakariah (2003), informaron que los extractos de

semilla de uva desgrasada mostraron efecto antibacteriano contra Bacillus
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cereus, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Bacillus coagulans,

Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa.

Un estudio de Ghouila, et al., (2017), demostraron que los extractos de
semilla de uva mostraron actividad antimicrobiana a Microccocus luteus, S.
aureus, E. coli, P. aeruginosa, Aspergillus niger y Fusarium oxysporum.
Ademés, los autores demostraron que estos extractos inhibieron
completamente bacterias Gram (+) y las Gram (-) a 850-1000 ppm y 1250-

1500 ppm, respectivamente.
Antitumoral.

Los extractos de semilla de uva también han exhibido propiedades
antitumorales. Se han demostrado resultados prometedores en varios estudios
realizados en carcinoma colorectal humano, carcinoma escamoso de cabeza
y cuello y células de cancer de prdéstata. Por lo tanto, se sugiere que la
suplementacién de extractos de semilla de uva podria ser un agente
antitumoral eficaz en entornos clinicos(Kaur, Singh et al. 2006, Park, Lee et
al. 2011, Sun and Prasad 2011).

2.2.2.4. Usos.

En el Perd las semillas de uva no se industrializan, generalmente se
emplean como alimento balanceado para animales y abono. En paises como
Alemania, Francia e Italia se extraen el aceite de pepita de uva y es usado

como aceite comestible (Moya 2017).

Segun Chouchouli, et al. (2013), los subproductos de uva representan una
rica fuente de fitoquimicos, su recuperacion y reutilizacion es de importancia
econdémica actualmente, ya que los cargos por eliminacién y multas por
descargas no autorizadas han aumentado considerablemente. La semilla de
uva es un subproducto vinicola, con un flavanoles caracteristico perfil y con

un contenido significativo total de polifenoles.

Paladino & Zuritz (2012), informa que hay antecedentes de la utilizacion
de extractos de semillas de uva como antioxidante en algunos alimentos: la
carne de vaca, pavo, pescado azul y aceites de algas. Si bien existen
precedentes de la accién antioxidante de los &cidos cinamicos sobre el

pardeamiento enzimatico del jugo de manzanas, se desconoce precedentes en
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la actividad antioxidante de un extracto de semillas de uva aplicado a

alimentos de origen vegetal.

En el sistema de carne, GSE demuestra el actividad antioxidante al
reducir la cantidad de oxidacion primaria de lipidos productos vy lipidos

secundarios productos de oxidacion (Perumalla and Hettiarachchy 2011).

La literatura confirma la importancia de GSE en productos
farmacéuticos, alimentos, cosméticos y areas médicas por su efecto contra el
deterioro y degeneracion de las enfermedades al inhibir la lipoproteina de
baja densidad, antioxidante, antiinflamatoria y expresiones antidiabéticas
ademas de tener hepatoprotector, actividades renoprotectoras y

cardioprotectoras(Felhi, Baccouch et al. 2016).

Ozvural & Vural (2011), estudiaron el efecto de la incorporacion de
harina de semilla de uva obtenida a partir de subproductos del vino, en las
salchichas de Frankfurt. Lo cual condujo a una disminucion en el nivel de
oxidacion de los productos, debido a su contenido de antioxidantes, mejoro
la capacidad de retencion de proteinas, fibra dietética total y retencion de
agua. Demostraron que se pueden producir salchichas de Frankfurt mas
saludables y de alta calidad utilizando harina de semilla de uva.

2.2.2.5. Compuesto fendlicos y antioxidantes.

Varios estudios demuestran que los fenoles en las semillas se acumulan
antes de la maduracion, alcanzando un maximo en el envero y disminuyendo
hacia la cosecha. Por otra parte, se ha informado que poco madurados las
bayas tienen una menor capacidad de extraccion de fenol de la piel y una

mayor extractabilidad de las semillas (Talaverano, Moreno et al. 2016).

Los cambios en el color y la morfologia del pelaje de la semilla también
han sido relacionado con cambios en el desarrollo de antocianinas de bayas
y total fendlicos de la piel, lo que sugiere que la apariencia externa y la
semilla el color se puede usar como un indicador adicional de la baya total
madurez(Ferrer-Gallego, Garcia-Marino et al. 2010).

Las propiedades antioxidantes de GSE se deben principalmente a los
flavonoides que pueden realizar accion de eliminacion de radicales libres
(superoxido, hidroxilo y 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH)), propiedades

quelantes de metales, reduccion de la formacion de hidroperdxido y sus
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efectos sobre la sefializacion celular vias y expresion génica(Perumalla and
Hettiarachchy 2011).

La presencia del grupo funcional "-OH" en la estructura y su posicion en
el anillo de la molécula flavonoide determine la capacidad antioxidante. La
adicion de grupos "-OH" al nucleo de flavonoides mejorara la actividad
antioxidante, mientras que la sustitucion por grupos -OCH3 disminuye la
actividad antioxidante(Arora, Nair et al. 1998, Majo, Guardia et al. 2008).

Spranger, Sun, Mateus, de Freitas, & Ricardo-da-Silva (2008),
concluyeron que el grado de polimerizacion de las procianidinas puede
también determinar la actividad antioxidante cuanto mayor sea el grado de
polimerizacion, mayor es la actividad antioxidante.  Ademaés, las
procianidinas presentaron mayor actividad antioxidante que la vitamina C.
Esto indica que las procianidinas de semilla de uva podrian ser utilizadas

como alternativa de antioxidante.

Perumalla & Hettiarachchy (2011), refiere que entre las diferentes partes
de la planta de uva, las semillas exhiben la mayor actividad antioxidante
seguida por la piel y la carne. El potencial antioxidante de GSE es 20 y 50
veces mayor que los de las vitaminas E y C, respectivamente (Shi, Yu et al.
2003).

Perumalla & Hettiarachchy (2011), refiere que la actividad antioxidante
sugerida in vivo incluye estimular produccién de enzima de 6xido nitrico,
barrido de radicales de oxigeno e inhibicion del estrés nitrositivo. En la carne,
GSE reduce la cantidad de oxidacién primaria de lipidos productos y lipidos
secundarios productos de oxidacion, también disminuye el sabor rancio y
actividades antioxidantes en diversos productos carnicos como carne de res
cruda, carne cocida, empanadas de cerdo crudas y cocidas, pavo, aceite de

pescado, pescado congelado y molida pechuga de pollo y carne de muslo.
Generalmente las semillas con mayor cantidad de compuestos fendlicos
son las que pertenecen a variedades de uvas tintas (Fuleki and Ricardo da
Silva 1997).
2.2.2.6. Extraccién de compuestos fenolicos.

Los métodos eficientes para extraer compuestos fendlicos, especialmente

proantocianidinas de semillas de uva, han sido de gran interés para muchos
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investigadores, debido a los efectos beneficiosos para la salud (Shi, et al.,
2003). Debido a sus variaciones en tamafio y estructura, la mayoria de los
métodos de separacion actuales estan disefiados no solo para extraer un tipo
particular de proantocianidina, sino también para extraer tantos tipos

diferentes como puedan hacerlo los métodos (Nowshehri, et al., 2015).

Nowshehri, et al. (2015), refiere que tradicionalmente, se usan solventes
organicos como metanol, acetona, acetonitrilo, acetato de etilo y otros para
extraer polifenoles de las semillas de uva. Algunos estudios preliminares
mostraron que el etanol y el agua hirviendo son efectivos para la extraccion
de polifenoles, debido a que estos son compuestos polares. Sin embargo, el
agua sola disuelve proteinas no deseadas y polisacaridos, particularmente a
alta presion y temperatura. Ademas, estas técnicas tienen bajos rendimientos

y los procesos de extraccion son largos.

Nawaz, Shi, Mittal, & Kakuda (2006), describieron un método de
extraccion por solventes usando 50% de etanol y 50% de agua como solvente
para extraer polifenoles de las semillas de uva. El sistema de ultrafiltracion
con un tamafio de poro de 0.22 pum se utiliz6 para concentrar extractos. Ya
que no involucra ningun solvente toxico. La cromatografia en contracorriente
y la extraccion en fase solida también pueden usarse con los disolventes

mencionados anteriormente para mejorar el rendimiento y la eficacia.

Nowshehri, et al. (2015) Todas las técnicas de extraccion liquida / liquida
pueden complementarse con microondas, ultrasonidos y termomecénicos
(incluida la extrusion) y el pretratamiento enzimatico de las semillas de uva

antes del proceso de extraccion.

Recientemente, la extraccion de agua subcritica (SW), también conocida
como extraccion de agua a presion o de baja polaridad, ha sido una técnica
alternativa para la extraccion de compuestos polares y no polares de semillas
de calidad(Duba, Casazza et al. 2015).

2.2.3. Antioxidantes.
Los antioxidantes son sustancias sintéticas o naturales que se agregan a los
productos para prevenir o retrasar su deterioro por la accion del oxigeno en el aire o
las especies reactivas de oxigeno. Por ejemplo, enzimas o sustancias organicas como

la vitamina E o el B-caroteno (Dontha, 2016, pag. 14).
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Los antioxidantes eliminan los oxidantes o0 ROS, causantes del estrés oxidativo,
el cual se define como el desequilibrio entre la produccion de radicales libres y
metabolitos reactivos. Dicho desequilibrio provoca dafio de importantes
biomoléculas y células con un posible impacto en todo el organismo (Durackova,
2010).

La importancia de los antioxidantes naturales en el organismo es por su
capacidad para eliminar o retrasar el dafio oxidativo de una molécula. El estrés
oxidativo son lesiones producidas por el estrés oxidativo, provocando un dafio
potencial (Halliwell, 2012).

El antioxidante tiene funciones definidas, tales como que puede reaccionar
directamente con los radicales libres o disminuir la formacion de estos al inhibir las
actividades de las enzimas liberadoras de radicales libres o potenciar las actividades

de las enzimas liberadoras de antioxidantes (Shivakumar & Kumar, 2018).
2.2.3.1. Clasificacion.
Existen diferentes atributos para clasificar los antioxidantes:

Por su solubilidad, pueden ser compuestos antioxidantes solubles (en
agua y en lipidos) y compuestos antioxidantes insolubles. Su solubilidad
depende de su ubicacion en los alimentos y las macromoléculas con las que
estan vinculados en la matriz alimentaria. Los antioxidantes en los alimentos
se pueden encontrar generalmente en 2 formas: libre (1) y formas ligadas (I1,
'y IV). Ademaés, el mismo antioxidante puede estar presente en forma libre

o ligada en distintos alimentos (Comert & Gokmen, 2017).

De acuerdo a su funcidn, se clasifican como Antioxidantes primarios y
Antioxidantes secundarios. Los antioxidantes primarios son los que rompen
la cadena que reaccionan con los radicales lipidicos y los convierten en
productos méas estables, son principalmente fendlicos, en estructura:
minerales antioxidantes, vitaminas antioxidantes y fitoquimicos. Los
antioxidantes secundarios son compuestos fendélicos que realizan la funcion
de capturar radicales libres y detener las reacciones en cadena. Los
compuestos incluyen: hidroxi anisol butilado, hidroxitolueno butilado y
galato de propilo (Moharram & Youssef, 2014).

También se pueden dividir en dos clases: los antioxidantes enziméaticos

y los antioxidantes no enzimaticos: Algunos de estos antioxidantes se
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producen enddgenamente, que incluyen enzimas, moléculas de bajo peso
molecular y cofactores enzimaticos. De acuerdo descrito por Ratnam, et al.
(2006), citado por(Moharram and Youssef 2014); entre los antioxidantes no
enzimaticos, muchos se obtienen de fuentes dietéticas. Los antioxidantes
dietéticos se pueden clasificar en varias clases de los cuales los polifenoles
presentan la clase méas grande. Los polifenoles consisten en acidos fendlicos
y flavonoides. Las otras clases de antioxidantes dietéticos incluyen
vitaminas, carotenoides, organosulfural y minerales. La figura 13, ilustra la

clasificacion de los antioxidantes.

( ANTIOXIDANTES )

I
Y v

(ENZIMATICOS) (—CNO ENZIMATICOS>

Enzimas primarias Enzimas secundarias Cofactores Vitaminas y Derivados
Superoxido dismutasa Glutatién reductasa Coenzima Q10 A (Retinol)
Catalasa, Glucosa Glucosa-6-fosfato- ] C (&cido ascorbico)
peroxidasa deshidrogenasa Minerales E (Tocoferoles&Tocotrienoles)
Zinc, Selenio K
( ) Compuestos Carotenoides
Fl avonol des Organosulfurados B-caroteno;,el(;)l((;?ﬁ)ﬁ]r;o, Luteina,
Sulfuro de alilo,
Indoles Compuestos Nitrogeno no
Flavonoles Flavono_ides Antocianidinas proteicos
Quercitina Catequina Cianidina Acido urico
kaempferol pelagonidina  pelargoniridina
Isofla\_/ongldes Flavononas Flavonas Acidos Fendlicos
Genisteina Hesperidina Crisina

Y

Acidos Hidroxicinamicos Acidos Hidroxibenzoicos
Acido ferulico, p-cumarico  Acido gélico, 4cido elagico

Figura 13. Clasificacion de antioxidantes. Moharram & Youssef (2014).
2.2.3.2. Aplicaciones.
Se utilizan para la estabilizacidn de productos poliméricos, petroquimicos,
alimenticios, cosméticos y farmacéuticos. Los antioxidantes estan
involucrados en el mecanismo de defensa del organismo contra las patologias

asociadas al ataque de radicales libres(Pisoschi and Negulescu 2011).
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2.2.4. Polifenoles.

Los compuestos fendlicos tienen un anillo aromatico con al menos un grupo
hidroxilo. Son los metabolitos secundarios mas ampliamente distribuidos, y estan
universalmente presentes en el reino vegetal (Cheynier, Comte et al. 2013).

Los compuestos fendlicos se relacionan con el color, sabor, astrigencia, valor
nutricional y caracteristicas funcionales de los alimentos de origen vegetal. La
reactividad del grupo fenol, es el responsable de la capacidad antioxidante en
vegetales (Paladino 2008).

Estos compuestos se derivan del metabolismo secundario de la mayoria de las
plantas y se pueden dividir en clases: &cidos hidroxibenzoicos, &cidos
hidroxicinamicos, cumarinas, lignanos, chalconas, flavonoides, ligninas y xantonas
(figura 14) (Carochoa, et al., 2018).

o.
o’o‘

Figura 14. Representacion de las clases de polifenoles, su estructura basica y un compuesto de

ejemplo. Carochoa, Morales, & Ferreira (2018).
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2.2.4.1. Clasificacion.

Los compuestos fendlicos se pueden clasificar de cuatro maneras
diferentes, comenzando desde lo mas general a lo mas especifico: (1)
flavonoides y no flavonoides (2) nimero de anillos aromaticos; (3) esqueleto
de carbono; y (4) estructura quimica basica, que es una descripcion que
especifica &tomos comunes, grupos funcionales, saturaciones , tipos de
enlaces, y cdmo estan todos vinculados entre si. (Santana-Galvez & Jacobo-
Veldzquez, 2018)

A partir de los métodos de clasificacion de compuestos fenolicos
descritos anteriormente, el ultimo método (basado en la estructura quimica
béasica) es el mas utilizado. Se han identificado al menos 20 clases diferentes
de compuestos fendlicos: los fenoles simples, las benzoquinonas, los &cidos
fendlicos, los aldehidos fenolicos, las acetofenonas, los acidos fenilacéticos,
los 4&cidos hidroxicinamicos, cumarinas, fenilpropenos, cromonas, las
naftoquinonas,  xantonas, estilbenos, antraquinonas, flavonoides,
biflavonoides, lignanos, ligninas, melaninas de catecol y taninos. (Santana-
Gaélvez & Jacobo-Velazquez, 2018)

2.2.4.2. Beneficios.

Carochoa, et al. (2018), menciona que la mayoria de los polifenoles
tienen algun tipo de actividad biologica, ya sea antiinflamatoria,
antimicrobiana, antioxidante o antitumoral.

Chouchouli, et al. (2013), refiere que existen muchos estudios que han
demostrado que los polifenoles son importantes agentes preventivos contra
varias enfermedades degenerativas, y que ahora hay evidencia emergente de
que sus metabolitos en el sistema circulatorio ejercen efectos moduladores
en las células, vitales para funciones celulares tales como crecimiento,
proliferacion y apoptosis.

2.2.5. Actividad antioxidante.

La actividad antioxidante es la capacidad de un compuesto para reducir pro-
oxidantes o especies reactivas de importancia patologica. La mayoria de los métodos
que se han definido como métodos de inhibicién involucran especies reactivas, que
generalmente son radicales libres (Somogyi, Rosta, Pusztai, Tulassay, & Nagy,
2007).
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2.2.5.1. Métodos.

La capacidad antioxidante, es el nimero de moles de un radical libre
determinado neutralizado por la solucion de prueba independientemente por
un antioxidante en la mezcla. De hecho, el ensayo de antioxidante individual
no es de mucha utilidad en comparacion con la capacidad total de ensayo
antioxidante (Shivakumar & Kumar, 2018).

La capacidad antioxidante no se concluye en base a un Ginico modelo de
prueba antioxidante. Hay varios procedimientos de prueba in vitro para
evaluar las actividades antioxidantes con las muestras de interés. Es dificil
comparar completamente un método con otro, ya que los modelos de prueba
de antioxidantes varian en diferentes aspectos. En general, las pruebas
antioxidantes in vitro usando trampas de radicales libres son relativamente

sencillas de realizar (Dontha, 2016).

Entre los métodos de eliminacion de radicales libres, el método de 1,1-
difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH) es ademas rapido, simple (es decir, no esta
implicado con muchos pasos y reactivos) y es econdmico en comparacion
con otros modelos de prueba. Por otro lado, el ensayo de decoloracion de la
sal de diamonio 2, 2-azinobis (3-etil benzotiazolin-6-sulfénico) (ABTS) es

aplicable tanto a antioxidantes hidréfilos como lipéfilos (Dontha, 2016).

Los métodos y herramientas utilizadas para evaluar la actividad
antioxidante han avanzado considerablemente en las ultimas décadas. Los
primeros métodos miden la eficacia de los antioxidantes contra la formacion
de especies particulares de productos de oxidacion. Hasta la ahora, diversos
ensayos quimicos junto con tecnologias de deteccion altamente sensibles y
automatizadas se emplean para evaluar la actividad antioxidante a través de
mecanismos particulares, por ejemplo, actividad de barrido contra ciertos
tipos de radicales libres 0 ROS, reduccion de potenciay quelacién de metales,
entre otros (Shivakumar & Kumar, 2018).

Determinacion in vitro de la capacidad antioxidante, Este enfoque tiene
beneficios sobre la simple cuantificacion de los componentes antioxidantes,
ya que proporciona una medida de su eficacia. Es muy dificil seleccionar un

método de ensayo antioxidante adecuado. Los antioxidantes actian por varios
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mecanismos y ningln ensayo puede capturar los diferentes modos de accion
del antioxidante (Badarinath, et al., 2010).

Karadag , Ozcelik , & Saner (2009), refieren que la capacidad
antioxidante puede medirse por los efectos del antioxidante en el control del
grado de oxidacion. Estos ensayos también pueden basarse en el barrido de
radicales peroxilo como ORAC y TRAP, potencia reductora de metales,
como la reduccion férrica / poder antioxidante (FRAP) y poder reductor /
antioxidante cuprico (CUPRAC), captacion de radicales hidroxilo como
ensayo de desoxirribosa, barrido organico de radicales como ABTS y DPPH
o la cuantificacion de productos formados durante la peroxidacion lipidica.
La principal diferencia entre estos ensayos es los enfoques de cuantificacion.
Por ejemplo, el método ORAC aplica el area bajo el enfoque de la curva

cinética; el ensayo TRAP depende del tiempo de retraso.

Sobre la base del modo de accidn, los antioxidantes se pueden clasificar
en dos grupos principales, a saber, la transferencia de atomos de hidrégeno
(HAT) y los ensayos de transferencia de electrones simples (SET). Los
antioxidantes pueden eliminar radicales u otras ROS por HAT y ET que
conducen a los mismos resultados finales, independientemente del
mecanismo involucrado, aunque la cinética y el potencial de reacciones
secundarias varian (Moharram & Youssef, 2014; Shahidi & Zhong, 2015).

Los ensayos en SET, en la mayoria de estos ensayos, la accion
antioxidante se simula con una sonda de potencial redox adecuada, es decir,
los antioxidantes reaccionan con una sonda fluorescente o coloreada (agente
oxidante) en lugar de radicales peroxilo. Los ensayos espectrofotométricos
basados en SET miden la capacidad que posee un antioxidante para reducir
un oxidante, el cual produce una variacion en la coloracion cuando se reduce.
El grado de cambio de coloracidn esta correlacionado con la concentracion
de antioxidantes presentes en la muestra. Los métodos ABTS, TEAC y DPPH
son ensayos que se caracterizan por la decoloracion, mientras que en el
ensayo de fenoles totales Folin, FRAP y CUPRAC se produce un aumento
en la absorbancia a una longitud de onda pre-especificada cuando el
antioxidante reacciona con el reactivo cromogénico. (Moharram and
Youssef 2014).
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La tabla 3 muestra los métodos HAT y SET:

Los métodos HAT y ET utilizados para evaluar la actividad antioxidante

S. N°

1)

2)
3)

4)
5)

6)

7)
8)
9)

1)

2)
3)
4)
5)
6)

Nombre del Método
Método basado Transferencia Atomo de Hidrégeno (HAT)

Capacidad de Absorbancia de Radicales de Oxigeno (ORAC)
(CARO)

Capacidad de Inhibicion Peroxidacién Lipidica (LPIC)

Pardmetro Antioxidante Total de Captura de Radicales Peroxilo
(TRAP)

Inhibicion del Consumo de Oxigeno (I0C)

Actividad inhibicion por blanqueo de crocina por radicales de

oxido nitrico

Actividad antioxidante del radical hidroxil por p-NDA (p-
butrisidunethyl aniline)

Radicales secuestrados de H20:

Secuestro de radicales por ABTS

Secuestro de radicales super oxido por formacion alcalina (SASA)
Metodo Transferencia de Electrones (ET)

Capacidad Antioxidante Trolox Equivalente (TEAC)

decolorizacion

Poder Antioxidante por Reduccion Ferrica (FRAP)
Capacidad de Reduccion del Cobre (1)

Secuestro de radicales libre por DPPH

Fenoles Totales por Folin-Ciocalteu

N, N-dimetil-p-fenil-N-diamina (DMPD)

Nota. Tomado de Moharram & Youssef (2014)

Los ensayos basados en HAT miden la capacidad de un antioxidante para

atenuar los radicales libres por donacién de atomos de H. Dado que en los
ensayos antioxidantes basados en HAT, tanto la sonda fluorescente como los

antioxidantes reaccionan con ROO e, la actividad antioxidante puede
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determinarse a partir de la cinética de competencia midiendo la curva de
decaimiento de fluorescencia de la sonda en ausencia y presencia de
antioxidantes, integrando el area bajo estos curvas, y encontrar la diferencia
entre ellos(Moharram and Youssef 2014).
2.3. Definiciones conceptuales
= Capacidad Antioxidante: actividad bioldgica responsable de inhibir la oxidacion de
biomoléculas, promoviendo un efectos preventivo sobre determinadas enfermedades.
= Antioxidante: se definen como sustancias capaces de inhibir la tasa de oxidacién de
radicales libres (bajan las defensas, generan dafio celular promueven las enfermedades
degenerativas y el envejecimiento).
= DPPH: 2,2-difenil-picril-hidracilo, polvo cristalino de color oscuro compuesto por
moléculas estables de radicales libres, este compuesto se decolora ante la reaccién con
un radical oxidante cambiando de color por lo cual es aprovechado en los analisis
colorimétricos.
= Invitro: se refiere a realizar el cultivo en recipientes de vidrio en condiciones asépticas
a nivel laboratorio. Es una técnica que permite la realizacién deun experimento
determinado dentro de en un tubo de ensayo, o en un ambiente controlado fuera de un

organismo vivo.

2.4. Formulacion de Hipdtesis
2.4.1. Hipotesis General

Las semillas de uvas (Vitis vinifera) cultivadas en el valle de Cafiete presentan

capacidad antioxidante y estan relacionadas con el contenido de fenoles totales.

2.4.2. Hipotesis Especificos

= Los extractos de las semillas de uvas (Vitis vinifera) cultivadas en el valle de
Cariete presentan capacidad antioxidante.

= Los extractos de las semillas de uvas (Vitis vinifera) cultivadas en el valle de
Cariete contienen fenoles totales que son cuantificables.

= La capacidad antioxidante de las semillas de uvas (Vitis vinifera) cultivadas en el
valle de Cafiete presentan diferencias significativas y estan correlacionadas con

el contenido de fenoles totales.
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CAPITULO IIl: METODOLOGIA

3.1. Disefio Metodolégico

3.1.1.

3.1.2.

3.1.3.

3.14.

Tipo de Investigacion

El trabajo de investigacion es de tipo experimental, transversal y responde al
caracter Cuantitativo, explicativo, aplicado y observacional porque se obtienen los
datos y se observa todos los sucesos que ocurren durante la ejecuciéon de la
investigacion.
Nivel de Investigacion

Esta investigacion es de nivel explicativo y correlacional, ya que se pretende
determinar el grado de relacion entre las semillas de 7 variedades de uva con su
contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante.
Disefio

Debido a la posibilidad del manejo de las variables independientes, la
investigacion responde al disefio Experimental, transversal y prospectivo. Porque
permite recoger la informacion precisa de las variables a estudiar, como la capacidad
antioxidante y el contenido de polifenoles en las semillas de uvas (Vitis vinifera)
procedentes del Valle de Cafiete.
Enfoque

El estudio se realizara con el fin de evaluar la capacidad antioxidante y contenido
de fenoles totales en siete semillas de uvas que son residuos de las practicas vinicolas
en el Valle de Cafete-Region Lima-Provincias, se busca revalorar a un remanente
que actualmente no esta siendo aprovechado ya que por otros estudios se sabe que
contienen compuestos bioactivos que luego de extraerlos sirven como aditivos para
fortificar muchos alimentos, para productos farmacéuticos y cosméticos. El esquema

del procedimiento experimental se muestra en la figura 15.

Para el presente trabajo la parte experimental, las evaluaciones se realizaron en
el Laboratorio de Proyecto de Investigacion - Modalidad FOCAM “Formulacion de
bebidas funcionales con capacidad antioxidantes a base de frutas y verduras” en la
Escuela Académico Profesional de Ingenieria en Industrias Alimentarias de la

Universidad Nacional José Faustino Sanchez Carrion - Huacho.
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SEMILLAS DE UVAS

EXTRACTO DE LA CENTRIFUGADO
MOLIENDA (Tamiz 50 micras) SEMILLA 10000 RPM por 5-10
minutos

EXTRACCION

DILUCIONES

- COMPARACION
- CORRELACION

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
CONTENIDO DE FENOLES TOTALES

Figura 15. Esquema del proceso experimental de la investigacidn.
3.2. Poblacién y Muestra
Est& conformado por las semillas de las frutas de uvas que son cultivadas en el Valle
de Cariete, semillas que generalmente proceden del excedentes de la vinificacion, secas,
sanas y que fueron sometidas a los procesos de maceracion y fermentacion alcoholica.
Las muestras son las semillas molidas de 7 variedades de uvas (Borgofia negra, Italia,
Moscatel, Borgofia Blanca, Red Globe, Uvina y Quebranta) las mismas que son mas

cultivadas en el Valle de Canete.



3.3. Operacionalizacién de Variables e indicadores

El estudio presento las siguientes variables operacionales:

Tabla 4

Operacionalizacion de las variables e indicadores del estudio
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Variables Dimensiones Indicadores Instrum_er_lyos de Unlda_d de
medicion medida
Integridad Visual
Estado semilla Limpieza Visual
Independientes: Calidad Visual
Semilla de Uvas Coloracis
Extraccion Reaccién oloracion
Visual
Dependientes: DPPH-Quencher Lect uMol/g
) ector
. . Extractable IC50
Capacidad anti
radical ABTS+ Lector TEAC
Microplacas
FRAP Lector uMol AG/g
microplacas
Fenoles totales Coqtendldo Folin-Ciocalteu Lector mg EAG/g
polifenoles Microplacas

3.4.1. Técnicas a emplear

3.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

a) Para recopilacion de informacion teorica:

La recopilacién de datos se realizo través de lecturas, anotaciones, analisis,

interpretacion y fichajes

b) Para recopilacién de datos empiricos de laboratorio:

- Lecturas del Lector de placas Multimodal

- Andlisis

- Interpretacion

- Toma de datos con instrumentos de medicion

3.4.1.1. Determinacién de la Capacidad antioxidante total.

Método directo DPPH-Quencher.
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Para la capacidad antioxidante por el método directo Quencher
(QUICK, Easy, New, CHEap y Reproducible) se siguié lo propuesto por
Condezo-Hoyos, Abderrahim, Arriba, & Gonzalez (2015), donde
resumidamente se pesa un miligramo de la semilla de uvas previamente
molida finamente y se mezclé con 1 mL de DPPH (120 pumol L-1 disuelto
en metanol 1: 1/10 mmol L-1 Tris-HCI buffer pH 7,5) y se agit6 a 200 rpm
durante 10 minutos en temperatura ambiente con un agitador orbital TOS-
4030FD (Shaker, MRC Laboratory Equipment, Israel) bajo condiciones de
oscuridad cubriendo las muestras con papel de aluminio. Posteriormente,
las muestras se centrifugaron (HERMLE, Z216 MK, Labortechnik Gmbh,
Wehingen, Alemania) a 3500 g durante 10 minutos a temperatura ambiente
y se transfirieron los sobrenadantes (200 uL) a cada microplaca de 96
pocillos (Nunc ™ MicroWell ™ de 96 pozos, Thermo Scientific, Madrid,
Espafia). La absorbancia se midié a 520 nm empleando un lector de
microplacas Synergy HT X Multi-Modal (Biotek, Rochester, VT, USA). La
capacidad antioxidante total se calculé como capacidad de secuestro o
inhibicion y se expresé en mMol DPPH inhibido/ Kg de peso de semilla de

uvas.

Método de extraccion.

Para las mediciones de la capacidad antioxidante por los métodos
tradicionales es necesario una previa extraccion, en lo cual todas muestras
de semillas son tratadas primero con acido (HCI)-metanol/agua (50:50, v/v,
pH 2) en un agitador orbital (Shaker) TOS-4030FD (MRC Laboratory
Equipment, Israel) a velocidad méxima durante 1 h (temperatura ambiente)
en condiciones de oscuridad cubriendo las muestras con papel de aluminio,
luego este extracto crudo fue centrifugado a 10000 xg durante 10 minutos
(4°C) (Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen, Alemania), se realizé una
segunda extraccion luego de separar el sobrenadante, se usé Acetona/agua
(70:30, v/v) y se procedio con los mismos pasos de la primera extraccion,
los dos sobrenadantes son mezclado en mismo volumen y se almacenaron
a -40°C en un ultra congelador ULUF (Arctiko, Lammefjordsvej,
Dinamarca) hasta el analisis. Se utilizé una relacion solvente/solido = 20

para todas las extracciones de las semillas de uvas.
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Método DPPH extractable.

El método tradicional para la actividad antioxidante con el DPPH, fue
descrito por Brand-William et al. (1995) y tiene muchas modificaciones,
entre las que destacan lo descrito por Abderrahim et al., (2015) donde
brevemente, las muestras previamente extraidas son diluidas (10 pL
muestra o el blanco control) son colocados en cada pocillo de la micro placa
por triplicado y se mezclan con 200 uL. de DPPH (60 umol L-1 disuelto en
metanol 1: 1/10 mmol L-1 Tris-HCI buffer pH 7,5), después de 10 minutos
de incubacién a temperatura ambiente, se midi6 la absorbancia a 520 nm
con un lector de microplacas Synergy HTX Multi-Modal (Biotek,
Rochester, VT, USA). La capacidad antioxidante extraible se calcul6 como
indice de capacidad de secuestro (SCI) y se expres6 en mMol DPPH

inhibido/Kg peso de semillas de uvas.

A
Porcentaje Inhibicion = 100(1 — -2

Acontrol

Donde: A,y estra =Absorbancia de la muestra a 515 nm
Acontrot = Absorbancia del reactivo DPPH

Se grafico la concentracion de cada dilucion frente a su respectivo
porcentaje de inhibicidn y obteniéndose los puntos un tendencia lineal de la
forma Y= A + BX (donde Y es el porcentaje de inhibicion, X es la
concentracion mg/mL, A es la intercepcion y B es la pendiente), el poder
reductor se refiere a la pendiente de dicha linea que se estima como ICI
(indice de Capacidad de Inhibicion) cuyas unidades son; uMol de DPPH
inhibido/mL de extracto, también se calcula el valor de ICsg (concentracion
efectiva media) con la siguiente ecuacion:

ICso = (50-pendiente)/Intercepcion
Método de ABTS+.

La capacidad antioxidante por ABTS+ que mide el TEAC fue empleado
inicialmente por Re et al. (1999), la cual tiene varias ligeras modificaciones,
segun Pastrana-Bonilla et al., (2003), pero para un ensayo micrométodo, la
formacion del radical se logra directamente Pesando 0.0192 g de ABTS mas

0.0033 g de persulfato pototasico, se agregar agua ultra pura y se enrasa en
una fiola de 5 mL, mantener por 16 horas en la oscuridad y a temperatura
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ambiente. Para la solucién de trabajo se diluye el ABTS+ (7 mMol) en
Buffer fosfato (5 mMol) o en etanol hasta obtener una absorbancia de
0.7+0.2 a 734 nm. Para las mediciones se toman 10 uL de muestra diluida
en Buffer Fosfato o etanol, y son colocados en cada pocillo de la microplaca
por triplicado y se mezclan con 200 uL de la solucién de trabajo de ABTS+,
para la obtencidn de la curva de calibracion se tomé como patrén al Trolox
en concentraciones seriadas de 500, 375, 250, 187.5, 125, 62.5y 31.25 uM,
todas disueltas en Buffer Fosfato (5 mMol), la lectura se realizan a 734 nm
con un lector de microplacas Synergy HTX Multi-Modal (Biotek,
Rochester, VT, USA), la capacidad antioxidante es expresado como TEAC

en uMol Equivalente Trolox/g de semilla de uvas.

Método de FRAP.

El ensayo FRAP fue desarrollado originalmente por Benzie y Strain
(1996) para medir el poder reductor en muestras de plasma, sin embargo,
también se ha adaptado y utilizado para el ensayo de antioxidantes en
productos botéanicos, Segun la metodologia sugerida por Taco (2017) y
modificada para un nivel micrométodo la marcha es empleando las
muestras previamente extraidas que son diluidas y se usa 20 pL y son
colocados en cada pocillo de la microplaca por triplicado y se mezclan con
150 puL de FRAP previamente preparado (10 mL de Buffer Acetato (300
mMol, pH — 3.6), 1 mL de solucion TPTZ (complejo férrico-2,4,6-tripiridil-
s-triazina, 10mMol en HCI 40 mMol) y 1 mL de solucion de
FeCI3(20mMol)), después de 8 a 10 minutos de incubacidn a temperatura
ambiente, se midio la absorbancia a 593 nm con un lector de microplacas
Synergy HTX Multi-Modal (Biotek, Rochester, VT, USA). La capacidad
antioxidante extraible FRAP se calcul6 en referencia a equivalente de &cido
gélico y se expreso en puMol Equivalente Acido Gélico/g peso de semillas
de uvas. Para la obtencion de la curva de calibracién se prepararon

soluciones seriadas de acido galico patron de 0, 25, 50, 75, 100 a 125 pMol.

3.4.1.2. Determinacioén de Polifenoles Totales.

El andlisis se realizara conforme a la reaccién colorimétrica de Folin-
Ciocalteu (Singleton and Rossi, 1965) pero siguiendo la metodologia

sugerida por Magalhdes et al. (2010) empleando una microplaca de 96
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pocillos y lectora multimodal Synergy HTX Multi-Modal (Biotek,
Rochester, VT, USA), los resultados en forma triplicada son expresados en

mg de Acido galico equivalentes/Litro, ver el protocolo en anexo IV.

3.4.2. Descripcién de instrumentos

Los instrumentos utilizados fueron:

Textos electronicos

Revistas y articulos cientificos

Tesis de pre y post grado

Analisis de capacidad antioxidante y contenido de polifenoles
Interpretacion de datos

Correlacion de datos

3.5. Técnicas para el procesamiento de la informacion

Para el proceso de analisis de datos, se utilizo el analisis estadistico Prueba de Tukey,

desviacion estandar, coeficiente de variabilidad, Analisis de Componentes Principales

PCA (por su siglas en ingles) que es un método estadistico multivariado que agrupa la

correlacion de las variancias de cada variables en componentes identificables (De la Ossa,

Hernandez y Hernandez, 2016), coeficiente de correlacion de Pearson, utilizando

programas de célculo Microsoft Excel, el programa Project R y también se emple6 el

Software del equipo lector de microplaca multimodal, GENS.

Para la presentacion de resultados, se utilizd graficos lineales, diagramas de resultados

por analisis.
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CAPITULO IV: RESULTADOS
4.1 Muestras de semillas de uva

En la figura 16 se muestran las semillas de uvas recolectadas desde el Valle de Cariete,
estas corresponden a las que fueron retiradas luego del proceso de vinificacion.

Aspecto visual de las muestras de semillas de uvas

= Diametro del recipiente = 40.00 mm
UVINA
Peso de 100 semillas = 3.0389 ¢

Figura 16. Muestras de las 7 variedades de semillas de uvas procedentes del Valle de Cafiete.
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4.2 Capacidad antioxidante de las muestras
Para la determinacion de la capacidad antioxidante de las semillas de uvas se procedio
a emplear los métodos de; DPPH, ABTS+ y FRAP.
4.2.1. Método DPPH
Para la capacidad antioxidante por el método DPPH se realiz6 de tres formas; la
primera mediante el método directo DPPH-Quencher en la cual no necesita de una
extraccion y es expresado en uMol DPPH inhibido/g de semilla, la segunda fue el
DPPH tradicional desde un extracto de dos fases expresado en uMol DPPH
inhibido/g de semilla, y la Gltima forma fue calcular el porcentaje de inhibicion del
DPPH de diluciones seriadas del mismo extracto, esto permitié calcular el valor de
IC50 expresado en mg de semilla/mL de extracto y también se calcula el indice de
capacidad Inhibitoria (ICI) que es la pendiente de la funcion lineal entre el porcentaje
de inhibicion y la concentracion de la muestra diluida y se expresa como uMol de
DPPH inhibido/L de extracto. En la tabla 5 se muestra los resultados
correspondientes al método directo DPPH-Quencher

Tabla 5

Capacidad antioxidante de semillas de uvas por el método directo DPPH-Quencher

Variedad de uMol DPPH Inhibido/g semilla . Desv.
Promedio ,
Uvas R1 R2 R3 R4 Estandar
Borgona 61.28 60.8 6072 6192  61.18 0.55
Blanca
Borgofia Negra  59.36 60 61.2 61.92 60.62 1.15
Italia 57.92 57.76 57.68 58.16 57.88 0.21

Red Globe 60.64 61.92 61.92 61.68 61.54 0.61
Quebranta 63.36 63.76 63.28 63.44 63.46 0.21
Moscatel 61.52 62.56 62.80 62.32 62.30 0.56

Uvina 61.84 60.96 61.76 61.76 61.58 0.42

Los promedios indican que la semillas de la quebranta y moscatel tienen mayor
poder antioxidante y no presentan diferencia significativa (p<0.05), las semillas de
las borgofias, Red globe y Uvina agrupan igual y la variedad Italia solitariamente es
menor a todos.

La capacidad antioxidante de las semillas procedentes del Valle de Cariete con

el método tradicional DPPH mediante una extraccion de dos fases se muestra en la
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tabla 6, se aprecia mayor promedio en la semilla de uvas Quebranta y un menor

promedio en la semilla de la uva Borgofia negra.

Tabla 6

Capacidad antioxidante de la semilla de uvas por el método de DPPH extractable

. uMol DPPH Inhibido/g semilla . Desv.
Variedad de Uvas Promedio ,
R1 R2 R3 R4 Estandar

Borgofia Blanca 105.49  114.97 103.76  100.67  106.22 6.16
Borgofia Negra 55.94 56.80 49.72 51.40 53.46 3.44
Italia 125.63  135.11 128.00 140.08 132.21 6.62
Red Globe 77.45 77.45 7741 84.14 79.11 3.35
Quebranta 170.16  175.90 192.00 186.25  181.08 9.87
Moscatel 83.02 73.29 87.27 98.66 85.56 10.51
Uvina 108.86  116.93 116.35  96.46 109.65 9.53

Los resultados de la capacidad antioxidante mediante el método DPPH
extractable si muestra mayor diferencia entre variedades, los promedio forman
grupos individuales a excepcion de que la Borgofia Blanca y la Uvina no difieren
significativamente (p>0.05) al igual que Red Globe y Moscatel que sus promedios

no difieren significativamente.

Comparacion Método DPPH
200

180 ]

= [N = =
o N B D
o o o o

uMol DPPH/g semilla

[0
o

40

20

Borgoia Borgoiia Italia Red Globe  Quebranta Moscatel Uvina
Blanca Negra EDPPH-Quencher [ DPPH Extractable

Figura 17. Comparacion de la capacidad antioxidante por el método DPPH.
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En la figura 17 se aprecia la comparacion de los dos métodos de capacidad
antioxidante por DPPH primero por la forma directa tipo Quencher sin extraccion y
la segunda con una extraccion de dos fases, los promedios del procedimiento con
extraccion es mayor que el modo directo solo a excepcion de la variedad de semillas
de uvas Borgofia Negra donde el método Quencher es ligeramente mayor en su
promedio, esto nos estaria indicando que la interaccién entre la particula de la
muestra no es eficiente con el reactivo solvente DPPH, segun Comert & Gokmen
(2017), hay menor secuestro cuando los antioxidantes son insolubles y se encuentran

atrapados en una matriz sélida.

Calculo del ICI e IC50 en la capacidad antioxidante de la semilla de uvas por el método de
DPPH extractable

Concentracion Porcentaje de Inhibicién (promedio)

mg semilla/mL Borgofia Borgofia ] Red )
extracto Blanca Negra Italia Globe Quebranta Moscatel Uvina
0.4183 64.20 39.09 76.56 50.21 89.92 78.02  69.67
0.2092 36.63 19.75 43.62 27.16 59.26 39.92 37.86
0.1046 20.16 1240 2346 13.58 30.45 2140 20.58
0.0523 15.23 782 1111 741 16.87 6.58  10.29
0.0261 7.41 4.53 3.70 1.23 8.23 5.35 6.58

ICI (indice Capacidad

140.92 86.11 18281 121.71 20749  188.65 161.47

Inhibitoria)
R? 0.995 0.997 0.991 0.994 0.974 0.996 0.998
IC50 (mg/mL) 0.31 0.55 0.26 0.41 0.21 0.27 0.29

En la tabla 7 se muestra los resultados de los calculos del ICI (indice de
Capacidad de Inhibicion) y del valor de IC50 (concentracion efectiva media) en
donde se aprecia que la semilla de las uvas Quebranta tienen mayor promedio de
capacidad antioxidante por DPPH y la Borgofia Negra tiene el menor promedio de
todas las semillas evaluadas. En la figura 18 se visualiza los modelos lineales para

la estimacion del ICl y del IC50, en este Gltimo se valora de forma contraria es decir
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la menor requerimiento es realizado por la semilla Quebranta y el mayor valor de

IC50 es para la Borgoria negra.

Capacidad antioxidante-DPPH

X  Borgofia Blanca

100.0 y = 140.92x + 5.8813
Borgoina Negra

y =86.112x + 2.7603

90.0 e A ltalia
y =182.81x + 2.0552
X  Red Globe
80.0
V=124 70 00588,
70.0 y =207.49x + 7.3126
@ Moscatel
< y =188.65x - 0.3258
§60.0 B Uvina
< y =161.47x + 2.8206
£ = - - Lineal (Borgofia
Ss0.0 Blanca)

je

Lineal (Borgofia
Negra)
Lineal (Italia)

Porcenta
D
o
o

Lineal (Red Globe)

30.0
-------- Lineal (Quebranta)
200 e ¥ T e Lineal (Moscatel)
10.0 = « = Lineal (Uvina)
0.0
0.00 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50

Concentracion; mg semilla/mL extracto

Figura 18. Relacion lineal de la capacidad antioxidante por el método DPPH del extracto de semillas de uvas para

la estimacion de 1C50

4.2.2. Método ABTS+
En la tabla 8 se muestran los resultados de la capacidad antioxidante por el
método de ABTS+ Calculados en referencia al equivalente Trolox mediante una
curva de calibracién mostrada en la figura 19, para este método se aprecia que los
promedios de la semilla de uvas Quebranta tiene el mayor valor de 1292.94 uMol
Equiv. Trolox/g de semillas y en una cantidad de 660.4 uMol Equiv. Trolox/g de
semillas para la semilla Borgofia negra que es la que tiene una menor capacidad

inhibitoria.
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Tabla 8
Capacidad antioxidante de las semillas de uvas por el método ABTS+
uM Equivalente Trolox/g semilla
Variedad de Uvas Promedio D?SV'
R1 R2 R3 R4 Estandar

Borgofia Blanca  931.04 888.07 920.53 923.74 915.84 19.03

Borgoria Negra 628.85 626.39 686.85 699.52 660.40 38.22

Italia 997.46 997.34 1068.09 1052.75 1028.91 36.92
Red Globe 854.50 826.82 880.02 915.06 869.10 37.56
Quebranta 1271.59 1322.11 1317.00 1261.07 1292.94 31.10
Moscatel 871.05 914.74 990.88 880.92 914.40 54.31
Uvina 1002.00 972.84 998.98 972.55 986.59 16.09
Curva Estandar del Trolox
80.000 Curve Name Curve Formula A B R2
Curva
100009} Estandar del Y=A*X+B 0136 | -1.13 | 0999 .
= Trolox TR
< 60,0001 -
2
(0] ]
= 50,000
<
c 400001
ko]
3
'_E 300004 :
c
<
o 20.0004
T
[
2 10.0004 -
56 " A
o ¥
0.0004
'10.[]00 T T T T T T 1
-100.000 0.000 100.000 200.000 300.000 400.000 500.000 600.000
Concentracion: uMol Trolox/L

Figura 19. Curva estandar del patron Trolox para la capacidad antioxidante método ABTS+.

Los resultados de los promedios de la capacidad antioxidante equivalente Trolox (TEAC)

mediante el método ABTS+ en las semillas también son mostradas en forma comparativa entre

las variedades de uvas en la figura 20, para un nivel de confianza de 95% se encuentra que las
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semillas de las uvas Italia y Uvina son significativamente iguales con valores de 1028.91 y
986.59 uMol Equiv. Trolox/g de semilla, y la semillas de las uvas Borgofia blanca, Red globe y
Moscatel se agrupan y significativamente son iguales con valores de capacidad antioxidante de
915.84, 869.10 y 914.40 uMol Equiv. Trolox/g de semilla, respectivamente, calculados desde la

ecuacion:
% de inhibicion = 0.136 (uMol ET/L) -1.13
Capacidad antioxidante método ABTS+
1400
1292.94
1200
1028.91
986.59

[000 [ 914.40
= 915.84
€ 869.10
b
%0800 3
§ 660.40
|_
>
5600
o
w
©
%400 -

200 |

0
Borgofia Blanca Borgofia Negra Italia Red Globe Quebranta Moscatel Uvina
Variedad de semilla de uvas

Figura 20. Capacidad antioxidante de las semillas de uvas expresada en TEAC, Equivalente Trolox.

4.1.3.Método FRAP

En la tabla 9 se muestra los resultados de la capacidad antioxidante de las
semillas de uvas determinadas mediante el método FRAP expresadas en
equivalencia al acido galico como patrén tal como se aprecia en la figura 21, los
valores de la capacidad inhibitoria expresan que la semilla de uvas Quebranta tiene
mayor poder reductor y la semilla de uvas con menor capacidad lo muestra la
Borgofia Negra, con 451.19 y 225.01 uMol Equiv. Acido gélico/g de semilla,

respectivamente.



Tabla 9

Capacidad antioxidante de las semillas de uvas por el método FRAP
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Variedad de Uvas UM(; 1EqUIV' ACI;Z Galicolg S;I’;’]I”& Promedio E?[éeri\c:lér
Borgofia Blanca 363.57 367.12 352.28 360.99 7.75
Borgofia Negra 210.72 218.91 245.41 225.01 18.13
Italia 413.17 438.28 399.05 416.83 19.87
Red Globe 377.68 350.77 315.74 348.06 31.06
Quebranta 445.20 431.79 476.59 451.19 23.00
Moscatel 328.63 389.41 342.61 353.55 31.83
Uvina 400.18 461.36 386.67 416.07 39.80

En la figura 22 se aprecia la comparacion de la capacidad antioxidante por el

método FRAP realizadas en las 7 semillas de uvas procedentes del Valle de Cafiete,

la variedad Quebranta tienen mayor promedio y se agrupa con la variedad Italia y

Uvina con valores respectivos de 451.19, 416.83 y 416.07 uMol Equiv. Acido

galico/g de semilla para un nivel de confianza de 95%, un segundo grupo lo forma
la Borgofia blanca, Moscatel y Red globe con valores de 360.99, 353.55 y 348.06

uMol Equiv. Acido galico/g de semilla respectivamente, y con menor promedio la

semilla de la Borgofia negra expone que estadisticamente es diferente a las demas

promedio la semilla de la Borgofia negra expone que estadisticamente es diferente a

las demas semillas.

Curva Estandar-Método FRAP

0.900 [ CurveName | CurveFormula ] A | B | R2

| sStdCuve | Y=A"X+B | 000565 | 00638 | 0996
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Figura 21.Curva estandar patrdn de &cido galico para la capacidad antioxidante método FRAP.
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Método FRAP
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Figura 22. Capacidad antioxidante de las semillas de uvas determinadas por el método FRAP.
4.3 Contenido de Polifenoles

En la tabla 10 se puede apreciar los resultados de la cuantificacién del contenido de
polifenoles mediante el ensayo de Folin-Ciocalteu, para el calculo de la cantidad de fenoles
totales de las semillas de uvas fue necesario la curva de calibracion empleando como
patron al acido galico, la grafica de dicha curva se puede apreciar en la figura 23 donde se
obtiene la relacion lineal; Absorbancia, 760 nm = 0.0109(mg AC. Galico)+0.0502, y un
r’=1.
Tabla 10

Contenido de polifenoles totales en las muestras de semilla de uvas

Variedad de mg Equivalente Acido Galico/g semilla . Desv.
Uvas R1 R2 R3 R4 Promedio Estandar
Borgofia Blanca  87.88 78.71 79.52 87.88 83.50 5.07
Borgofia Negra  64.42 59.36 64.32 64.81 63.23 2.59
Italia 99.77 89.74 105.47 91.21 96.55 7.41
Red Globe 75.59 68.90 73.21 79.29 74.25 4.35
Quebranta 96.69 95.11 104.86 92.36 97.26 5.38
Moscatel 70.40 75.85 79.57 74.49 75.08 3.79

Uvina 95.49 92.36 89.40 82.34 89.90 5.62
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Los resultados del contenido de Polifenoles en las semillas de las 7 variedades de uvas
muestran que entre las semillas de uvas Quebranta, Italia y Uvina no existe diferencia
significativa para un nivel de confianza de 95% con valores en promedios de 97.26, 96.55
y 89.90 mg Equiv. Acido galico/g de semilla, en un segundo grupo estan las semillas de
uvas de Borgoiia blanca, Moscatel y Red globe con valores de 83.50, 75.08 y 74.25 mg
Equiv. Acido galico/g de semilla respectivamente, la semilla de uvas de Borgofia negra es
baja y diferente a las demas semillas con un promedio de 63.23 mg Equiv. Acido gélico/g
de semilla, en la figura 24 se puede apreciar la comparacién de los promedios en contenido

de polifenoles totales de las 7 variedades de semillas.

Curva calibracion del Ac. Galico

0.5004

Curve
Curve Name E | A B R2
0.4504 ormula
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Figura 23.Curva de Calibracion del patron acido galico para la cuantificacidn del contenido de
polifenoles totales en las semillas de uvas.

Polifenoles Totales
120
96.55 97.26
» 100 1 89.90
= 83.50
€
3 80 - 74.25 75.08
%’3 63.23 I
2 60 - I
O
Qo
3
S 40 A
<L
=
S 20 A1
o
w
ap
€ o
Borgofia Borgofia Italia Red Globe Quebranta  Moscatel Uvina
Blanca Negra
Variedad de semillas de uvas

Figura 24. Contenido de Polifenoles totales en las semillas de uvas procedentes del Valle Cafiete.
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4.4 Relacién de la capacidad antioxidante y contenido de polifenoles
Con la finalidad de establecer cuales son las relaciones entre todas las mediciones
realizadas tanto para la capacidad antioxidante y contenido de polifenoles en las 7 semillas
de variedades de uvas se realizo a modo exploratorio un analisis multivariante mediante
un Analisis de Componentes Principales (PCA) la misma que es mostradas en la figura 25
con el proposito de visualizar la variabilidad de las combinaciones lineales entre las

muestras y los ensayos.

- Biplot (ejes F1y F2: 93.36 %)
Italia
2 -
15 +
1 -
- os ] POLIFENOLES
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3
el IC50-DPPH Borgoiia Blanca FRAP
g o % % O—C , I— ' DPPH extratable
~ N ICI-DPPH
Borgona Negra Uvina
Red GlobeQ ABTS+
-0.5 1
Moscatel<>
-1 T <>Quebranta
-15 1
DPPH-Quencher
2
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F1(78.22 %)

Figura 25. Comportamiento biplot de los ensayos realizados en las semillas de uvas procedentes del Valle de

Cariete.
El andlisis de componentes principales realizado muestra que el primer componente
F1 representa el 78.22% y separa hacia la derecha a todos los ensayos determinados a
excepcion del método IC50-DPPH por ser valores contrarios por su misma naturaleza,
también se encuentran la semillas de uvas de Quebranta, Italia y Uvina, lo que se estaria
relacionando es que estas variedades tienen mayor promedio en estas determinaciones y
de derecha a izquierda categoriza de modo global los promedios de todas las semillas de
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uvas, en el segundo componente F2 que expone el 15.14% estaria relacionando la

variabilidad de los métodos ya que el ensayo DPPH-Quencher dota de promedios menores,

es separado y no se agrupa con los otros métodos.

En la tabla 11 se muestra las correlaciones de Pearson para todas las combinaciones

de los ensayos en capacidad antioxidante y contenido de polifenoles totales en las 7

muestras, en lo que se aprecia que el ensayo DPPH-Quencher no muestra ninguna

correlacion con los otros ensayos.

Tabla 11

Coeficientes de correlacién de los ensayos de capacidad antioxidante y contenido de

polifenoles totales en 7 semillas de uvas

DPPH- DPPH IC50- ICI-
ABTS FRAP FENOLES
Quencher extractable DPPH DPPH
DPPH- Correlacién 1 0.193 -0.200 0.215 0.318 0.137 -0.079
Quencher  Significancia 0.678 0.667 0.643 0.487 0.770 0.867
DPPH Correlacién 0.193 1 -824* 812* 9757 877" ,919™
extractable
Significancia 0.678 0.022 0.027 0.000 0.010 0.003
1C50- Correlacién -0.200 -,824" 1 -,964™ -881" -925™ -,852"
DPPH Significancia 0.667 0.022 0.000 0.009 0.003 0.015
Correlacion 0.215 812" -,964™ 1 875 862" 792"
ICI-DPPH
Significancia 0.643 0.027 0.000 0.010 0.013 0.034
Correlacion 0.318 975" -,881™ 875 1 ,923™ ,890™
ABTS+
Significancia 0.487 0.000 0.009 0.010 0.003 0.007
Correlacion 0.137 877 -,925™ 862 923" 1 ,942™
FRAP
Significancia 0.770 0.010 0.003 0.013 0.003 0.002
Correlacién -0.079 ,919™ -852° 792" 890" ,942™ 1
FENOLES
Significancia 0.867 0.003 0.015 0.034 0.007 0.0015

Nota.*. La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral).
**_La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

Estos resultados establecen que hay una buena correlacion positiva y significativa entre

la capacidad antioxidante y el contenido de polifenoles, sobre todo en los ensayos FRAP

presentando un r de 0.942, en DPPH extractable un r de 0.919, el ensayo ABTS+ conunr

de 0.890 y en menor relacion el ensayo ICI-DPPH con un r de 0.792, incluso hay una

buena correlacién negativa entre el contenido de polifenoles de las semillas de uvas con el



70

IC50 en un valor de r de -0.852, lo que ratifica la relacion directa que poseen ambas
determinaciones y que ha sido reportada por muchos investigadores. En la figura 26 se
puede apreciar de modo grafico la relacion que presentan los ensayos para las

determinaciones en las semillas de uvas.
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Figura 26. Matriz de correlacion de Pearson para los ensayos realizados en las 7 semillas de uvas procedentes del
Valle de Cafiete.
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CAPITULO V: DISCUSION, CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES

5.1. Discusién
5.1.1. De la capacidad antioxidante

Enlatabla5, 6,7,8y9 se muestran la capacidad antioxidante realizadas en las
sietes semillas de uvas procedentes del Valle de Cafiete, mediante los ensayos de
DPPH-Quencher, DPPH-Extractable, DPPH-ICI, DPPH-IC50, ABTS+ y FRAP, en
todas ellas se encontro que las semilla de uvas si demuestran poder antirradical, lo
que indirectamente dan cuenta que hay compuestos bioactivos presentes en este sub
producto, especificamente en este estudio se encontro que las semillas de la variedad
Quebranta tiene mayor promedio en todos los ensayos evaluados, para comparar en
cada uno de ellos no se encontro reportes para el ensayo directo DPPH-Quencher y
estos resultados fueron los mas bajos que otros metodos, al respecto Comert &
Gokmen (2017) indican que en algunas matrices los compuestos antioxidante se
encuentran atrapados y son mas insolubles de modo que no interactian con el
reactivo mas aun si tienen alto contenido en lipidos, Ma & Zhang (2017) citan
cantidades de 7 a 20% de lipidos extractables en las semillas de uvas y posiblemente
esto seria la causa que el método directo no arroje valores comparables. Con respecto
a los resultados de DPPH extractables en este estudio, todos los extractos mostraron
una excelente actividad inhibidora a este radical, los resultados dieron 181.08 a 53.46
uMol DPPH Inhibido/g semilla (90.54 a 26.73 uMol ET/g), esto es comparable con
lo reportado por Chouchouli, et al. (2013) con valores de 58.9 a 94.8 uMol ET/g en
semillas de uvas variedades Moschofilero y Agiorgitiko, Xia, et al. (2010), coinciden
con Ma & Zhang (2017) en citar que en general las semillas de uvas reportan que
sus extractos van entre 17 a 92 uMol ET/g, con respecto al 1Cso Felhi, et al. (2016)
reporta 0.14+0.12 mg/mL que es una concentracion mas eficiente del que se
encontro en esta investigacion de 0.21 mg/mL en la variedad quebranta.

Con respecto a la capacidad antioxidante por el método ABTS+ los resultados
mostraron que la semillas de uvas Quebranta tiene el mayor valor de 1292.94 uMol
Equiv. Trolox/g de semillas y mas baja la semilla de uvas Borgofia negra con valor
de 660.4 uMol Equiv. Trolox/g de semillas, estos valores superan a lo reportado por
Berradre et al. (2013) donde en semillas de uvas Malvasia obtuvieron 565 uMol ET/g

y en la variedad Tempranillo 480.6 uMol ET/g, asi mismo Pastrana-Bonilla et al.
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(2003), demostraron que la parte con mayor capacidad antioxidante de las uvas es la
semilla y para la variedad Muscadina reportaron un TEAC de 281 uMol TE/g de
semilla. Taco (2017) reporta que en la semilla de uvas variedad Moscatel obtuvo
46.56 uMol TE/g semilla seca, en esta investigacion esta misma variedad arrojo un
valor de 914.40 uMol TE/g semilla lo que indica que esta semilla procedente del
Valle de Cariete tiene alta capacidad antioxidante. Jara-Palacios, Hernanz, Escudero-
Gilete y Heredia (2016) reportaron que la variedad de uvas Pedro Ximénez arrojo un
valor de 482.4 uMol TE/g de semilla en este mismo método de actividad
antioxidante, lo que confirma que todas las semillas evaluadas contienen alta

capacidad antioxidante por el método ABTS+.

Para el ensayo de capacidad antioxidante FRAP, las semillas de uvas presentaron
valores que van desde 451.19 a 225.01 uMol Equiv. Acido galico/g de semilla
correspondiendo a la variedad Quebranta y Borgofia negra, pero estadisticamente los
promedios de las semillas de uvas de Quebranta, Italia (416.83) y Uvina (416.07)
son similares a un nivel de confianza de 95%, un segundo grupo estadisticamente
igual esta formado por la Borgofia blanca, Moscatel y Red globe con valores de
360.99, 353.55 y 348.06 uMol Equiv. Acido galico/g de semilla respectivamente. En
este mismo ensayo Taco (2017) reporta que en la semilla de uvas variedad Moscatel
se obtuvo un valor de 35.29 uMol Trolox Equivalente/g semilla, Chouchouli et al
(2013) indica que en las semillas de uvas de variedades Moschofilero y Agiorgitiko
los valores FRAP fueron 143.9 y 202.5 mg Equivalente Acido Ascorbico/g semilla
respectivamente, Jara-Palacios et al (2016) reporta que la semillas de uvas variedad
Pedro Ximénez tiene un valor de 249.83 uMol TE/g de semilla, todos estos reportes
estan expresados en unidades diferentes al realizado en este estudio que es
Equivalente al acido galico (EAG) y no es posible una comparacion directa pero si
se evidencia el alto poder reductor de los extractos de semillas de uvas provenientes
del Valle de Cariete.

5.1.2. Del contenido de fenoles totales

Los resultados expuestos en la tabla 10 y figura 24, dan cuenta del contenido de
polifenoles en las 7 semillas de uvas de las variedades mas representativas del Valle
de Cafiete, donde se obtuvieron lo siguiente: Quebranta (97.26), Italia (96.55), Uvina
(89.90), Borgoria blanca (83.50), Moscatel (75.08), Red globe (74.25) y Borgofia

negra (63.23), valores expresados en mg Equivalente Acido gélico/g de semilla.



73

Valores similares y mas altos fueron reportados por Chouchouli et al (2013) en las
semillas de uvas de variedades Moschofilero y Agiorgitiko con 76.1 y 151.6 mg
EAG/g de semilla, pero uno de los valores mas altos fue reportado por Felhi et al
(2016) donde da cuenta que en las semillas de vid hay 392.58 mg EAG/g de semilla
en un extracto de etanol, pero esto se deberia a que las semillas fueron extraidas
desde el fruto, en la mayoria de los estudios las muestras son recolectadas después
del proceso de vinificacion. Paladino & Zuritz (2012), en su estudio con la variedad
de vid Cabernet Sauvignon hallaron contenidos de fenoles en 12.59 mg EAG/g de
semilla, que es menor a lo encontrado en este estudio. Por otro lado Berradre et al
(2013), encontraron que en extractos de semillas de uva de la variedad Malvasia y
Tempranillo valores de fenoles en 15.35 y 10.48 mg GAE/g de semilla
respectivamente, Ma y Zhang (2017) citan cantidades de polifenoles en las semillas
de uvas rojas en valor promedio de 85.8 mg GAE/g de semilla, Taco (2017) reporta
que en la semilla de uvas variedad Moscatel se obtuvo un valor de fenoles de 33.72
mg GAE/g de semilla el mismo que es menor al promedio estimado en este estudio,
del cual en general las semillas de las uvas contienen cantidades apreciables de
fenoles totales aun después del proceso de vinificacion y exponen que es una fuente
rica en compuestos bioactivos que muy bien se puede aprovechar este excedente de

las practicas vitivinicolas del valle de Cariete.
5.1.3.De la relacién de la capacidad antioxidante y contenido de polifenoles

En la figura 25 se muestra el analisis de componentes principales (PCA) de todos
los ensayos evaluados en las siete semillas de las variedades de uvas mas
representativas del Valle de Cariete, por el primer componente F1 (78.22%) separa
hacia la derecha a los ensayos DPPH extractable, ABTS+, FRAP y Polifenoles
Totales que estan agrupados dando cuenta su alta correlacion, de modo inverso esta
el ensayo ICso-DPPH y esto es razonable porque un valor mas inferior del ICso indica
una mayor actividad antioxidante lo que indicaria una buena correlacion pero
negativa con el grupo de ensayos, de un modo diferente se muestra el ensayo directo
DPPH-Quencher pero que no expone una asociacion directa o es muy débil con los
demas ensayos exponiendo en el segundo componente F2 con 15.14% de
variabilidad, también se aprecia que las muestras de semillas de uvas Quebranta,
Italia y Uvina estan desplazadas a la derecha y se diferencian de las otras variedades

indicando que son las muestras con mayor valor funcional.
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En latabla 11y figura 26 se aprecia la matriz de correlacidn segun el coeficiente
de Pearson para todos los ensayos a un nivel de confianza de 95% de la cual se puede
establecer que los polifenoles de las semillas de uvas tienen una fuerte correlacion
(r=0.942, p=0.001) con el ensayo FRAP en la medicion de la capacidad antioxidante
ya que ambos estan expresados en Equivalente Acido galico/g de semillas indicando
que la actividad antioxidante estaria muy asociado al contenido de sustancias
fenolicas de la semilla de uvas, el ensayo DPPH extractable también mostro una
correlacion alta y positiva (r=0.919, p=0.003) con los contenido de polifenoles al
igual que el ensayo ABTS+ mostrando una buena correlacion positiva (r=0.890,
p=0.007) y en menor relacion el ensayo ICI-DPPH con un r de 0.792 (p=0.034 <
0.05), en cambio el ensayo DPPH-IC50 mostro una buena correlacién negativa (r=-
0.852, p=0.015) indicando que a mayor contenido de polifenoles hay menor valor de
ICso ya que este valor es cada vez menor cuando se tienen una mayor actividad
antioxidante, también se puede observar que hay una alta correlacién (r=0.975, p=0)
entre los ensayos DPPH Extractable y ABTS+, esto nos indicaria que ambos
métodos son proporcionalmente similares durante la forma y capacidad de secuestrar

radicales libres del extracto de semillas de uvas.
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5.2. Conclusiones

Luego de los resultados obtenidos en la presente investigacion se puede llegar a las

siguientes conclusiones:

Las semillas de las siete variedades de uvas mostraron tener poder antirradical
mediante los métodos DPPH extractable (ICso e ICI), ABTS+ y FRAP, la variedad
de uvas que mostro mayor capacidad antioxidante fue la variedad Quebranta y en el
orden de mayor a menor coincidiendo en todas los ensayos extractables, se tiene;
Quebranta, Italia, Uvina, Borgofia blanca, Moscatel, Red globe y Borgofia negra.

La capacidad antioxidante de la semilla de uvas quebranta resulto en 63.46 uMol
DPPH inhibido/g semilla para el ensayo DPPH-Quencher; 181.08 uMol DPPH
secuestrado/g de semilla para el ensayo DPPH extractable; un indice de Capacidad
Inhibitoria (ICI) de 207.49 uMol DPPH/mL extracto de semilla, una Concentracion
Efectiva Media ICso de 0.21 mg Semilla/mL extracto; para el ensayo de ABTS+
resulto en 1292.94 uMol Equiv. Trolox/g de semillas; y para el ensayo FRAP fue de
451.19 uMol Equiv. Acido galico/g de semilla.

Todas las semillas de las siete variedades de uvas presentan contenido de compuestos
fendlicos totales mediante el ensayo del reactivo Folin- Ciocalteu, los extractos con
valores en el orden de mayor a menor son: Quebranta (97.26), Italia (96.55), Uvina
(89.90), Borgofia blanca (83.50), Moscatel (75.08), Red globe (74.25) y Borgofia

negra (63.23), valores expresados en mg Equivalente Acido galico/g de semilla.

El comportamiento antioxidante de las semillas de uvas presento una correlacion
lineal y significativa con el contenido de compuestos fendlicos segun el coeficiente
de Pearson a un nivel de confianza de 95%, el ensayo FRAP dio un r de 0.942, en
DPPH extractable un r de 0.919, el ensayo ABTS+ un r de 0.890 y en menor relacion
el ensayo ICI-DPPH con un r de 0.792, hay una correlacion negativa entre el
contenido de polifenoles (método de Folin-Ciocalteau) de las semillas de uvas con
el 1Cso en un valor de r de -0.852. Esto indica que los compuestos fenolicos son los
fitoquimicos que contribuyen directamente en la actividad antioxidante de las

semillas de uvas procedentes del Valle de Cafiete.
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5.3. Recomendaciones
= Aprovechar las semillas de uvas que son un excedente de las practicas vitivinicolas en
el Valle de Cafiete por medio de obtencion de extractos y su posterior aplicaciéon en la
industria alimentarias, cosmética, farmacéutica y otros como aditivos o suplementos

de valor agregado.

= Con respecto al proceso de obtencion del extracto, pueden evaluarse diferentes tipos de
solventes, tiempos de contacto con las semillas, temperaturas de tratamiento y
relaciones entre el sélido y los liquidos, asi como el grado de molienda de las semillas
y empleo de asistentes de extraccion como microondas, ultrasonidos, fluidos

supercriticos y otros.

= Aprovechar otros compuestos que son considerados residuos organicos de la industria
vitivinicola, compuestos por el orujo, pulpa de uva, semillas, pieles, tallos y otros que

pueden dar valor agregado y no ser considerados un contaminante al medio ambiente..

= Realizar trabajos de investigacion similares al actual, debido a al cambio climético y

calidad de agua.

= Concientizar a los agricultores la siembra dela variedad quebranta ya que presenta el

mayor potencial antioxidante.
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Anexo |

PROTOCOLO PARA LA DETERMINACION DE CAPACIDAD ANTIOXIDANTE:
METODO DPPH EXTRACTABLE

€

UNIVERSIDAD NACIONAL JOSE FAUSTINO SANCHEZ CARRION -
HUACHO

PROY ECT O DE INVESTIGACION MODALIDAD FOCAM:

—
Sot

&

hd <
fﬁ\"\ FORMULACION DE BEBIDAS FUNCIONALES CON CAPACIDAD ANTIOXIDANTE A
b BASE DE FRUTAS Y VERDURAS
V

Protocolo  Capacidad Antioxidante — SCI

10 ul de muestra o blanco 200 ul DPPH 60 uM en buffer ET
(5 a 6 diluciones diferentes)

. il i "y ™ "'l :' ¥ '-'
Ty 3y
\ LSS
. M
—cs

Muestra=diluidas previamentefiltradaso
centrifugsdas

Vortex e incubar a

temperatura ambiente (RT) Leer |z absorbancia a 520 nm

i
Célculos: xiomn
" 5= WL
R =i &
wd EjeX=concentracion |dilucion) muestras
. EjeY= porcentaje deinhibiion
3 * Control= 10 ul Buffer ET+ 200 ul DPPH 60 uM

Pendiente =SC I{ICI)
y IC I=indice de Capacidad de Inhibicién
(mMol DPPH/ml muestra)

o GmE 00 006 00E 000

™ vampls’ mmol DFFH

Preparacion de reactivos 50 uL DPPH stock

Buffer Tris-HC! {10mM pH = 7.5):
W g Tris base = 0.0303 g -— disolver en 20ml de aguo — gjustar el pHa 7.5
con HC! — ajustar el volumen a 25 mL en una fiola

Ajustar el volumen a 10 mL
con buffer ET en una fiola
aforada

Buffer ET: Mezclar buffer Tris-HC! {10 mM pH = 7.5) con Etanol {1:1 v/v)

DPPH stock 10 mM: 0.0039 g - disolver en etanol - gjustar el volumen a
1 mi en una fiola

DPPH 60 uM

Referencia
| Fatima Abdemahim, Silvia M. Arribas, M. Carmen Gonzalez, Luis Condezo-Hoyos. Food Chemistry, Volume 141, Issue 2, 15 Novemnber 2013, Pages 788-794
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Anexo 11

PROTOCOLO PARA LA DETERMINACION DE CAPACIDAD ANTIOXIDANTE:
METODO DPPH- QUENCHER

ﬁ"] UNIVERSIDAD NACIONAL JOSE FAUSTINO SANCHEZ CARRION
9 -HUACHO-
. PROYECTO DE INVESTIGACION MODALIDAD FOCAM:
@a'j FORMULACION DE BEBIDAS FUNCIONALES CON CAPACIDAD
o e

ANTIOXIDANTE A BASE DE FRUTAS Y VERDURAS
V

Protocolo Capacidad Antioxidante DPPH-QUENCHER

Preparacion de la muestra

' : |

5 - |
" £ 0.0010 g muestra
L) 1

—p Tamlzado malla — '

Pesado balanza
Moliendafina 0.05mm semi micro

Adicion directa del DPPH

120 ul DPPH
solucion Stock

% 1mL IIO()O ul)
IR 12u M
Ajustar el volumen o 10 mL Tomar 1 mL
) —_—
con buffer ET en una fiola
aforada l

DPPH 120 pM
e g _ Agitar 200 RPM x
Transferir a microplaca 1000 & ot Sﬁ/ Bl 10 minutos
200 ulL muestra centr fugada minutos —— Temperatura
(sobrenadante) o Control » < ambiente
(DPPH 120 uM) - % ":_ e -
b

Microcentrifuga
refrigeradaa 4°C

Calculos:
uMol = Fl x Concentracion DPPH x Volumen DPPH
E Peso Muestra
Fi= Fraccion de Inhibician
Leer la absorbancia (&) a 520 nm Fi= Acontrol— Amuestra
Acontrol
Preparacion de reactivos
Buffer Tris-HCl {10 mM pH = 7.5):
W g Tris base = 0.0303 g ---- disolver en 20 ml de agua --- ajustar el pH a 7.5 con HCl ---
ajustar el volumen a 25 mL en una fiola

DPPH stock 10 mM: 0.0039 g -—- disolver en etanol -
ajustar el volumen a 1 mlL en una fiola

Referencia

Condezo-Hovos L. A, Abderrahim F., Arriba 8. M., Gonzalez M.C. (2015). A novel, micro, rapid and

direct assay to assess total antioxidant capacity of solid foods. Talantal38 (2015}108-—1 16 E:lsetier BV
hitp://dx doi.org/10.1016/j talanta 2015.01.043




90

Anexo 111
PROTOCOLO PARA LA DETERMINACION DE CAPACIDAD ANTIOXIDANTE:
METODO ABTS+
T UNIVERSIDAD NACIONAL JOSE FAUSTINO SANCHEZ CARRION -
L HUACHO

PROYECTO DE INVESTIGACION MO DALIDAD FOCAM:

(_\Ii‘l{\ .: FORMULACION DE BEBIDAS FUNCIONALES CON CAPACIDAD ANTIOXIDANTE A

~ . BASE DE FRUTAS Y VERDURAS
Capacidad Antioxidante; Método ABTS+
10 uL de muestra o 10 ul de Estandar L 100 ulL ABTS+ (Solucién de

Trolox o blan.co . trabajo), por inyector o
(Para 1C50 hacera 6 diluciones de micropipeta de 8 canales

muestra) E .
Q‘?Q"H—-% \i/ automatica)
‘ 10 ul

T 14 7% [ 6 [ 7 &8 [ w]nlw
TTL1 [ SPLT | 5PLT | SPLT | SPLS | 5PLS | SPLE | SPLTT | 5PLWT | SPLT
BPLZ | SPL2 | SPLZ | SPL10 | SPLI0 | SPLS | SPLIE | SPL1E | SPLIE
SPL3 | SPL3 | SPLI | SPLIT | SPLTT | SPL10 | SPL13 | SP018 | SPLI9
| SPL4 | SPLA | SPLA | SPL1Z | SPL1Z | SPL11 | SPL20 | SPL20 | SPL20
SPLG | SPL | SPLS | SPLT3 | SPLT3 | SPLIZ | SPLH1 | SPL01 | SPLE1
Lectura a 734 nm, SFLE | 5PLG | SPLE | SPLIE | 5P | 5FLE | S | 5P | Pl
. po.r 6 12 y 16 BPLT | SPLT | SPLT | SPLIS | SPLIS | SPL1 | SPLT3 | 59123 | SPLT
| minutos
, SPL8 | SPLB | SPLE | SPLT6 | SPLTE | SPLI6 | CTL1 | CTLT | CILT

Preparacion de reactivos

Buffer Fosfato 5mM =5 mL BF 1M y aforar en una fiola de 1000 mL con agua UP (o 1 mL BF 75 uM mezcalr con 14 ml de aguo ultra pura)

Preparacion radical ABTS® (Stock)= Para 5 ml, Pesar 0.0152 g de ABTS, pesar 0.0033 g de persulfato pototdsico y agregar aguallP en
una fiola de 5 mL, mantener oscuridod o TR por 16 horas, extraer alicuotas de 1 mL o 500 ul para conservar a Ultracongelacion

Preparacién Solucién de Trabajo ABTS™ = Para una placa preparar 12 mia 15 mitomar 540 ul de ABTS* STOCK y mezclar con 12 mi de
BFa 5 mM (0675 ul de ABTS STOCK mas 15 mL de Buffer Fosfato a 5 mM), proteger de la Luz

Dilucién seriada: Curva estandar del Trolox

Pesar 0.0005 g Trolox y disolver con BF 5 mM (o Metanol) en una fiola de 2 mL se obtiene Trolox a 1000 uM { 0.0025g Trolox para 10 mi)
0.5 mLde BF 0.5mL de BF 05mLdeBF 05mLdeBF (05 mLdeBF 05mLdeBF 0.5 mL BF 5mM

] |

T""‘“_Jiﬁ”@ér“miQUI_"”LTlT““_#l

1000 uM = 1mmM

L B

500 uM 250 uM 125 uM 62.5uM 31.25uM 15.625 uM 7.8125 uM
REFERENCIA:

Re B., Pellegrini, N., Proteggentz, A Pannala, A, Yang, M, Rice-Evans C., 1999. Anfioxidant activity applying an improved ABTS radical cation
decolorization assay. Free Radic. Biol. Med. 26, 1231-1237. do1:10.1016/50891-3845(98)00315-3
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Anexo IV
PROTOCOLO PARA DETERMINACION DE POLIFENOLES TOTALES

UNIVERSIDAD NACIONAL JOSE FAUSTINO SANCHEZ CARRION -
HUACHO

REDes

PROYECT O DE INVESTIGACION MODALIDAD FOCAM:

hd <
(:“(f’_‘i\-’\ FORMULACION DE BEBIDAS FUNCIONALES CON CAPACIDAD ANTIOXIDANTE A
V BASE DE FRUTAS Y VERDURAS
Protocolo Polifenoles totales
50 pL muestra o 50 L del
Acido gélico reactivo de Folin-
(Curva estandar) Ciocalteau .
100 pL de Hidrdxido
de sodio (0.30 M)
—_— n T T
Vortex e incubara j‘
temperatura ambiente (RT)
% 2 min
Transferir a
microplaca
incubar a : L
temperatura ambiente (RT) . h »
x5al0min i h
l Preparacidn de reactivos
Hidrdxido de sodio (NaOH), 0.30 M: 0.30 g en 25 mi de agua destilada
;: = Arido gdlico stock (35mg,/Lj: 0.00175 g en 50 mi de ogua destilada
e Leer |la absorbancia a 760 nm o . :
v ‘[ Foiin {Dilucion): 1 mL Folin +4 ml agua destiloda
Dilucién seriada: Curva estandar
acido galico stock lmL de agua 1mL de agua 1deE agua 1deeagua 1mL de agua  1ml deagua
l 1rnL lmL lmL— —1 n1L 1mL
35.0 mg_:‘L 17.5 mg/L 8.75 mg/L 4.375 mg/L 2.1875 mg/fL 1.094 mgfL  0.547 mgfL
LI.E ml—
+
500 ul de agua

26.25 mg/L

Referencia

Magalhdes, LM, Santos, F.; Segundo, MA; Reis, 8.; Lima, JL.F.C. (2010). Rapid microplate hngh-throughput m ethodology for
assessment of Folin-Ciocalteu reducing capacity. Talota §3(2), 441-447.
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¥ UNIVERSIDAD NACIONAL JOSE FAUSTINO SANCHEZ CARRION -
@ HUACHO
PROYECTO DE INVESTIGAUE)N MODALIDAD FOCAM:
- FORMULACION DE BEBIDAS FUNCIONALES CON CAPACIDAD ANTIOXIDANTE A
V BASE DE FRUTAS Y VERDURAS
Anexo V

PROTOCOLO PARA LA DETERMINACION DE CAPACIDAD ANTIOXIDANTE:
METODO FRAP

Preparacion de reactivos:

A. Acetato Buffer: (300 mM, pH —3.6): Acido Acético Glacial (1,6176 ml.) + Acetato de Sodio anhidro
(0,1627 g.) + H2O Desinonizada ajustar a un pH de 3,6 (con dilucion de HCI) -----> Ajustar a un
Volumen de 100 ml. (en una Fiola)

B. TPTZ (10mM en HCI 40 mM):
(2,4,6 Tris (2-pyridyll)

0,00312g. TPTZ ------ -> Ajustar a un volumen de 1ml con HCI 40 mM (en una Fiola).
(La coloracioén a la Rx es ligeramente azul)
C. FeCl; (20mM):

0,0054 g. FeCls ------ - Ajustar a un volumen de 1ml con Agua desionizada (en una Fiola).

D. Acido Galico 5878,2 uM : (MW= 170.12)
Ac. Gélico auna CC. de 5878,2 uM, (Stock GA. --=> 1 mg/ml = 1g/L ---> 5878,2 uM)

E. HCI (40 mM):
Puro:  VheL =(0.073 g) / (1,1591 gr/ml)
= 0,069 ml.

Ve = 0,069 x (100/36,03)
- Ajustara50ml.  teeeeeeeo

174,6pL de HCI gp

Vher = 174,6 pL. con H,0 Desionizada. (En una Fiola)

e Solucién de trabajo FRAP:
10 ml. Buffer Acetato

Mezclar en un frasco oscuro. Esta Solucion de
+ 1ml. de solucion TPTZ trabajo se deberd preparar para el dia.
+1 ml. de solucion de FeCl3 (Total 12 ml); 12 ml => 60 muestras en microplaca.
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- Tener en cuenta que para la purga del equipo se necesita 1200 pL de solucién de trabajo.

e Preparacion de la curva:

- Ac. Galico a una concentracion de 5878,2 uM, (Stock GA. ---> 1 mg/ml = 1g/L ---> 5878,2 uM) a

partir de esta solucién se hacen diluciones para la curva estandar a las concentraciones siguientes:

23 = [ 9787 ul H:O

de Ac. GA. — Desionizada Para |as curvas del 1 al 5 se hace
la dilucion en basea 300 pL
E N‘
24000 ~~ 50l
180pL \
120pL =

+60pL +120uL +180mL 240 pL
H. 0 H;0 H.0 H. 0

e Extraccion de la muestra:

La extraccion se adapta dependiendo del tipo de muestra

0,25 g de =
muestra Eix?ri.ode

e Aplicacién en microplacas y lectura:

» Para la Curva Estandar:
Se aplica las diluciones de diferentes concentraciones en la microplaca 20 pL de STD, desde la
menor concentracion hasta la mayor concentracion y luego el equipo inyectard 150 pL de FRAP
(Solucion de Trabajo).

» Para las muestras:
Se aplica las diluciones de las muestras (extraidas previamente) en la microplaca 20 pL en cada
pocillo, (20 pL x 3 repeticiones, 3 pocillos por muestra). Luego el equipo inyectara 150 pL de
FRAP.

> Leer la Absorbancia a 593 nm en la Lectora de microplacas.
- T°=37°C
- Inyeccion de solucion de trabajo = 150 pL.
- Shaker = 3 seg.

- Leer alos 8 minutos.



PRUEBA DE TUKEY

Anexo VI

Simultaneous Tests for General Linear Hypotheses

Multiple Comparisons of Means: Tukey Contrasts - DPPH Quencher

Fit: aov(formula = DPPHQ ~ uvas, data = Dato)

Linear Hypotheses:

N e e = = T T S e o e S S S S N S N N = =

. Borgona Negra - 1.Borgofia Blanca ==
. Italia - 1.Borgofia Blanca ==

. Moscatel - 1.Borgofia Blanca ==

. Quebranta - 1.Borgofia Blanca ==
. Red Globe - 1.Borgofia Blanca ==
. Uvina - 1.Borgofia Blanca ==

. Italia - 1.Borgofia Negra ==

. Moscatel - 1.Borgofia Negra ==

. Quebranta - 1.Borgofia Negra ==
. Red Globe - 1.Borgofia Negra ==
. Uvina - 1.Borgoiia Negra ==

. Moscatel - 1.Italia ==

. Quebranta - 1.Italia ==

. Red Globe - 1.1talia ==

. Uvina - 1.Italia ==

. Quebranta - 1.Moscatel ==

. Red Globe - 1.Moscatel ==

. Uvina - 1.Moscatel ==

. Red Globe - 1.Quebranta ==

. Uvina - 1.Quebranta ==

. Uvina - 1.Red Globe ==

Estimate

-0.5600
-3.3000
1.1200
2.2800
0.3600
0.4000
-2.7400
1.6800
2.8400
0.9200
0.9600
4.4200
5.5800
3.6600
3.7000
1.1600
-0.7600
0.7200
-1.9200
-1.8800
0.0400

Std.
0.4293
0.4293
0.4293
0.4293
0.4293
0.4293
0.4293
0.4293
0.4293
0.4293
0.4293
0.4293
0.4293
0.4293
0.4293
0.4293
0.4293
0.4293
0.4293
0.4293
0.4293

Error
-1.304
-7.687

2.609
5.311
0.839
0.932
-6.382
3.913
6.615
2.143
2.236
10.296
12.998
8.525

8.619

2.702
-1.770
-1.677
-4.472
-4.379

0.093

94

t value Pr(>[t|)

0.84232

< 0.001 ***
0.17311
<0.001 ***
0.97771
0.96285

< 0.001 ***
0.01176 *
<0.001 ***
0.36533
0.31875
<0.001 ***
<0.001 ***
<0.001 ***

<0.001 ***
0.14584
0.58021
0.63745
0.00334 **
0.00426 **
1.00000



DPPHQ

Signif. codes: 0 "***'0.001 **'0.01 *'0.05"'.'0.1""'1
(Adjusted p values reported -- single-step method)

groups
DPPHQ  groups

1. Quebranta 63.46 a

1. Moscatel 62.30 ab

1. Uvina 61.58 bc

1. Red Globe 61.54 bc

1. Borgoria Blanca 61.18 bc

1. Borgofia Negra 60.62 c

1. Italia 57.88 d

Prueba de Tukey - Dpph Quencher
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Simultaneous Tests for General Linear Hypotheses

Multiple Comparisons of Means: Tukey Contrasts — DPPH Extractable

Fit: aov(formula = DPPH.Ext ~ uvas, data = Dato)

Linear Hypotheses:

R e e e i = T e o S o e N S N . = S =

Estimate

Borgofia Negra - 1.Borgoiia Blanca==0 -52.756

. Italia - 1.Borgofia Blanca == 25.986
. Moscatel - 1.Borgofia Blanca == -20.661
. Quebranta - 1.Borgofia Blanca == 74.857
. Red Globe - 1.Borgofia Blanca == -27.106
. Uvina - 1.Borgofia Blanca == 3.431
. Italia - 1.Borgofia Negra == 78.741
. Moscatel - 1.Borgoiia Negra == 32.095
. Quebranta - 1.Borgoiia Negra == 127.613
. Red Globe - 1.Borgofia Negra == 25.649
. Uvina - 1.Borgofia Negra == 56.187
. Moscatel - 1.Italia == -46.646
. Quebranta - 1.1talia == 48.872
. Red Globe - 1.Italia == -53.092
. Uvina - 1.Italia == -22.555
. Quebranta - 1.Moscatel == 95.518
. Red Globe - 1.Moscatel == -6.446
. Uvina - 1.Moscatel == 24.091
. Red Globe - 1.Quebranta == -101.964
. Uvina - 1.Quebranta == -711.427

. Uvina - 1.Red Globe == 30.537

Std.
5.369
5.369
5.369
5.369
5.369
5.369
5.369
5.369
5.369
5.369
5.369
5.369
5.369
5.369
5.369
5.369
5.369
5.369
5.369
5.369
5.369

Error  tvalue Pr(>[t])
-0.826 <0.001 ***
4.840 0.00138 **

-3.848 0.01370 *
13.943 < 0.001 ***
-5.049 < 0.001 ***
0.639 0.99454
14.666 < 0.001 ***
5.978 <0.001 ***
23.769 <0.001 ***
4777 0.00173 **
10.465 <0.001 ***
-8.688 < 0.001 ***
9.103 <0.001 ***
-9.889 < 0.001 ***
-4.201 0.00626 **
17.791 <0.001 ***
-1.201 0.88622
4.487 0.00312 **
-18.991 <0.001 ***
-13.304 < 0.001 ***
5.688 <0.001 ***



Signif. Codes: 0 ***'0.001 **'0.01 *'0.05".'0.1"''1
(Adjusted p values reported -- single-step method)

. Quebranta
. Italia

. Uvina

. Moscatel
. Red Globe

1
1
1
1. Borgoria Blanca
1
1
1. Borgofia Negra

DPPH.Ext
181.07784
132.20598
109.65120
106.22043
85.55975
79.11395
53.46454

groups

Prueba de Tukey - DPPH Extractable
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Simultaneous Tests for General Linear Hypotheses

98

Multiple Comparisons of Means: Tukey Contrasts — ABTS+

Fit: aov(formula = ABTS ~ uvas, data = Dato)

Linear Hypotheses:

Estimate

Pr(>[t])

1. Borgofia Negra - 1.Borgofia Blanca==0 -255.440
1. Italia - 1.Borgofia Blanca == 113.067
1. Moscatel - 1.Borgofia Blanca == -1.444
1. Quebranta - 1.Borgofia Blanca == 377.098
1. Red Globe - 1.Borgoiia Blanca == -46.741
1. Uvina - 1.Borgofia Blanca == 70.750
1. Italia - 1.Borgofia Negra == 368.507
1. Moscatel - 1.Borgofia Negra == 253.996
1. Quebranta - 1.Borgofia Negra == 632.538
1. Red Globe - 1.Borgofia Negra == 208.699
1. Uvina - 1.Borgofia Negra == 326.190
1. Moscatel - 1.Italia == -114.511
1. Quebranta - 1.ltalia == 264.030
1. Red Globe - 1.1talia == -159.808
1. Uvina - 1.1talia == -42.318
1. Quebranta - 1.Moscatel == 378.542
1. Red Globe - 1.Moscatel == -45.297
1. Uvina - 1.Moscatel == 72.194
1. Red Globe - 1.Quebranta == -423.838
1. Uvina - 1.Quebranta == -306.348
1. Uvina - 1.Red Globe == 117.490

Signif. codes: 0 ***'(0.001 **'0.01 *'0.05'.'0.1"''1

(Adjusted p values reported -- single-step method)

Std.

25.032
25.032
25.032
25.032
25.032
25.032
25.032
25.032
25.032
25.032
25.032
25.032
25.032
25.032
25.032
25.032
25.032
25.032
25.032
25.032
25.032

Error

-10.205
4517
-0.058
15.065
-1.867
2.826
14.722
10.147
25.269
8.337
13.031
-4.575
10.548
-6.384
-1.691
15.122
-1.810
2.884
-16.932
-12.238
4.694

t value

<0.001 ***
0.00303 **
1.00000

< 0.001 ***
0.52132
0.11629
<0.001 ***
<0.001 ***
<0.001 ***
<0.001 ***
<0.001 ***
0.00273 **
<0.001 ***
<0.001 ***
0.62912

< 0.001 ***
0.55622
0.10408
<0.001 ***
< 0.001 ***
0.00201 **



ABTS
. Quebranta 1292.9410
. ltalia 1028.9106
. Uvina 986.5930
. Borgofia Blanca 915.8434
. Moscatel 914.3992
. Red Globe 869.1026
. Borgofia Negra  660.4034

Prueba de Tukey — ABTS+

ABTS+

groups
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b
bc
cd
cd
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e
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Simultaneous Tests for General Linear Hypotheses

Multiple Comparisons of Means: Tukey Contrasts - FRAP

Fit: aov(formula = FRAP ~ uvas, data = Dato)

Linear Hypotheses:

Estimate Std. Error t value Pr(>[t])

1. Borgofia Negra - 1.Borgofia Blanca ==0 -135.9793
1. Italia - 1.Borgofia Blanca == 55.8403
1. Moscatel - 1.Borgofia Blanca == -7.4430
1. Quebranta - 1.Borgofia Blanca == 90.2016
1. Red Globe - 1.Borgoiia Blanca == -12.9307
1. Uvina - 1.Borgofia Blanca == 55.0749
1. Italia - 1.Borgofia Negra == 191.8196
1. Moscatel - 1.Borgofia Negra == 128.5363
1. Quebranta - 1.Borgofia Negra == 226.1809
1. Red Globe - 1.Borgoiia Negra == 123.0486
1. Uvina - 1.Borgofia Negra == 91.0541
1. Moscatel - 1.Italia == -63.2832
1. Quebranta - 1.Italia == 34.3613
1. Red Globe - 1.1talia == -68.7710
1. Uvina - 1.1talia == -0.7654
1. Quebranta - 1.Moscatel == 97.6446
1. Red Globe - 1.Moscatel == -5.4877
1. Uvina - 1.Moscatel == 62.5178
1. Red Globe - 1.Quebranta == -103.1323
1. Uvina - 1.Quebranta == -35.1267
1. Uvina - 1.Red Globe == 68.0056

21.5453
21.5453
21.5453
21.5453
21.5453
21.5453
21.5453
21.5453
21.5453
21.5453
21.5453
21.5453
21.5453
21.5453
21.5453
21.5453
21.5453
21.5453
21.5453
21.5453
21.5453

-6.311 < 0.001 ***
2.592 0.20056
-0.345 0.99981
4.187 0.01214 *
-0.600 0.99573
2.556 0.21129
8.903 < 0.001 ***
5966 <0.001 ***
10.498 < 0.001 ***
5.711 <0.001 ***
8.868 < 0.001 ***
-2.937 0.11450
1.595 0.68772
-3.192 0.07385.
-0.036 1.00000
4.532 0.00667 **
-0.255 0.99997
2.902 0.12146
-4.787 0.00409 **
-1.630 0.66732
3.156 0.07/862.
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Signif. codes: 0 ***'(0.001 **'0.01 *'0.05"'.'0.1""'1
(Adjusted p values reported -- single-step method)

groups
FRAP groups

1. Quebranta 451.1937 a
1. Italia 416.8323 ab
1. Uvina 416.0669 ab
1. Borgoiia Blanca  360.9920 b
1. Moscatel 353.5491 b
1. Red Globe 348.0614 b
1. Borgofia Negra 225.0128 c

Prueba de Tukey - DPPH Extractable
FRAP
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Simultaneous Tests for General Linear Hypotheses
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Multiple Comparisons of Means: Tukey Contrstsa - Polifenoles totales

Fit: aov(formula = FENOLES ~ uvas, data = Dato)

Linear Hypotheses:

Estimate
Pr(>[t])
1. Borgofia Negra - 1.Borgofia Blanca==0 -20.2716
1. Italia - 1.Borgofia Blanca == 13.0497
1. Moscatel - 1.Borgofia Blanca == -8.4205
1. Quebranta - 1.Borgofia Blanca == 13.7586
1. Red Globe - 1.Borgoiia Blanca == -9.2488
1. Uvina - 1.Borgofia Blanca == 6.3992
1. Italia - 1.Borgofia Negra == 33.3212
1. Moscatel - 1.Borgofia Negra == 11.8510
1. Quebranta - 1.Borgofia Negra == 34.0301
1. Red Globe - 1.Borgofia Negra == 11.0227
1. Uvina - 1.Borgofia Negra == 26.6707
1. Moscatel - 1.Italia == -21.4702
1. Quebranta - 1.Italia == 0.7089
1. Red Globe - 1.1talia == -22.2985
1. Uvina - 1.1talia == -6.6505
1. Quebranta - 1.Moscatel == 22.1791
1. Red Globe - 1.Moscatel == -0.8283
1. Uvina - 1.Moscatel == 14.8197
1. Red Globe - 1.Quebranta == -23.0074
1. Uvina - 1.Quebranta == -7.3594
1. Uvina - 1.Red Globe == 15.6480

Std.

3.5969
3.5969
3.5969
3.5969
3.5969
3.5969
3.5969
3.5969
3.5969
3.5969
3.5969
3.5969
3.5969
3.5969
3.5969
3.5969
3.5969
3.5969
3.5969
3.5969
3.5969

Error

-5.636
3.628
-2.341
3.825
-2.571

1.779
9.264
3.295
9.461
3.065
7.415
-5.969
0.197

-6.199
-1.849
6.166
-0.230
4.120
-6.397

-2.046
4.350

t value

<0.001 ***
0.02234 *
0.27140
0.01449 *
0.18513
0.57487
<0.001 ***
0.04555 *
<0.001 ***
0.07304.
<0.001 ***
<0.001 ***
0.99999
<0.001 ***
0.53233
<0.001 ***
0.99998
0.00751 **
<0.001 ***
0.41747
0.00433 **
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Signif. codes: 0 "***'(0.001 **'0.01*'0.05"'.'0.1"''1
(Adjusted p values reported -- single-step method)

groups
FENOLES groups

1. Quebranta 97.25606 a
1. Italia 96.54715 a
1. Uvina 89.89665 ab
1. Borgofia Blanca 83.49749  Dbc
1. Moscatel 75.07694 c
1. Red Globe 74.24865 cd
1. Borgofia Negra  63.22591 d

Prueba de Tukey — Polifenoles Totales
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