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l. INTRODUCCION

La uva (Vitis labrusca L.), es una planta de facil expansion, por su
buena adaptacion a condiciones edafoclimaticas, la importancia del consumo
de esta fruta, es porque aporta una adecuada proporcién de nutrientes. El
interés por el consumo de la fruta en los dltimos afios estd cobrando especial
importancia, debido a sus componentes fendélicos a los cuales se les atribuye
un impacto significativo en la prevencion o tratamientos de algunas
enfermedades debido a sus propiedades antioxidantes. La maduracion de los
racimos de la uva no es homogénea ya que en la zona superior del racimo la
maduracion siempre esta mas adelantada que en su zona terminal, de manera
visual los racimos cambian de color hasta el momento de la vendimia. Dicha
variabilidad muestra la importancia de su estudio en funcién a los compuestos
fendlicos, antocianinas y la actividad antioxidante en diferentes partes del fruto
(piel, pulpa y semilla).

El valle del distrito de San Antonio de Cumbasa — San Martin,
reune las condiciones para el cultivo de la uva (Vitis labrusca L.) ya que esta
fruta se viene produciendo en dicha zona. Por lo que en el presente trabajo se
plantearon los siguientes objetivos.

e Evaluar el contenido de polifenoles totales y antocianinas, en piel, pulpa y

semilla de uva, en estado pintén, maduro y sobremaduro.



2

e Evaluar la capacidad antioxidante mediante el radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH) y el radical libre 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolino -6-
acidosulfénico) (ABTS) en piel, pulpa y semilla de uva, en estado pintdn,

maduro y sobremaduro.



II. REVISION DE LITERATURA

2.1. Aspectos generales de la uva (Vitis labrusca L.)

La vid pertenece a la familia de las Vitaceas, que comprenden
entre 15 a 16 géneros, entre los que destaca el género Vitis, originario de las
zonas templadas del hemisferio norte (JACKSON, 2008). La vid es un arbusto
constituido por raices, tronco, sarmientos, hojas, flores y fruto. Las hojas son
las encargadas de transformar la sabia bruta en elaborada, son las ejecutoras
de las funciones vitales de la planta: transpiracion, respiracion y fotosintesis. Es
en ellas donde se forman las moléculas de los acidos, azlcares, etc., que se
van a acumular en el grano de la uva condicionando su sabor. La planta de vid
posee frutos (uvas) clasificados botanicamente como “bayas”, las cuales se
organizan o agrupan en un conjunto o “racimo” a través de un érgano herbaceo
o lefloso conocido como “raspdén o escobajo”. A su vez, cada baya se
encuentra unida al escobajo por medio del “pedicelo”, por el cual ingresan los
vasos conductores que suministran el agua y nutrientes a la misma

(RIBEREAU-GAYON et al., 2006).

2.1.1. Origen y distribucion geografica
La uva (Vitis labrusca L.) es una uva hibrida que se origino en el
sur de Estados Unidos (Carolina del sur) antes de 1800, deriva de la cepa

nativa Vitis labrusca L. su buena adaptacion a condiciones edafoclimaticas,



4
variables, elevada productividad, longevidad y relativa rusticidades, es un
injerto en base a labrusca e Vitis vinifera y de esta forma conseguir que la
planta fuera practicamente inmune a la plaga, de todos los cultivares de
labrusca, la uva isabella es la mas difundida fuera de Estados Unidos. En
América Latina, ademas de Argentina, la uva isabella es cultivada en Brasil
(Rio Grande do Sul, Santa Catarina), Colombia (Valle del Cauca), Uruguay y

Peru (Valle de Cafiete) (DURAN y HERNANDEZ, 2007).

2.1.2. Clasificacion botanica
La botanica sistematica sitia a la variedad de Vitis labrusca L.

(isabella); es la especie mas importante (SALAZAR y MELGAREJO, 2005).

Division : Espermatofitas
Subdivisiéon : Angiospermas
Clase : Dicotiledoneo
Subclase : Archiclamideas
Orden : Rhamnales
Familia : Vitdcea
Género : Vitis L.
Especie X Labrusca

2.1.3. Caracteristicas de la fruta
La uva verde, sin madurar, contiene una gran carga de acidos
Tartaricos, malicos y, en menor medida, citricos. Del verde pasara al amarillo,

si la variedad es blanca y al rojo claro, que se ira oscureciendo, si es tinta.
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Durante el proceso de maduracién de la uva, los acidos van cediendo terreno a
los azlcares procedentes de la frenética actividad ejercida por las hojas,
merced al proceso de fotosintesis. El fruto de la uva a su vez puede ser dividido
en tres partes cada una de ellas con un aporte especifico de caracteristicas y
componentes: la piel, la pulpa y las pepitas. La piel, también denominada
hollejo, contiene la mayor parte de los componentes colorantes y aromaticos de
los vinos. Las pepitas o semillas, se encuentran dentro de la pulpa y difieren
segun las variedades, llegando incluso a encontrarse uvas que nhos las
contienen. Poseen una capa muy dura y proporciona taninos al vino. En las
uvas cosechadas con madurez tecnoldgica, el peso fresco de los racimos esta
representado aproximadamente por el 2-8% de escobajos, 5-20% de hollejos,
1-6% de semillas y 74-90% de pulpa y jugo. Los componentes quimicos que
conforman las bayas son principalmente agua, azucares, elementos minerales,
acidos orgéanicos, compuestos nitrogenados, lipidos, sustancias colorantes y

compuestos fendlicos (BOULTON et al., 2002).

2.1.4. Partes de la fruta
El grano de uva (Vitis labrusca L.) a su vez puede estar dividida en
cuatro partes: Piel, pulpa, semilla y pincel (KASHIF et al., 2011).
e Piel: Envuelve la parte carnosa, donde se inicia las formaciones de materias
colorantes y aromaticas. Las temperaturas altas, el elevado porcentaje de
radiacion solar y los suelos calcareos, dan mejor sabor y colorido al fruto,
siendo asi, en suelos arcillosos y silicicos. La cuticula es denominado también

como piel de los granos, estan recubiertos por una capa de cera, fina e
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impermeable llamada pruina, la pruina protege las células de la piel contra
efectos de aire su humedad, evita la penetracion de gérmenes de
enfermedades en el interior del grano, las capas de la piel contienen una
sustancia colorante roja, propia de la uva; estan compuestos de celulosa y
agua, (18 y 80% respectivamente), contiene ademas taninos y materiales
colorantes. Los fenoles presentes en la piel corresponden a antocianos,
flavanoles, flavonoles, taninos condensados y &cidos fenodlicos. Estos
representando alrededor del 12% de los polifenoles totales de la uva.

e Pulpa: Parte carnosa y jugosa del grano de uva, generalmente es incolora,
su sabor depende de la fluctuacion de la temperatura de la cual favorece a la
concentracion de azulcares, la pulpa esta formada por tres capas de células: las
redondeadas, situadas contra la red vascular; las alargadas, que siguen el
sentido del radio de la baya, y las alargadas, perpendicularmente a este radio.

e Semilla: Las frutas de uva contiene semillas cuya cantidad oscila entre 2 y
4, que representan entre 10 — 20% de aceites que se utiliza para elaborar
aceites de mesa, contiene ademas de 5 - 9% de taninos. Durante el periodo de
maduracion, existe un descenso en el nivel de fenoles totales, atribuido
principalmente a una disminucion en la concentracién de taninos de la semilla
producto de su oxidacion. Ademas, se atribuye a una menor extraccion de
compuestos fendlicos debido a un endurecimiento de las paredes secundarias
e impermeabilizacion de la semilla durante la maduracion.

e Pincel: Es el canal por el que se nutre la baya, formado por la propagacién

de los vasos conductores del pedicelo.



2.1.5. Etapas del fruto

e Etapa verde: Va desde la formacién del grano hasta el envero (cambio de
color de verde a rojo en variedades tintas y amarillo en variedades blancas). El
aumento de tamafio es rapido, especialmente en la semilla, la acidez es alta y
las bayas son duras. La uva verde sin madurar, contiene una gran carga de
acidos tartarico, malico y en menor medida el &cido citrico. El contenido de
estas sustancias dependerd en gran medida del tipo de variedad de la que
procede y de las condiciones edafoclimaticas como la luz, temperatura y
humedad van a ser decisivas en la conformacién de los acidos organicos,
importantes en la calidad organoléptica en uvas de mesa y en la estabilidad
microbiolégica en uvas para elaboracion de vino. En esta etapa la uva se
comporta como un érgano fotosintetizante (SALAZAR y MELGAREJO, 2005).

e Etapas del envero: El momento en que la uva cambia de color, recibe el
nombre de envero. Durante el proceso de maduracion de la uva, los &cidos van
cediendo terreno a los azlcares procedentes de la actividad fotosintética
ejercida por las hojas. Los troncos de la cepa también contribuyen al dulzor de
la uva, ya que actian como acumuladores de azucares, debido a esta razon,
las vides viejas son capaces de proporcionar un fruto mas regular y una calidad
mas constante. El envero ocurre en la ultima fase de crecimiento herbaceo de
la baya. EI comportamiento de la variedad Pinot noir, bajo condiciones de clima
frio tropical, el envero tuvo una duracion de 14 dias y se caracterizO por un
cambio gradual de color de verde a rojo, a la degradacion de clorofila y sintesis

de antocianos (ALMANZA-MERCHAN y BALAGUERA-LOPEZ, 20009).
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e Etapa de maduraciéon: Se realiza el desdoblamiento de los acidos
organicos, se inicia desde el envero hasta la madurez organoléptica. Durante
esta etapa el fruto adquiere el color caracteristico, sigue engrosando y se
comporta como un organo de trasformacion. Definen los siguientes tipos de
maduracion: maduracion fisiolégica, cuando las semillas son capaces de
germinar adecuadamente, el color de las semillas pueden usarse como
referencia e indicador del envero; maduracion viticola, se caracteriza por que la
cepa deja de crecer y cesa la competencia de los brotes por asimilados,
dirigiendose preferiblemente hacia los frutos y ramas, tronco y raices como
sustancia de reserva; maduracién fenolégica, se presenta cuando ha terminado
el ciclo fenoldgico de las cepas, la duracion depende del cultivar y condiciones
climaticas, la maduracion fendlica se emplea en cultivares tintos y permite
determinar el momento de vendimia basandose en contenidos de antocianos y
taninos, esta relacionada con la extractabilidad real de color, sabor y aroma de
los vinos y su aptitud para envejecimiento (SALAZAR y MELGAREJO, 2005).
e Etapa de sobremaduracion: Durante este periodo la uva se pacifica, pierde
agua por deshidratacibn y su composicién quimica evoluciona y es muy
sensible al ataque de patdogenos (NAVARRETE, 2003). El desarrollo del fruto
esta condicionado por el clima, la nutricion, el riego, las practicas de cultivo y la

fertilidad de las cepas (SALAZAR y MELGAREJO, 2005).

2.1.6. Composicion quimica
El agua es el componente quimico mayoritario de la uva madura

(75-85%). Los azucares representan normalmente mas del 90% de los solidos
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solubles totales en bayas maduras, se acumulan principalmente en las células
de la pulpa en concentraciones comprendidas entre 150 y 300 g/L, estos
azucares se presentan bajo la forma de hexosas, especialmente glucosa y
fructosa, y el resto se compone fundamentalmente de sacarosa, y algunas
pentosas (arabinosa, ramnosa, ribosa, xilosa, maltosa y rafinosa, entre otros)
(BOULTON et al.,, 2002 y KELLER, 2010). Son hidratos de carbono de facil
asimilacion como la glucosa, la fructosa, sacarosa, dextrosa y levulosa.
También contiene cantidades apreciables de fibra (fundamentalmente de tipo
soluble), vitaminas (B6 y acido fdlico) y minerales (potasio). Los acidos tartarico
y malico representan aproximadamente entre el 70 y 90% del contenido total de
acidos organicos presentes en bayas maduras, encontrandose pequefias
cantidades de otros acidos como citrico, oxalico, succinico, fumarico, lactico y
acético, asi como también acidos fendlicos, aminoacidos (KELLER, 2010). Con
respecto al nitrégeno, en las bayas maduras y en el mosto puede encontrarse
en forma mineral u organica (aminoacidos libres, péptidos, proteinas, urea y
derivados de &cidos nucleicos, entre otros), alcanzando una concentracion total
comprendida generalmente entre 100 y 1200 mg/L. El mosto posee alrededor
de 30 aminoacidos, pero sélo algunos se encuentran en concentraciones
apreciables (prolina, arginina, glutamina, alanina, glutamato, serina y treonina).
En cuanto a la composicion lipidica, las bayas poseen ceras epicuticulares e
intracuticulares, acidos grasos, y lipidos de membrana en hollejo y pulpa, y
aceites en las semillas. Por su parte, las semillas contienen acidos grasos
poliinsaturados, principalmente linoleico y oleico, y saturados como palmitico y

estearico (CONDE et al., 2007).
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2.2. Términos para determinar el estado de madurez de las frutas

2.2.1. Estado de madurez

REID (2002) indica que el cambio de color es la caracteristica mas
notoria en muchas frutas durante su maduracion y por ello se utiliza como
criterio para definir el estado de madurez de una fruta, la transformacion mas
importante es la degradacion del color verde, la cual esta asociado con la
sintesis 0 desenmascaramiento de pigmentos cuyos colores oscilan entre el
amarillo (carotenoides) y el rojo-morado (antocianinas), enfatiza que los
pardmetros (tamafo, color, firmeza, etc.) deben correlacionar bien con los
cambios en los diferentes estados de madurez del fruto. ARCILLA et al. (2002)
menciona que el estado de madurez en la uva de mesa se determina por
criterios como el color de la base del peddnculo, y el color y sabor de las bayas
caracteristico de cada variedad. Ademas, se pueden realizar medidas del

contenido de azUcares y de la acidez del mosto extraido de las uvas.

2.2.2. Madurez

FAO/OMS (1984) establece que la madurez es el estado en que
todo producto fresco esta listo para la cosecha cuando se ha desarrollado
hasta encontrar el momento ideal para el consumo. Desde el punto de vista
botanico, madurez del fruto es aquel que ha completado su crecimiento activo
(crecimiento vegetativo) y produccién de semillas (madurez fisiol6gica).Las
manifestaciones de la madurez pueden ser identificadas y asociadas al proceso
de la recoleccién, teniendo en cuenta el tiempo necesario para llegar al

mercado y el tipo de manipulacién a que sera sometido en el camino. AGUSTI
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(2004), menciona que el tiempo exacto para recolectar la fruta depende de
varios factores: La variedad, ubicacion, clima, facilidad de quitar la fruta del

arbol y el proposito para el que ha sido prevista la fruta.

2.2.3. Maduracion

La maduracion se define como el periodo comprendido entre el
envero de la uva y la vendimia. Este periodo tiene una duracion media de 46
dias durante el cual la uva continda engordando (BLOUIN y GUIMBERTEAU,
2004). La maduracion de los frutos puede ser definida como la secuencia de
cambios morfologicos, fisioldgicos y bioquimicos que conducen a la formacion
de un fruto apto para el consumo humano. La maduracion es un complejo
proceso que engloba fendmenos tales como el enriquecimiento en azucares,
pérdida de acidez, ablandamiento de la piel, coloracién de la piel, formacion de
taninos, formacién de aromas. Cada variedad llega a este proceso con una
evolucion caracteristica de cada uno de estos parametros segun sus
condicionamientos: climatologia y caracteristicas del vifiedo (suelo, caracter
genético y técnicas de cultivo). Por lo tanto es necesario realizar estudios de
maduracién siguiendo la evoluciéon de los componentes de la uva (RUIZ, 2001).
AGUSTI (2004) menciona que la maduracién es el conjunto de cambios
externos e internos como el sabor y la textura que un fruto experimenta cuando
completa su crecimiento. En esta fase de desarrollo del fruto cambia la
coloracién del pericarpio, disminuye el contenido de almidén, aumenta la
concentracion de azUcares, se reduce el contenido de acidos y pierde firmeza.
Superada esta etapa, el fruto pierde firmeza, aumenta su sensibilidad a las

condiciones del medio, pierde el control metabdlico e inicia su senescencia.
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2.3. Generalidades de los polifenoles

2.3.1. Descripcion

En los ultimos afios se ha prestado especial atencion a una clase
especifica de metabolitos secundarios, como los polifenoles, que son
sustancias que estan naturalmente presentes en practicamente todos los
materiales vegetales, cereales y frutas, asi como sus derivados, tales como el
vino y la sidra (ALONSO et al., 2002). Los frutos, en adicion a los nutrientes
esenciales y a una serie de micronutrientes tales como minerales, fibras y
vitaminas, aportan ademas diversos metabolitos secundarios de naturaleza

fendlica, denominados polifenoles (KUSKOSQUI et al., 2005).

2.3.2. Estructuray clasificacion
UGARTONDO (2009) menciona que desde el punto de vista
quimico, los polifenoles se caracterizan por contener un anillo aromético unido
a dos o0 mas grupos hidroxilo (grupo fenol); la estructura de los polifenoles varia
de moléculas simples, como los acidos fendlicos, a estructuras complejas,
como los taninos condensados. Se clasifican en cuatro familias en funcion del
namero de anillos fendlicos y de los elementos estructurales unidos a esos

anillos: flavonoides, acidos fendlicos, estilbenos y lignanos.

Flavonoides Acidos fendlicos Estilbenos
COOH RO
Rg R3
R, HO
Catequina Acido galico Resveratrol

Figura 1. Estructura quimica de los polifenoles.
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e Flavonoides: Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los
vegetales y que protegen al organismo del dafio producido por agentes
oxidantes, como los rayos ultravioleta, la polucibn ambiental, sustancias
quimicas presentes en los alimentos (MARTINEZ-VALVERDE et al.,, 2002).
UGARTONDO (2009), indica que los flavonoides son polifenoles de bajo peso
molecular formados por la combinacion de derivados de fenilalanina y el acido
acético; comparten una estructura comun caracterizada por tener un esqueleto
difenil propano (CsCsCs). La actividad de los flavonoides como antioxidantes
depende de las propiedades redox de sus grupos hidroxifendlicos y de la
relacion estructural entre las diferentes partes de la estructura quimica.
e Acidos fendlicos: ODRIOZOLA (2009) indica que los acidos fendlicos son
compuestos no flavonoides mas estudiados y se caracterizan por tener un
acido carboxilico funcional. Los acidos fendlicos forman un grupo diverso que
incluyen los derivados del &cido hidroxibenzoico y el acido hidroxindmico.
Ejemplos de los derivados del &cido hidroxibenzoico son el &cido p-
hidroxibenzoico y galico. Generalmente los acidos fendlicos estan presentes en
diversas formas conjugadas, siendo mas frecuentes como ésteres que como
glucosidos.
e Estilbenos: Si bien existen en diferentes especies vegetales, las uvas y sus
productos derivados se consideran la fuente dietaria mas importante de
estilbenos (GUEBAILIA et al., 2006). Los estilbenos también pueden formar
complejos oligoméricos y poliméricos denominados viniferinas (RENTZSCH et
al., 2009). En general, no poseen propiedades sensoriales, sin embargo, segun

diversos estudios se los relaciona con funciones benéficas para la salud
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humana por sus potenciales efectos antioxidante, anticarcinogénico,
cardioprotectivo y neuroprotectivo (SAIKO et al., 2008).

e Lignanos: Algunas frutas pueden contener niveles bajos de lignanos, este
término se asigna a varias clases de fenilpropanoides, los cuales a su vez
pueden ser dimeros u oligbmeros. Para ser absorbidos deben ser
transformados en enterodiol o enterolactona por la flora microbiana del intestino
en los mamiferos; estos compuestos son estrogénicamente activos (GLITSO et

al., 2000).

2.4. Generalidades de las antocianinas

Las antocianinas pertenecen al grupo de los compuestos fendlicos,
particularmente de los flavonoides, que se caracterizan por su solubilidad en
agua y por sus colores brillantes, son parte de los pigmentos de las flores y
ocasionalmente de hojas, tallos y raices; su gama abarca desde el color rojo
hasta el azul. Las antocianinas tienen un caracter antioxidante, por lo que su
consumo puede suponer un beneficio para la salud, ya que disminuyen los
niveles de colesterol, proveen proteccion contra las enfermedades cardiacas y
cancerigenas (ROSALES, 2003). Las antocianinas o antocianos son los
compuestos fenolicos responsables del color rojo de las uvas y vinos tintos y se
encuentran ubicados principalmente en los hollejos de las bayas, aunque
también estan presentes en la pulpa de algunas variedades tintoreras
(MONAGAS et al., 2006). En las concentraciones normalmente encontradas en
los vinos tintos (0,3-1,2 g/L), los antocianinos no contribuyen intrinsecamente a
la astringencia y parecen carecer de propiedades gustativas (VIDAL et al.,

2004). El color de las antocianinas depende de varios factores intrinsecos,
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como son los sustituyentes quimicos que contenga y la posicion de los mismos
en el cation flavilio (POO, 2005). Las antocianinas también juegan un papel en
las propiedades antidiabéticas tales como control de lipidos, secrecion de

insulina y efectos al vaso protectivo (SHIPP y ABDEL, 2010).

2.4.1. Estructura quimica

Las antocianinas son de color rojo y violeta, solubles en agua, y
estan ampliamente distribuidas en la naturaleza, formadas por una molécula de
antocianidina (aglucén) que se une a una fraccién de carbohidrato a través de
un enlace B-glucosidico. La estructura quimica de los antocianidinas consiste
en un grupo flavilo que a la vez esta formado por una molécula de benzopirano
unida a un anillo fendlico, entre todas las antocianidinas que se conocen
actualmente, las mas importantes son la pelargonidina, la cianidina, la

delfinidina, la peonidina, la petunidina y la malvidina, (QUINTERO, 2004).

oH

Figura 2. Estructura general de las antocianinas



16

La estructura quimica consiste en un grupo flavilio formado por un

anillo de benzopirano unido a un anillo fenilico (SHIPP y ABDEL, 2010). Las
antocianinas son glucésidos solubles en agua de antocianidinas y son parte de
los compuestos fendlicos conocidos como flavonoides con un anillo-A benzoil y
un anillo-B hidroxicinamoil. La estructura de la antocianina es el 2-

fenilbenzopirilio de la sal de flavilio (QUINTERO, 2004).

Cuadro 1. Partes sustituibles de las antocianinas.

Aglicona Sustitucién A max (nm)
rl r2 Espectro

Pelargonidina H H 494 (naranja)
Cianidina OH H 506(naranja- rojo)
Delfinidina OH OH 508 (azul-rojo)
Peonidina OCHs H 506 (naranja-rojo)
Petunidina OCHs OH 508 (azul-rojo)
Malvidina OCHs OCHs 510 (azul-rojo)

Fuente: (QUINTERO, 2004).

2.4.2. Factores que influyen en el contenido y estabilidad de las
antocianinas y otros flavonoides en la uva

REYNIER (2002) menciona que la sintesis de compuestos

fendlicos durante la maduracién de las bayas depende de varios factores entre

los que se cuentan factores relativos a la variedad, ademas de factores de

manejo del viiiedo, factores ambientales como el clima y otros de los cuales los

mas representativos se describen a continuacion:
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e Factores genéticos y ambientales: El estado de la membrana de las
células vacuolares de los hollejos que contiene los pigmentos antocianicos es
responsable de la extractabilidad, la cual es una caracteristica de la variedad.
En efecto, en la maduracién hay un fenomeno de degradacion que influye en la
cohesion de las paredes de estas células permitiendo asi el escape del
contenido vacuolar (liberacion de antocianos). Este fenémeno se debe en parte
al ataque de estas paredes vacuolares por enzimas (pectinasas), lo que
provoca la salida del calcio y la liberacion del contenido vacuolar. Ahora bien,
las paredes de estas células son caracteristicas propias de la variedad, las
cuales tendran aptitudes mas o menos fuertes para responder a estos atagues
enzimaticos (REYNIER, 2002). Lo anterior puede deberse a que la enzima
clave en la via de biosintesis de los precursores de antocianinas, es la
fenilalalina amonio liasa (PAL), la cual es dependiente de la luz y la
temperatura, con lo cual un exceso o déficit de estos factores afectara la
sintesis de compuestos antocianicos. También el contenido de antocianinas de
una determinada variedad serd mayor si se cultiva en un clima frio que en una
region mas calida (ZOECKLEIN et al., 2001).

e Madurez de las uvas y evolucién de los compuestos fendlicos: En el
momento del envero, las bayas verdes pierden la clorofila y evolucionan a rojas
0 menos amarillas. Esta evolucion que prosigue durante la maduracion permite
distinguir las variedades tintas de las blancas. Esta materia colorante,
antocianos (rojos) y flavonoides (amarillos) no afecta mas que al hollejo; sin
embargo, la pulpa de algunas variedades, llamadas tintoreras, acumulan

antocianos. Al mismo tiempo, otras sustancias organicas, los taninos, sufren



18
modificaciones cuantitativas y cualitativas en los hollejos y semillas. La
biosintesis de antocianos comienza solo cuando la maduracion de las bayas
empieza, 0 sea, en el envero y normalmente continua a través de la fase de
maduracion y crecimiento de la baya; al final del periodo de maduracion o al
principio de la sobremaduracion, se produce generalmente una leve
disminucién de antocianos (BLOUIN y GUIMBERTEAU, 2004). La biosintesis
de antocianos ha sido extensivamente estudiada en petunias, maiz y otros
vegetales, lo cual ha llevado a elucidar la via por la cual varios de los
pigmentos antocianicos se sintetizan desde carbohidratos como resultado del
metabolismo secundario de las plantas (ROBINSON y DAVIES, 2000).
Ademas, en un ensayo realizado sobre bayas de los cultivares Cencibel y
Garnacha, dos variedades de Vitis vinifera L., se establecié que el contenido de
antocianos esta directamente relacionado con el contenido de azucares de la
baya (CONTRERAS, 2001). En las semillas, los contenidos en taninos
alcanzan su maximo antes del envero y van disminuyendo hasta su madurez
fisiol6égica; mas tarde son practicamente estables (BLOUIN y GUIMBERTEAU,
2004).

e Factores culturales: Mediante estudios es posible establecer que el
contenido y grado de extractibilidad de antocianos no seria solo un factor
determinado por caracteristicas propias de la variedad sino que también es
posible manejar esta variable a través del raleo de racimos (CONTRERAS,
2001). El riego afecta el contenido de antocianos en la uva, es asi que el déficit
hidrico aumenta el color de las bayas en variedades tintas como resultado de

un aumento en la produccion de antocianinas, debido a una mayor exposicion
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de las bayas a la luz, como resultado de una reduccion del crecimiento
vegetativo o por aumento en la relacion gravimétrica hollejo/pulpa de la baya,
resultante del menor crecimiento de esta, sin embargo si el déficit hidrico es

mayor puede producirse la falta de sintesis de antocianos (AVILA, 2002).

2.5. Antioxidante

JURADO y MUNOZ (2009), indican que los antioxidantes son
sustancias que pueden inhibir o retardar el proceso oxidativo, interfiriendo con
la iniciacion o propagacion de las reacciones en cadena de la auto-oxidacion.
La importancia de un antioxidante depende de su concentracién, del medio
donde actia y de su habilidad para interaccionar con sistemas regeneradores.
Las propiedades antioxidantes son sustancias capaces de proteger a las
células de los efectos de las radicales libres (moléculas producidas cuando el
cuerpo degrada los alimentos o por la exposicion ambiental al humo del tabaco
y la radiacién).
e Antioxidantes endégenos o enzimaticos

Los organismos vivos han disefiado estrategias genéticas para
defenderse de las agresiones de los radicales libres tratan de los antioxidantes
enddgenos 0 enzimaticos que actian a nivel celular, y acelerando su
inactivacién como la superdxido dismutasa (SOD), cuya funcién parece ser la
de eliminar especificamente el anién superéxido. La catalasa es una enzima
gue destruye el peréxido de hidrogeno transformandole H20 y O2 (PAREDES y
ROCA, 2002). La melatonina es un antioxidante potente que altera la actividad

de las enzimas superoxido dismutasa, glutation peroxidasa y glutation
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reductasa e inhibe la actividad de la sintetasa de Oxido nitrico. Se ha reportado
gue la melatonina es capaz de neutralizar el radical hidroxido, radical peroxido,
oxigeno singlate, oxigeno nitrico y proteinas oxidasas, mientras que los
estrogenos neutralizan radicales libres lipofilicos, disminuyendo la peroxidacion
lipidica de las membranas celulares (VELASQUEZ et al., 2004).

e Antioxidantes ex6égenos 0 no enzimaticos

Los antioxidantes no enzimaticos constituyen un heterogéneo
grupo de moléculas hidréfobas e hidréfilas que capturan radicales libres y
originan especies quimicas menos nocivas para la integridad celular. En
esencia, el mecanismo de accion involucrado es la donacién de un electron a
un radical libre con el fin de estabilizar. Los antioxidantes enzimaticos
hidrofilicos se ubican principalmente en el citosol, matriz mitocondrial, nuclear y
en fluidos extracelulares (CHIHUAILAF et al.,, 2002). Los antioxidantes
exdgenos 0 no enzimaticos, transforman los radicales libres en menos
agresivos. Entre ellos tenemos: flavonoides, alfa tocoferol (vitamina E), beta

caroteno, vitamina C, glutation y urato (POLYAKOQV et al., 2001).

2.6. Radicales libres

Los radicales libres son moléculas altamente reactivas que atacan
los enlaces de proteinas de los tejidos, una vez que comienza a actuar, se
activa una reaccion en cadena que acaba por destruir totalmente la célula, el
envejecimiento asi como la aparicion de algunas enfermedades, se debe al

efecto de los “radicales libres” (SAUZA y SAENZ, 2000).
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Los radicales libres son protagonistas de numerosas enfermedades

gue provocan reacciones en cadena, estas reacciones solo son eliminadas por
la accidon de otras moléculas en estos procesos toxicos en el organismo, los
llamados sistemas antioxidantes defensivos. Se ha demostrado que el
organismo posee un niumero de mecanismo a través de los cuales produce y a
la vez limita la produccion de especies reactivas de oxigeno, un exceso de
radicales libres suele iniciar el dafio de la pared vascular y en este proceso se
encuentra implicado el colesterol LDL; se ha demostrado en la incidencia de
enfermedades cardiovasculares con suplementos individuales de antioxidante

(ROMOS et al., 2008).

2.7. Determinacion de la actividad antioxidante mediante el uso de
espectrofotometria UV/VIS

Es necesario utilizar varios métodos de medida de actividad
antioxidante para obtener un valor representativo de capacidad antioxidante de
la muestra, debido a que los antioxidantes pueden ser hidrofilicos o lipofilicos,
la medicién de los antioxidantes individuales por separado no permite conocer
con certeza la capacidad antioxidante total de un fluido biolégico por los efectos
sinérgicos y cooperativos que puedan establecerse entre los antioxidantes
presentes en él, esto indica que la capacidad antioxidante se debe a la accién
conjunta de antioxidantes de muy variada reactividad presentes en un extracto
y de los cuales no todos son solubles en agua (hidrofilicos) (KUSKOSKI et al.,

2005).
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2.7.1. DPPH (2, 2-difenil-1-picrilhidrazilo): Es un radical libre estable y

se utiliza como indicador para medir la capacidad de secuestro de cualquier
compuesto que posea actividad antioxidante. El principio del método de DPPH
consiste en la sustraccion de un atomo de hidrégeno proveniente de un fenol
donador (ejemplo compuesto fendlico) para generar el compuesto
difenilpicrilhidrazina y una especie radical fenoxil. En este proceso, la reaccion
desarrolla un cambio de color de violeta a amarillo a medida que disminuye la

absorbancia detectable a 515 nm (LEBEAU, 2000).

2.7.2. ABTS (acido 2,2"-azino-bis (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico):
Entre los métodos utilizados para determinar la capacidad de un antioxidante
para captar radicales libres, el radical ABTS®* es uno de los mas aplicados, al
considerarse un método de elevada sensibilidad, practico, rapido y muy
estable; a pesar de esto los valores de actividad antioxidante pueden depender
del tiempo escogido para efectuar la medida. La absorbancia medida por el
método ABTS®* es determinada a los 1 a 7 minutos; los resultados obtenidos
por algunos investigadores indica que la reaccion con el radical ABTS no se
completa hasta pasado 1 minuto (KUSKOSKI et al., 2005).

Los resultados de este método son expresados en ICso, el cual se
define como la concentracién necesaria de muestra para reducir el 50% de la
cantidad inicial de DPPH y se expresa como la relacion molar de cada
componente por radical. Los niveles bajos de ICso indican alta eficacia en la

donacion de hidrégeno (SILVA, 2000).



1. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucidn

El presente trabajo de investigacion se desarrollé en los
laboratorios de: Analisis de alimentos, Centro de Investigacion para el
Desarrollo Biotecnoldgico de la Amazonia (CIDBAM) de la Universidad
Nacional Agraria de la Selva (UNAS), Tingo Maria. Ubicado a 660 msnm, 09°
17’ 08” de latitud Sur, a 75° 59’ 52” de latitud Oeste, con una temperatura y
humedad relativa promedio de 24 °C y 83,5% respectivamente, en el distrito de

Rupa Rupa, Provincia de Leoncio prado, Regién de Huanuco.

3.2. Materia prima

El fruto de uva (Vitis labrusca L.) pinton maduro y sobremaduro, se
obtuvo del distrito de San Antonio de Cumbaza del departamento de San
Martin, fundo de la Sra. Arbildo Garcia, Martha. Ubicado en el sector de las
vifias a 15 Km de la cuidad de Tarapoto, carretera Tarapoto San Antonio de
Cumbaza, cuya ubicacion geografica esta definida por las coordenadas: 18M
0344455, LITM 9290767, H 446 msnm. La época de cosecha esta durante el
periodo del mes de diciembre a marzo, las mismas que fueron recolectados en

el mes de febrero del 2014.
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3.3. Materiales equipos y reactivos

3.3.1. Materiales de laboratorio
e Cubetas de poliestireno, Gene Mate® (1cmx 1cmx4.5cm).
e Micropipetas (0-10 pL, 10-100uL, 20-200 pL y 100-1000 pL)
e Tips FISHERBRAND® (1000 pL)
e Bolsas de polietileno (40 micras)
e Papel de aluminio (20mic x 450mm x 25ft)
e Tubos de ensayo (Gene Mate® de 10 mL)
e Vasos de precipitacion (50, 100 y 250 mL)
e Fiolas de (10, 25, 50mL)
e Probetas graduadas (10 y 100 mL)
e Pipetas graduadas (5y 10 mL)
e Frascos de ambar Boston (boca rosca de 100 mL)
e Matraz Erlenmeyer (250 mL)
¢ Platos de aluminio (50cm x 30cm)
e Pinzas
e Malla

e Gradillas

3.3.2. Equipos de laboratorio

Balanza analitica ESJ-210-4 (Digital precision), capacidad 200g y modelo

Adventurer Pro AV114 (OHAUS) capacidad 110 g.

Desionizador modelo D 7035 (Barnstead).

Agitador magnético modelo 625 standard (VWRTM hotplate/stirrer).
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Centrifuga modelo MIKRO 22R (Hettich) C1110.
Espectrofotometro modelo Genesys 6 (Thermo Electron Corporation) SN
2M6G261002.
Molino (moulinex AR1108)
Estufa modelo ODHG6- 9240A (TOMOS Heatring Drying Oven)
Congelador FFV-2065 FW -20°C (Frigidaire, USA).
Refrigeradora Icebeam Door Cooling LG modelo GR-5392QLC (Corea).
Homogenizador Icebeam Door Cooling LG modelo GR-5392QLC (Corea).
Licuadora oster (1250 mL).
pH-metro (Mettler Toledo Seven Easy) pH 0-14, T° 0-100°C SN 8513902.

Potencibmetro modelo HB-312ATC.

3.3.3. Reactivos
Acido clorhidrico (HCI) (Merk) pureza 36,5 %.
Agua destilada desionizada (H20dd).
Acido galico (C7HsOs) al 98.1% (Sigma Aldrich).
Folin-Ciocalteu, 2N (Sigma Aldrich).
Carbonato de sodio (Na2COs3) al 20%.
2,2-Difenil- picrilhidrazil DPPH( Sigma Chemical).
Etanol al 99,99% (Merck KGaA).
Acetato de sodio (Sigma Chemical.Merk) pureza 99 %.
2,2-azino-bis(3-ethylbenzo-thiazoline-6-sulfonicacid) diammoniumsalt ABTS
(Sigma Aldrich, USA).

Persulfato de Potasio (K2S20s) p.a. (Sigma Chemical).
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Métodos de analisis
Determinacion de polifenoles totales: Se realizé por el Método de Folin-
Ciocalteu, descrito por MOSQUERA (2010).
Determinacion de antocianinas: Se realiz6 por el Método del pH
diferencial reportado por POO (2005).
Determinacion de la capacidad antioxidante
Para la Inhibicién del radical 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH):
Método descrito por BRAND-WILLIAMS et al. (1995) (piel y semilla) y
YAMAGUCHI et al. (2009) (pulpa).
Capacidad de inhibir radical libre 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolino -
6- &cido sulfonico) (ABTS+): Se realizé por el Método descrito por RE et

al. (1999).

Metodologia experimental

3.5.1. Preparacion de la muestra.

- Recepcidn: Las muestras de uva fueron cosechadas en estado pinton (10°

Brix), maduro (12,5° Brix) y sobremaduro (14° Brix) y puestas en caja de

carton.

- Acondicionamiento: Las muestras de uva (pinton, maduro y sobremaduro)

se pusieron en envases de aluminio para ser separadas manualmente en

piel, pulpa y semilla.

Para la piel y semilla seca

Las pieles y semillas fueron pesados, luego puestas en bandejas

de metal y secadas en una secadora de bandeja a una temperatura de 50°C

/12 h (ONG y LAW, 2010).
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e Molienda: Las muestras secas se llevdo a la molienda (1 mm de

didmetro) con finalidad de facilitar el analisis.

Uva_
v \:
Pinton Maduro Sobremaduro
Recepcion

Acondicionamiento

Secado
50°C/12 h Licuado
Molienda

Bolsas de polietileno
40 micras/30 dias. —*| Empacado

Temperatura"0°C —>| A|macenado

Figura 3. Flujograma de operaciones para la obtencion de la muestra.

Para la pulpa
e Licuado: La pulpa fue puesta en una licuadora, con la finalidad de
reducir el tamafio de las particulas.
- Empacado: Las muestras fueron empacadas en bolsas de polietileno de

color transparente y luego fueron sellados hasta su posterior uso.
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- Almacenado: Las muestras se almacenaron en empaque laminados y

congelado a ~0°C protegidos de la luz (BUCIC-KOJIC y PLANINIA, 2007).

3.5.2. Preparacion del extracto hidroalcohdélico en la piel, pulpay
semilla

- Pesado: Las muestras congeladas fueron puestas en papel de aluminio,
para luego ser pesadas. Para la piel (0,5; 1; 2g), pulpa (8g) y semilla (0,5 y
19).

- Macerado: En una botella de vidrio de color &mbar fueron macerados con
10 mL etanol/agua al 70:30 v/v y almacenados en ausencia de luz durante
24 horas en agitacion constante.

- Centrifugado: Con la finalidad de obtener un extracto trasparente y no tener
interferencia al momento de realizar los analisis se sometio a centrifugacion
a 10000 rpm/10 min y se utilizé el sobrenadante para medir el contenido de
polifenoles, antocianinas y la capacidad antioxidante.

Esta metodologia fue tomado como base a una investigacion de

extraccién solido liquido (BUCIC -KOJIC y PLANINIA, 2007).

3.5.3. Cuantificacion de los polifenoles totales en la uva pintén,
maduro y sobremaduro
- Determinacion de la curva estandar
La curva estandar (A-l) se realizd preparando una solucion stock de
10mL de &cido galico a una concentracion de 2 mg/mL, a partir de ello se

prepararon diferentes concentraciones comprendidas entre 1,6; 0,4; 0,1; 0,025;
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0,00625 mg/mL, para cada dilucién se prepar6 por triplicado. En cada tubo de
ensayo se adicionaron 1,580 uL de agua destilada, 20 yuL de soluciones diluida
y para el caso del blanco 20 pyL de agua desionizada, se homogenizo
ligeramente, luego se agregd 100 pL de solucion folin-ciocallteu a cada tubo,
se incub6 por 1 minuto a temperatura ambiente; se neutralizd la reaccion
agregando 300 pL Na2COs al 20% vy finalmente se incubaron por dos horas a
temperatura ambiente para una completa reaccién , luego se realizé las
lecturas en un espectrofotbmetro UV/VIS, a una longitud de onda de 700 nm.
Con los resultados obtenidos se grafic6 una curva concentracion vs
absorbancia (A-ll), se procedié a terminar la ecuacién y el coeficiente de
correlacion.
- Cuantificacion de polifenoles totales
Para la cuantificacién de polifenoles totales se partié del extracto
hidroalcoholico para la semilla (100 mg/mL), piel (200 mg/mL) y pulpa (800
mg/mL), se preparé las concentraciones para todos los tratamientos (A-lll) y a
partir de cada concentracion se prepar6 las diluciones de trabajo (A-1V), para el
analisis se considero tres repeticiones por tratamiento. La reaccion se realizé
adicionando en los tubos 1580 pL de agua destilada, 20 yL de la dilucion de
trabajo, 100 pL de folin—ciocalteu y finalmente 300 puL de Na2COs al 20% y se
encubd por dos horas a temperatura ambiente, luego se hizo la lectura en el
espectrofotometro UV/VIS a una longitud de onda de 700 nm. Las
absorbancias obtenidas fueron remplazadas en la ecuacién de la curva
estdndar y expresadas en equivalencia de acido géalico (mg EAG/100g de

muestrahimeda 82% (piel) y 45% (semilla). Los resultados fueron analizados
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mediante el disefio completo al azar (DCA) con arreglo factorial de 3*3, en los
tratamientos donde exista diferencia estadistica se procedido a determinar la

prueba de Tukey P < 0,05.

3.5.4. Cuantificacion de antocianinas en la uva pinton, maduro y
sobremaduro, en tres estados de madurez.

Para la cuantificacion de antocianinas primero se procedié a la
preparacion de las soluciones buffer.

- Buffer pH = 1: 250 mL de 0,2 M KCly 750 mL de 0,2 M HCI.
- Buffer pH=4,5: 400 mL de 1M CH3COONa, 240 mL de 1M HCl y 360 mL de
H20.

Para la cuantificacion de antocianinas en la piel, pulpa y semilla en
tres estados de madurez, se partié del extracto hidroalcohdlico. Para la piel
pintén (100 mg/mL), madura y sobremadura (50 mg/mL), pulpa (800 mg/mL) y
semilla (50 mg/mL), se preparé las concentraciones para todo los tratamientos
(A-V) y partir de cada concentracion se preparé las diluciones de trabajo (A-VI),
para cada analisis se considerd tres repeticiones por tratamiento. En cada
cubeta de poliestireno se adiciondé 500 yL de extractos diluido y 500 uL de
buffer para ambos pH (1 y 4,5) y para el control se adicioné 500 uL de buffery
500 pL de solucién hidroalcéholica (70:30 v/v) y se hizo la lectura en
espectrofotometro UV/VIS a una longitud de onda de 510 nm. Las
absorbancias obtenidas fueron reemplazadas en la ecuacion y expresadas en
mg cianidina-3-glucésido/g muestra humeda al 82% (piel) y 45% (semilla).

C(mg/g)= mg de cianidina-3-glucosido por g de muestra seca.
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PM= La masa molecular de la cianidina-3-glucdésido es 484,82.
AbM = La absortividad molar a 510 nm, a pH = 1,0; pH = 4,5 es la
correccion de la formacion de productos de degradacion es 24825

DF = Factor de dilucion.

Los resultados de la cuantificacion de antocianinas, fueron
analizados mediante el disefio completamente al azar (DCA) con arreglo
factorial 3*3 y en los niveles donde exista diferencia estadistica se aplico la

prueba de Tukey P < 0,05.

3.6. Evaluacion de la actividad antioxidante de la uva en tres estados de
madurez
3.6.1. Capacidad de inhibicion de radical 1,1 diphenyl -2-picryl-
hydrazyl (DPPH)
Para la determinacién del coeficiente de inhibicién (ICso) del radical
DPPH se prepar6 10 mL de solucion stock de DPPH a 1mM en etanol al 70%,
se agitd hasta la solubilizacion completa del compuesto y se almaceno6 a 4°C
protegido de la luz. A partir de esta solucion stock se prepararon 50 mL de
DPPH a 100 puM en etanol al 70%. A partir del extracto hidroalcohdlico, para la
piel sobremaduro (50 mg/mL), madura (100 mg/mL) y pinton (200 mg/mL); para
la pulpa (800 mg/mL); semilla (50 mg/mL) se preparé las concentraciones para
todo los tratamientos (Cuadro 2) y de cada concentracion se prepard las
diluciones de trabajo (A-VII, A-VIll, A-IX) En cada cubeta de poliestireno se
adicioné 25 pL de solucion de trabajo y 975 pL de DPPH a 100 uM para la

semilla, 500 pL de solucion de trabajo y 500 pL de DPPH a 100 uM para la piel
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y pulpa, se realizo la lectura en un espectrofotometro de UV/VIS a una longitud

de onda de 517 nm con intervalos de tiempo de 30 segundos por un tiempo de
10 min.

Para determinar el porcentaje de inhibicion se utilizd la siguiente

ecuacion:

o (AbsControl — AbsMuestra)
% Inhibicion DPPH = x 100
AbsControl

Donde: Abs Control: Absorbancia de control

Abs Muestra: Absorbancia de la muestra en 10 min

A partir del porcentaje de inhibicion se calcul6 el ICso (mg/mL) para
ellos se graficaron los valores del porcentaje de inhibicion en funcion a la
concentracion para cada extracto obtenido, asi la ecuacion de la grafica de las
cuales se obtuvieron media efectiva (ICso). Los resultados de la capacidad de
inhibir (ICso) del radical DPPH fueron analizados mediante el disefio
completamente al azar (DCA) con arreglo factorial 3*3 y en los tratamientos

donde hubo diferencias estadistica se aplicé la prueba de Tukey P< 0,05



Cuadro 2. Concentraciones de las muestras para andlisis de capacidad antioxidante frente al radical (DPPH) en la uva.

Concentracion Pintén Maduro Sobremaduro

(mg/mL) Piel Pulpa Semilla Piel Pulpa Semilla Piel Pulpa Semilla

2 X X X
3
4 X
6 X
10 X
16
20
24
30
40 X
50 X X
100 X
120 X
160 X
200 X
240 X
320 X
480 X
640 X
800 X

x X X

x X X

X X X X
X X X X

X X X X

Fuente: Elaboracion propia.
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3.6.2. Capacidad de inhibir radical libre  2,2-azinobis-3-
etilbenzotiazolino-6-acido sulfonico (ABTS®")

Segun la metodologia desarrollada, el radical ABTS®* se forma tras
la reaccion de ABTS (7 mM) con persulfato potasico, (140 mM concentracion
final) incubadas a temperaturas ambiente y en oscuridad durante 16 horas. Una
vez formado el radical ABTS®" se diluyé con etanol hasta obtener un valor de
absorbancia entre 0,7 a 1,2. Para la inhibicion del radical ABTS®* se parti6 del
extracto hidroalcohdlico, para la piel pinton (200 mg/mL), maduro (100 mg/mL)
y sobremaduro (50 mg/mL); pulpa (800 mg/mL); semilla (50 mg/mL), a partir de
ellos se prepararon las concentraciones de las muestras para todo los
tratamientos (Cuadro 3) y las diluciones de trabajo (A-X, A-XI, A-XIl). En una
cubeta de poliestireno se adiciono 25 pL de la solucion de trabajo y 975 pL del
radical ABTS®* para la piel y semilla, 500 pL de solucién de trabajo y 500 L del
radical ABTS®" para la pulpa. La disminucién de la absorbancia se registré a
734 nm por espacio de 10 mn. Luego se calcul6 el porcentaje de inhibicion.
Utilizando el porcentaje de inhibicion se calculé el ICso (mg/mL) graficando los
valores de porcentaje de inhibicion en funcién a la concentracion para cada
extracto obtenido, hallando la ecuacion de la grafica es donde se obtendra la
concentracion media efectiva (ICso). Los resultados de ICso del radical ABTS®*
fueron analizados mediante el disefio completamente al azar (DCA) con arreglo
factorial 3*3 y en los niveles donde exista diferencia estadistica se aplico la

prueba de Tukey p<0,05.



Cuadro 3. Concentraciones de las muestras para andlisis de capacidad antioxidante frente al radical (ABTS) en la uva.

Concentracion Pintén Maduro Sobremaduro

(mg/mL) Piel Pulpa Semilla Piel Pulpa Semilla Piel Pulpa Semilla

1 X X X
1,5
2
2,5
3
5
10
15 X
25
35 X
40 X
75 X
80 X
100 X X
150 X X
160 X
180 X
200 X
300 X
600
760 X

X X X X
X X X X
X X X X

XX X X X
X

X X X X

X X

Fuente: Elaboracion propia.



V. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Polifenoles totales en la uva en tres estados de madurez, pintén,
maduro y sobremaduro en piel, pulpay semilla.

En el estudio de la cuantificacion de polifenoles totales, se evaluo
el tejido (piel, pulpa y semilla) por estado de madurez (pinton, maduro y
sobremaduro) donde fueron evaluados mediante el disefio completo al azar
(DCA) con arreglo factorial 3*3 podemos indicar que se encontré diferencia
estadistica significativa en los estados de madurez por tejidos. Tejido * estado
de madurez (A-XIIl) por esta razon se procedio a realizar el andlisis estadistico
en cada estado de madurez y tejido.
- Piel

En el Cuadro 4 y Figura 4 se presentan los resultados del
contenido de polifenoles totales en la piel, pulpa y semilla, las mismas que
fueron analizadas estadisticamente y se encontré diferencia significativa (A-
Xllla) realizada la comparacion de medias mediante Tukey (p< 0,05) se
determind que el mayor contenido de polifenoles totales se presenté en la piel
del fruto sobremaduro (T2) 165,826+1,26 g EAG/100g mh, el segundo vy tercer
lugar fue ocupado por la piel del fruto maduro 66,877+0,67 y pinton
34,385+1,18 g EAG/100g mh respectivamente, como se observa en la Figura 4

cada estado de madurez se comporta de manera distinta con respecto a la
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variacion del contenido de polifenoles totales comportamiento creciente se

puede deber a una degradacion de flavonoles (antocianos) por sobremadurez

(ZAMORA, 2003).

El menor contenido de polifenoles totales se encontré en la piel del

fruto pinton (To) 34,38 mg EAG/100g mh, al respecto se puede indicar que la

piel del fruto pintdn tiene poca coloracion, lo que influiria al menor contenido de

polifenoles.

Cuadro 4. Contenido de polifenoles totales en la piel de uva en diferentes

estados de madurez.

Estado de Polifenoles totales
Tejido Tratamiento

madurez (mgEAG/100g mh)

Pintén To 34,385+1,18¢
Piel Maduro T1 66,877+0,67°

Sobremaduro T2 165,826+1,262

Los datos representan (promediozerror estandar) del experimento (n=3) valores de una misma columna
con superindices diferentes son significativos (p<0,05).

200
= 180
LS 160
o
S = 140
~~
SO 12
P
=3 100
O o> 80
Q e
E 60
40
20

0

Pinton Maduro Sobremaduro
Tratamientos

Figura 4. Contenido de polifenoles totales en piel en tres estados de madurez
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YUSUF (2014) reporta el contenido de polifenoles totales en la piel
de 22 variedades de uva, que crecen en la region de Marmara de Turquia es
de 96,61 a 167,42 mg EAG/100g de peso fresco. Donde menciona que los
cambios estacionales fueron notables en el contenido de fenoles totales en
diferentes partes de la uva. SAMAH et al. (2012) reportan el contenido de
polifenoles totales en tres variedades de uva (WGS, RGS y BGS) en la piel es
de 296,6; 511,23 y 2070,2 mg EAG/100g ms. KHOTAWADE et al. (2013)
reportan el contenido de polifenoles totales de 5 variedades de uva (Benita,
Brazil, Niagara y Isabella) en piel himeda con un contenido de 143+0,06;
159+0,09; 222+0,11 y 246+0,14 mg EAG/100g).
- Pulpa
De los resultados que se presentan en el Cuadro 5 y Figura 5 se
realizd el analisis estadistico, se encontré diferencia significativa entre los
tratamientos (A-XIlIb), segun la comparaciéon de los promedios en la pulpa del
fruto en tres estados de madurez el fruto sobremaduro (T2) 12,117+0,10 fue
estadisticamente diferente a los demas, el incremento de los polifenoles totales
a la pulpa de uva en los tres estados de madurez puede estar atribuido a lo
reportado por PARK et al., 2006, quien indican que la variacion de polifenoles
en los diferentes estados de madurez, puede estar atribuido al proceso de
maduracion del fruto ya que una vez iniciada la madurez, la presencia del
etileno conocido como una hormona de maduracion provoca cambios en la
composicion de los frutos, ya que en frutos maduros la presencia del etileno
favorece el incremento en la concentracion polifendlica. KIM et al. (2003)

mencionan que los contenidos polifendlico, presentes en las frutas y hortalizas
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son productos principales que mas destacan en el contenido de antioxidante,
su contenido final puede estar influenciado por factores como maduracion,
especie, practica de cultivo, origen geografico, estado de crecimiento,
condiciones climaticos, proceso de almacenamiento. KOTHAWADE (2013)
reporta el contenido de polifenoles totales en la pulpa de uva niagara y isabella

es 10+0,01 y 11+0,02 mg EAG/100g de muestra fresca.

Cuadro 5. Contenido de polifenoles totales en la pulpa de uva en diferentes

estados de madurez.

Estado de Polifenoles totales
Tejido Tratamiento

madurez (mg EAG/100g mh)

Pinton To 5,263+0,14¢
Pulpa Maduro T1 6,866+0,06°

Sobremaduro T2 12,117+0,102

Los datos representan (promediozerror estandar) del experimento (n=3) valores de una misma columna
con superindices diferentes son significativos (p<0,05).

14 -
12 -
10 -

Polifenoles
(mgEAG/100g9)

o N b OO
1

Pintén Maduro Sobremaduro
Tratamientos

Figura 5.Contenido de polifenoles totales en pulpa en tres estados de madurez
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Segun YUSUF (2014), reporta el contenido de polifenoles totales
en pulpa de 22 variedades de uva, que crecen en la region de Marmara de
Turquia es de 9,26 a 62,29 mg EAG/100g, donde menciona que los cambios
estacionales fueron notables en el contenido de fenoles totales en diferentes
partes de la uva. ARIZA (2011) reporta el contenido de polifenoles totales en la
pulpa de uva Vitis labrusca es de 43,82+1,37 mg EAG/100g de muestra
hiameda.
- Semilla
El contenido de polifenoles totales en la semilla en estado pinton,
maduro y sobremaduro se presentan en el Cuadro 6 y figura 6. Segun los
analisis estadisticos se encontrdé una diferencia significativa (A-XIllIc), realizada
la comparacion de los promedios, la semilla pinton (To) 5664,90+43,74 mg
EAG/100g mh, fue estadisticamente diferente a los demas, obteniendo el
mayor contenido de polifenoles totales, esto puede estar influenciado por el alto
contenido de taninos presentes en la semilla pintdn en la cual coincide con lo
reportado por BLOUIN y GUIMBERTEAU (2004) donde mencionan que los
contenidos en taninos alcanzan su maximo antes del envero y van
disminuyendo hasta su madurez fisiolégica; mas tarde, son practicamente
estables. JOHN et al. (2003) mencionan que en las semillas contienen lipidos,
proteinas, carbohidratos, y 5-8% de polifenoles dependiendo de la variedad.
Los polifenoles en las semillas de uva son principalmente flavonoides,
incluyendo el acido galico, el monomérica flavan-3-oles catequina,

epicatequina, galocatequina, epigalocatequina, epicatequina y 3-O-galato, y
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dimeros de procianidina, trimeros, y procianidinas mas altamente

polimerizados.

Cuadro 6. Contenido de polifenoles totales en la semilla de uva en diferentes

estados de madurez.

Estado de Polifenoles totales
Tejido Tratamiento

madurez (mg EAG/100g mh)

Pinton To 5664,90+43,742
Semilla Maduro T1 5162,94+50,01P

Sobremaduro T2 3003,57+10,97¢

Los datos representan (promediozerror estandar) del experimento (n=3) valores de una misma columna
con superindices diferentes son significativos (p<0,05).
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Figura 6. Contenido de polifenoles totales en semilla en tres estados de

madurez

Segun YUSUF (2014) reporta el contenido de polifenoles totales en
semilla de 22 variedades de uva, que crecen en la regibn de Marmara de

Turquia en 1622,9 a 3261,8 mg EAG/100g de peso fresco, donde menciona
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gue los cambios estacionales fueron notables en el contenido de fenoles totales
en diferentes partes de la uva y el contenido de polifenoles en la semilla
registrados fue la mas alta, seguida por las pieles y pulpas. KOTHAWADE et al.
(2013) reportan el contenido de polifenoles totales de 5 variedades de uva
(Shiragabudou, Benita, Brazil, Isabella y Niagara) en semilla en 1650+0,4,
5812+1,10; 5918,33+1,54; 7585,91+2,05 y 7911,151+1,87 mg EAG/100g mh.
Quienes no especifican el estado de madurez. BUCICK- KOJIC et al. (2007) en
una extraccion solido-liquido de pepitas de uvas con una concentracion de 40
ml/g en un medio etanol acuoso (50:50) y a rangos de temperaturas de 25 a
80°C, se obtuvieron valores de fenoles totales entre 2391 a 6681 mg EAG/100g
materia seca. PIERRE (2014) reporta en contenido de polifenoles en semilla

oscila entre 5900 a 8870 mg EAG/100g muestra seca.

4.2. Antocianinas en la piel, pulpa y semilla de uva, pintén,
maduro y sobremaduro.

En el estudio del contenido de antocianinas, se evalu6 el estado de
madurez (pintbn, maduro y sobremaduro) por tejido (piel, pulpa y semilla)
fueron evaluados mediante el disefio completo al azar (DCA) con arreglo
factorial 3*3 podemos indicar que se encontré diferencia estadistica
significativa en los estados de madurez, tejidos y tejido*estado de madurez (A-
XIV) por esta razon se procedio a realizar el andlisis estadistico en cada estado
de madurez y tejido.

- Piel

En el Cuadro 7 y Figura 7 se presenta el resultado de contenido de
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antocianinas totales en los tres estados de madurez, segun los analisis
estadisticos se encontro una diferencia significativa (A-XIVa) y por la prueba de
Tukey la mayor cantidad de antocianinas totales se encontro en la piel del fruto
sobremaduro (T2) 72,153+0,066 mg/100g mh, como se aprecia los diferentes
estados de madurez en la piel tienen una acumulacion de antocianinas
diferentes una de otra, esto puede estar explicado por ZAMORA (2003) quien
reporta que la antocianina de la piel de la baya se incrementan rapidamente a
partir de pinta y durante la madurez, alcanzando una maximo de concentracion.
Como se puede observar en la Figura 7 existe un incremento de la antocianina
a medida que la uva va madurando, esto puede estar relacionado al incremento
de azucar durante su maduracion, donde el contenido de azicar es mayor en la
uva sobremadura.

SAMAH (2012) reporta el contenido de antocianinas totales en tres
variedades de uva (WGS, RGS y BGS) en la piel de 4,09; 47,3 y 300,64 mg
cianidina-3 gluc6sido/100g ms.

Cuadro 7. Contenido de antocianinas totales en la piel (mg cianidina-3

glucésido/100g mh) en los diferentes estados de madurez

Estado de Antocianinas
Tejido Tratamiento

madurez (mg/100gmh)

Pinton To 4,888+0,34°¢
Piel Maduro T1 37,648+0,103P

Sobremaduro T2 72,153+0,0662

Los datos representan (promedioterror estandar) del experimento (n=3) valores de una misma columna
con superindices diferentes son significativos (p<0,05).
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Figura 7. Contenido de antocianinas en piel en diferentes estados de madurez

CONTRERAS (2001) quien menciona que en un ensayo realizado
sobre bayas de los cultivares Cencibel y Garnacha, dos variedades de Vitis
vinifera L., se estableci6 que el contenido de antocianos esta directamente
relacionado con el contenido de azucares de la baya.

La uva (Vitis labrusca L.) se caracterizan por presentar una riqueza
natural en constituyentes colorante, en la cual puede verse afectado por las
condiciones ambientales en que prospera la vid, incluyendo la temperatura,
altitud, horas luz y latitud del vifiedo, asi como aspectos edafoclimaticos y
manejos agronémicos (REYNIER, 2002). SOARE et al. (2007) reportan los
valores de antocianinas totales (equivalentes en cianidina-3-glicosideo) para
los extractos de la piel varian entre 7,02 a 82,15 mg cianidina-3 glucosido/100g
mh, en cultivares de niagara e isabella. Este resultado coincide con la
antocianina evaluada en la piel del fruto sobremaduro. REYNIER (2002)
sostiene que la coloraciéon de las bayas depende del genotipo de la vifia

cultivada, del medio y de las técnicas de cultivo, la coloracion de las bayas se
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favorece por la iluminacién directa de los racimos: el exceso de agua o la
sequia y las temperaturas excesivas tienen un efecto negativo.

- Pulpa

El resultado de contenido de antocianinas totales en pulpa del fruto
sobremaduro fue de 5,789+0,12 mg/100g mh, de los cuales los demas
tratamientos no presentaron ninguna concentracion debido a que la pulpa
pintébn y maduro son incoloras, tal que no se pudo detectar la concentracion de
antocianinas, ya que la antocianina es la coloracién que presentan las frutas.
Esta coloracion presentada en la pulpa de uva sobremaduro puede deberse a
que durante el acondicionamiento de la muestra, la piel haya transmitido la
coloracion a la pulpa.

Segun NASUR et al. (2014) reportan el contenido de antocianinas
totales en el zumo de uva isabella es de 22,8 a 168,34 mg cianidina-3
glucosido/L donde menciona contenido de antocianinas en la uva varia en gran
medida de acuerdo con el genotipo y el medio ambiente. En el momento del
envero, las bayas verdes pierden la clorofila y evolucionan a rojas o menos
amarillas. Esta evolucion que prosigue durante la maduracién permite distinguir
las variedades tintas de las blancas. Esta materia colorante, antocianos (rojos)
y flavonoides (amarillos) no afecta mas que al hollejo; sin embargo, la pulpa de
algunas variedades, llamadas tintoreras, acumula antocianas. Al mismo tiempo,
otras sustancias organicas, los taninos, sufren modificaciones cuantitativas y
cualitativas en los hollejos y semillas (BLOUIN y GUIMBERTEAU, 2004).

- Semilla

En el Cuadro 8 y Figura 8, se presenta el resultado de contenido de
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antocianinas totales en los tres estados de madurez, Segun los analisis
estadisticos se encontrd una diferencia significativa (A-XIVb) y por la prueba de
Tukey la mayor cantidad de antocianinas totales se encontré en la semilla
sobremadura (T2) 16,47+0,45 mg cianidina-3 glucosido /100g y el menor es (To)
4,311+0,1 mg cianidina-3 glucosido /100g esto puede atribuirse a lo reportado
por CANTOS et al. (2002) mencionan que la composicién de antocianinas en la
semilla depende en primer lugar de los factores genéticos, pero la distribucion
de estos compuestos durante la maduracién de la uva también es influenciada
por las condiciones meteoroldgicas y las caracteristicas fisicas y quimicas del
suelo. La biosintesis de antocianos comienza solo cuando la maduracion de las
bayas empieza, osea, en el envero y normalmente continua a través de la fase
de maduracion y crecimiento de la baya; al final del periodo de maduracién o al
principio de la sobremaduracion, se produce generalmente una leve

disminucién de antocianos (BLOUIN y GUIMBERTEAU, 2004).

Cuadro 8. Contenido de antocianinas totales en semilla (mg cianidina-3

glucésido/100g mh) en los diferentes estados de madurez

Estado de Antocianinas
Tejido Tratamiento

madurez (mg/100gmh)

Pinton To 4,311+0,1¢
Semilla Maduro T1 6,747+0,21P

Sobremaduro T2 16,47+0,452

Los datos representan (promedioterror estandar) del experimento (n=3) valores de una misma columna
con superindices diferentes son significativos (p<0,05).
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Figura 8. Contenido de antocianinas en semilla en diferentes estados de

madurez

SAMAH (2012) reporta el contenido de antocianinas totales de la
variedades (WG) en la semilla de 13,64 mg cianidina-3 glucésido/100g.
KASHIF et al. (2011) reportan valores del contenido de antocianinas totales en
la semilla extraidas por ultrasonido de 22,9 mg cianidina-3 glucésido/100g ms.
Estos resultados son muy cercano a lo encontrado en la semilla sobremadura
en este trabajo, como se ve en la Figura (8) que el contenido de antocianinas
varia de acuerdo al estado de madurez esto pude deberse a la coloraciébn mas

oscura que presenta la semilla en el estado sobremaduro.

4.3. Capacidad antioxidantes en piel, pulpa y semilla de uva, pintén,
maduro y sobremaduro
4.3.1. Coeficiente de inhibicion (ICso) radical 2,2-diphenyl-1-
picrilhydrazil (DPPH) piel, pulpay semilla

Los resultados de la capacidad antioxidante de la uva para
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secuestrar a los radicales libres del DPPH se expreso por el ICso (coeficiente de
muestra que inhibe el 50% del radical de DPPH). La capacidad de inhibir el
DPPH medido por el ICso por estado de madurez (pintdn, maduro y
sobremaduro) y Tejido (piel, pulpa y semilla) fueron evaluados mediante el
disefio completo al azar (DCA) con arreglo factorial 3*3 podemos indicar que se
encontr6 diferencia estadistica significativa en los estados de madurez, tejidos
y tejido—estado de madurez (A-XV) por esta razén se procedié a realizar el
analisis estadistico en cada estado de madurez y tejido.

- Piel

En el Cuadro 9 y Figura 9, se presenta los resultados del
coeficiente de inhibicion I1Cso (DPPH) en la piel, el analisis estadistico demostro
diferencia significativa (A-XVa), la comparacion de las medias indica que la
mayor eficiencia frente al radical se encontré en la piel del fruto sobremaduro
(T2) 4,04+0,46 mg/mL, la capacidad antioxidante puede estar atribuida a la
coloracion que presenta la piel en diferentes estados de madurez, como puede
ver en la Figura 7. El descenso de la concentracion de los tratamientos es de
mayor a menor, cuando menor es la concentracion utilizada en el tratamiento
se puede entender que tiene mayor actividad antioxidante. Asi mismo BRAND-
WILLIAMS et al. (1995) mencionan que el ICso es el coeficiente de inhibicion
para que un compuesto inhiba el 50% de la cantidad inicial de DPPH en un
tiempo determinado, los niveles bajos de ICso indican alta eficacia en la
donacion de hidrégeno. De los resultados obtenidos la capacidad antioxidante
muy fuerte frente al radical DPPH esta la piel madura y sobremadura. Asi

mismo PIYAWAN et al. (2005) reportan el valor de ICso encontrados en pieles
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de la uva, moras, mango, carambola, guayaba, poseen una fuerte actividad

para secuestrar el radical DPPH a partir de 1,1 a 9,6 mg/mL.

Cuadro 9. Coeficiente de inhibicion ICso (DPPH) en piel de uva en sus tres

estados de madurez

Estado de
Tejido Tratamiento ICs0 (Mmg/mL)
madurez
Pintéon To 85,88+0.012
Piel Maduro T1 15,54+0,02°
Sobremaduro T2 4,04+0,46¢

Los datos representan (promediozerror estandar) del experimento (n=3) valores de una misma columna
con superindices diferentes son significativos (p<0,05).
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Figura 9. Coeficiente de inhibicion 1Cso (DPPH) en piel en tres estados de

madurez

FERNANDES et al. (2014) reportan valores de ICso en jaleas y

pieles de siete variedades de vid que se encuentra entre 9,17 a 41,28 y 2,19 a

2,6 mg/mL. SAMAH et al. (2012) reportan el valor de ICso en tres variedades de

uva (WGS, RGS y BGS) en la piel es de 28,91; 20,85y 3,98 mg /m
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- Pulpa
En el Cuadrol0 y Figura 10 se presenta los resultados del
coeficiente de inhibicion ICso (DPPH) en la pulpa, el analisis estadistico
demostroé diferencia significativa entre los tratamientos (A-XVb), la comparacién
de las medias indica que la mayor eficiencia frente al radical se encontro en la
pulpa del fruto sobremaduro (T2) ICso 72,35+0,3 mg/mL, seguido del fruto
maduro (T1) ICso 105,45+0,26 mg/mL y fruto pinton (To) Cso 130,1+0,2 mg/mL.
Analizando los resultados, el contenido de polifenoles es mayor en la pulpa
madura por lo tanto es donde se encuentra la mayor actividad antioxidante. En
comparacion, la pulpa con las demas partes de la fruta tiene muy poca
actividad antioxidante. Dicha situacion podria deberse a que la pulpa en la
mayoria de los casos tiene un color palido, reflejo de cantidad reducida de
polifenoles (GARCIA et al., 2004). ARIZA (2011) reporta la capacidad de
antioxidante representado como ICso de extracto metanodlico de pulpa de uva

Isabella liofilizado, a una temperatura -70°C/48h en 1,718+115,7 mg/mL.

Cuadro 10. Coeficiente de inhibicion ICso (DPPH) en pulpa de uva en sus tres

estados de madurez

Estado de
Tejido Tratamiento ICs0 (Mg/mL)
madurez
Pinton To 130,10+0,22
Pulpa Maduro T1 105,45+0,26P
Sobremaduro T2 72,35+0,3¢

Los datos representan (promedioterror estandar) del experimento (n=3) valores de una misma columna
con superindices diferentes son significativos (p<0,05).
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Figura 10. Coeficiente de inhibicién ICso (DPPH) en pulpa en tres estados de

madurez

LEE y TALCOTT (2004) reportan la capacidad antioxidante como
ICs0 en la pulpa de 5 variedades de uva (Georgia red, noble, cowart, nesbitt,
albemarle), 4,95; 9,4; 11,8; 13,9; 14,8 umolEtrolox/mL.

El contenido en compuestos antioxidantes de frutas y hortalizas v,
por tanto, su capacidad antioxidante asociada, se puede ver afectado por
factores fisioldgicos, como la maduracion, asi como por factores tecnolégicos,
como las condiciones de conservacion y procesado (HELYES y LUGASI,
2006).

- Semilla

En el Cuadro 11 y Figura 11, se presenta los resultados del
coeficiente de inhibicion ICso (DPPH) en la semilla, el analisis estadistico
demostr6 diferencia significativa entre los tratamientos (A-XVc), la comparacion
de las medias indica que la mayor eficiencia frente al radical se encontro en la
pulpa del fruto pintén (To) y maduro (T1) 0,088+0,001 y 0,091+001 mg/mL. El

tratamiento (Toy T1) obtuvo el valor mas alto en la capacidad antioxidante. Esto
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puede explicarse por qué su menor contenido de antocianinas se compenso
con un contenido alto de fenoles totales que contribuyen a la capacidad
antioxidante sin ser necesariamente coloreados (DOWNEY et al., 2004). Los
resultados reportados son muy cercanos a los obtenidos en este trabajo con
respecto a la semilla sobremaduro. SAMAH et al. (2012) reportan el valor de
ICs0 en la variedad de uva (WG) en la semilla 0,26 mg /mL. LING (2012) reporta
valores de ICsp en extracto de semilla de Malasia como subproducto en 0,150
mg/mL, no especifica el estado de madurez. HISAMOTO et al. (2011) reportan
valores del ICso en diferentes tipos de extraccion (etil acetato, acuoso y etanol
al 50%) de semilla de uva en 0,0072, 0,0167 y 0,021 mg/mL. WANG et al.
(2008) reporta resultados expresados con valores de ICso en extracto
(acetona/agua: 70/30) de polvo de semilla de uva, con una actividad de
inhibicibn que van desde 0,12 a 1,92 mg/mL. AHN et al. (2002) también
informaron que la actividad evaluada por ensayo de quimioluminiscencia es

94,87% a 0,5 mg/mL de concentracién de semilla de uva.

Cuadro 11. Coeficiente de inhibicion I1Cso (DPPH) de la semilla de uva en sus

tres estados de madurez

Estado de
Tejido Tratamiento ICs0 (mg/mL)
madurez
Pintén To 0,088+0,001b
Semilla Maduro T1 0,091+001P
Sobremaduro T2 0,118+0,0032

Los datos representan (promediozerror estandar) del experimento (n=3) valores de una misma columna
con superindices diferentes son significativos (p<0,05).
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Figura 11. Coeficiente de inhibicion ICso (DPPH) en semilla en tres estados

de madurez

4.3.2. Coeficiente de inhibicién (ICso) radical 2,2-azinobis (3-
etilbenzotiazolin-6-acido sulfénico) (ABTS) en piel, pulpa
y semilla
Los resultados de la capacidad antioxidante de la uva para
secuestrar a los radicales libres del ABTS se expreso por el ICso (coeficiente de
muestra que inhibe el 50% del radical de ABTS°*). La capacidad de inhibir el
ABTS medido por el ICso por estado de madurez (pintbn, maduro y
sobremaduro) y Tejido (piel, pulpa y semilla) fueron evaluados mediante el
disefio completo al azar (DCA) con arreglo factorial 3*3 podemos indicar que se
encontro diferencia estadistica significativa en los estados de madurez por
tejidos y tejido—estado de madurez (A-XVI) por esta razon se procedid a
realizar el analisis estadistico en cada estado de madurez y tejido.
- Piel
En el Cuadro 12 y Figura 12, se presentan los resultados del

coeficiente de inhibicion ICso (ABTS) en la piel, las mismas que fueron
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analizadas estadisticamente y se encontrd diferencia estadistica significativa
(A-XVla) realizada la comparacion de medias mediante Tukey (p< 0,05) se
determind que la mayor capacidad antioxidante se presentd en la piel
sobremaduro (T2) 1,46+0,01 mg/mL seguido de la piel del fruto maduro (T1) y
piel pintén (To), la alta capacidad de inhibicion en la piel del fruto sobremaduro,
aparte del color , esto puede estar influencia por el cambio de textura que se da
durante la maduracién en la piel. Asi mismo BESERRA-ALMEIDA et al. (2011)
mencionan que la estructura quimica tanto de los radicales DPPH y ABTS asi
como la de los compuestos vegetales puede incidir sobre los resultados
obtenidos, puesto que una pequefia molécula que tiene un mejor acceso al sitio

donde se halla el radical mostrard una aparente capacidad antioxidante mayor

Cuadro 12. Coeficiente de inhibicion ICso (ABTS) en piel de uva en tres

estados de madurez

Estado de
Tejido Tratamiento ICs0 (mg/mL)
madurez
Pintén To 18,183+0.032
Piel Maduro T1 7,246+0,01P
Sobremaduro T2 1,46+0,01°

Los datos representan (promediozerror estandar) del experimento (n=3) valores de una misma columna
con superindices diferentes son significativos (p<0,05).
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Figura 12. Coeficiente de inhibicién ICso (ABTS) en piel en tres estados de

madurez

CHIHUAILAF et al. (2002) menciona que en un estudio realizado
acerca de la actividad antioxidante de la piel uva de la variedad Bangalore Blue
cultivada en India demostrando mediante la peroxidacion lipidica, el ensayo de
captura del radical hidroxilo y sobre la oxidacion de lipoproteinas que posee
buena actividad para ser aplicado en alimentos asi como suplementos
alimenticios. ARIZA (2011), reporta valores de la capacidad antioxidante en
ICso de la piel (extracto metandlico y fresco) de uva Isabella liofilizada en
0,574+36 y 2,177+156,5 mg/ml. Asi mismo MURILLO (2006) sefalan que la
capacidad antioxidante en un alimento vegetal no viene dada sélo por la suma
de las capacidades antioxidantes de cada componente, también depende del
microambiente en el que se encuentre el compuesto, pudiendo interactuar
entre si, produciéndose efectos sinérgicos o inhibitorios.

- Pulpa
En el Cuadro 13 y Figura 13, se presentan los resultados del

coeficiente de inhibicion 1Cso (ABTS) en la pulpa, las mismas que fueron
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analizadas estadisticamente y se encontrd diferencia significativa (A-XVIb)
realizada la comparaciéon de medias mediante Tukey (p< 0,05) se determind
estadisticamente que la mayor capacidad antioxidante se presento en la pulpa
sobremaduro (T2) 36,77+0,05 mg/mL. La baja actividad antioxidante en los
tratamientos (To) y (T1) de la pulpa de uva puede estar influenciado por la falta
de color. Como se puede observar en la Figura (13) (T2) el resultado de la
capacidad de inhibicibn por el método ABTS es més eficiente que por el
método DPPH, esto puede estar sustentado por BESERRA-ALMEIDA et al.
(2011) mencionan que en todos los extractos existe una capacidad
antioxidante mayor mediante el método ABTS en relacion al DPPH. ARIZA
(2011) reporta valores de la capacidad antioxidante en ICso de la pulpa
(extracto metandlico y fresco) de uva Isabella liofilizada en 0,950+36 y

5,462+402,4 mg/mL

Cuadro 13. Coeficiente de inhibicién ICso (ABTS) en pulpa de uva en tres

estados de madurez

Estado de
Tejido Tratamiento ICs0 (mg/mL)
madurez
Pintén To 90,66+0,062
Pulpa Maduro T1 51,75+0,03°
Sobremaduro T2 36,77+0,05°¢

Los datos representan (promedioterror estandar) del experimento (n=3) valores de una misma columna
con superindices diferentes son significativos (p<0,05).
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Figura 13. Coeficiente de inhibicién ICso (ABTS) en pulpa en tres estados de

madurez

Estas diferencias se pueden atribuir a las longitudes de onda a las
cuales se realiza cada uno de los ensayos (734 nm ABTS y 515 nm en DPPH),
ya que ciertos compuestos coloreados como las antocianinas pueden interferir
en las medidas del radical. Asi mismo KENNEDY et al. (2001) mencionan que
la extraccion de los compuestos fendlicos no depende Unicamente de la
cantidad en la que éstos se encuentren en la uva. Las paredes celulares van a
formar una barrera a la difusién de antocianinas, taninos y otros polifenoles.

- Semilla

En el Cuadro 14 y Figura 14, se presentan los resultados del
coeficiente de inhibicion 1Cso (ABTS) en semilla, las mismas que fueron
analizadas estadisticamente y se encontré diferencia significativa (A-XVIc)
realizada la comparacién de medias mediante Tukey (p< 0,05) se determiné
estadisticamente que el mayor capacidad antioxidante se presenté en la
semilla pintén (To) 0,0548+0,001 mg/mL. Los resultados de la evaluacion de la

actividad antioxidante en los tratamientos a diferentes estados de madurez
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presentan variaciones, donde la semilla pintdon tiene mayor actividad y a
medida que va madurando se va perdiendo actividad. ARIZA (2011) reporta
valores de la capacidad antioxidante en ICso en semilla (extracto metandlico) de

uva isabella liofilizada en 0,133+9,2 mg/mL.

Cuadro 14. Coeficiente de inhibicion 1Cso (ABTS) en semilla de uva en tres

estados de madurez

Estado de
Tejido Tratamiento ICs0 (mg/mL)
madurez
Pinton To 0,0548+0,001°¢
Semilla Maduro T1 0,0605+0,002°
Sobremaduro T2 0,0737+0,00042

Los datos representan (promedioterror estandar) del experimento (n=3) valores de una misma columna
con superindices diferentes son significativos (p<0,05).
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Figura 14. Coeficiente de inhibicionICso (ABTS) en semilla en tres estados de
madurez
SALAZAR y MELGAREJO (2005) mencionan que la actividad

antioxidante en un material de origen vegetal no viene dada sélo por la suma
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de las capacidades antioxidantes de cada componente, también depende del
microambiente en el que se encuentre el compuesto, pudiendo interactuar
entre si, produciéndose efectos sinérgicos o inhibitorios, sin embargo, se puede
indicar que la mayor parte de esta actividad antioxidante esta directamente
relacionada con la alta concentracion de polifenoles. ZUNIGA (2005) menciona
qgue la semilla de uva contiene otros antioxidantes ademas de los polifenoles
como los esteroles y tocoferoles que potencializan la capacidad antioxidante y

su consumo puede ayudar a contrarrestar la accion de los radicales libres.



V. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo de
investigacion, se pudo llegar a las siguientes conclusiones:

- La mayor concentracion de polifenoles totales se encontré en la semilla
pinton y piel del fruto sobremaduro (5664,9 mg EAG/100 g) (165,826 mg
EAG/100 g), y el menor de todas se encontré en la pulpa del fruto pintén
(5,26 mg EAG/100 g).

- El mayor contenido de antocianinas se encontr6 en la piel del fruto
sobremaduro con un contenido (72,15 mg cianidina-3 glucésido/100 g).

- La mayor capacidad antioxidante frente al radical DPPH y ABTS se presenté

en la piel del fruto sobremaduro y semilla de uva en estado pinton y maduro.



VI. RECOMENDACIONES

Consumir la uva porque contiene alto contenido de polifenoles, antocianinas
y capacidad antioxidante.

Cuantificar el contenido de catequina y epicatequina en la semilla de uva, en
tres estados de madurez.

Evaluar el contenido de antocianinas, polifenoles totales y la capacidad
antioxidante en diferentes estados de madurez, utlizando diferentes
solventes.

Evaluar el efecto de la adicion de piel y semilla de la uva en polifenoles
totales y capacidad antioxidante (DPPH y ABTS) en la elaboracién de

alimentos.
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A-l. Determinacion de la curva estandar

Resultados de las absorbancias para la curva estandar

Concentracion Absorbancias (700nm) _

Promedios
(mg AG/mL) rl r2 r3

1,6 1,498 1,667 1,831 1,6653

0,4 0,43 0,44 0,46 0,4433

0,1 0,091 0,103 0,124 0,1060

0,025 0,03 0,024 0,033 0,0290

0,00625 0,00638 0,0066 0,00594 0,0063

Fuente: Elaboracién propia

A-ll. Comportamiento de la curva estdndar de &acido gélico para la

cuantificacion de polifenoles totales

1.80
1.60 y = 1.0395x + 0.0069
1.40 R2 = 0.9997
1.20
1.00
0.80
0.60
0.40 .
0.20
0.00 @ °
O 02 04 06 08 1 12 14 16 18

Concentracion (mg AG/mL)

Absonbancla

A-lll. Concentraciones de las muestras para la cuantificacion de polifenoles totales

Conc. Pintéon Maduro Sobremaduro

(mg/mL) Piel Pulpa Semilla Piel Pulpa Semilla Piel Pulpa Semilla

6,25 X X X
100 X

200 X X

800 X X X
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A-IV. Diluciones de trabajo para la cuantificacion de polifenoles totales

Agua destilada

Concentracion Muestra Volumen
FD desionizada
(mg/mL) pL (ddH:0) total pL
6,25 16 62,5 937,5 1000
100 2 500 500 1000
200 1 1000 0 1000
800 1 1000 0 1000

A-V. Concentraciones de las muestras para la cuantificacién de antocianinas

Conc. Pintén Maduro Sobremaduro

(mg/mL) Piel Pulpa Semilla Piel Pulpa Semilla Piel Pulpa Semilla

6,25 X
12,5 X
50 X X X
100 X
800 - - X

A-VI. Preparacion de diluciones de trabajo para la cuantificacion de

antocianinas

Concentracion D Muestra Etanol Volumen
(mg/mL) uL 70% total pL
6,25 8 62,5 937,5 1000
12,5 4 500 500 1000
50 1 1000 0 1000
100 1 1000 0 1000
800 1 1000 0 1000
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A-VII. Diluciones de trabajo para el analisis de la capacidad antioxidante frente

al radical DPPH en piel de uva

Sobremaduro  Maduro Pinton

Solucionde  Extracto Extracto Extracto Etanol Volumen

trabajo (50mg/mL)  (100mg/mL) (200mg/mL) Final

(mo/mt (L) (L) (L) M) ()

1 20 980 1000

1,5 30 970 1000

2 40 20 960-980 1000

2,5 50 950 1000

3 60 940 1000

4 40 960 1000

6 60 940 1000

8 80 920 1000

10 100 900 1000

16 80 920 1000

20 100 900 1000

24 120 880 1000

28 140 860 1000

32 160 840 1000
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A-VIII. Diluciones de trabajo para el analisis de la capacidad antioxidante frente

al radical DPPH en pulpa de uva

Solucion de trabajo Extracto Etanol Volumen Final
(mg/mL) (800mg/mL)

(uL) (uL) (ML)

30 37,5 962,5 1000
40 50 950 1000
50 62,5 937,5 1000
60 75 925 1000

80 100 900 1000
100 125 875 1000
120 150 850 1000
160 200 800 1000
200 250 750 1000
240 300 700 1000
320 400 600 1000
400 500 500 1000
480 600 400 1000
640 800 200 1000

800 1000 0 1000
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A-IX. Diluciones de trabajo para el andlisis de la capacidad antioxidante frente

al radical DPPH en semilla de uva

Solucion de trabajo Extracto Etanol Volumen Final
(mg/mL) (200mg/mL)

(ML) (HL) (HL)

0,5 5 995 1000

1 10 990 1000

2 20 980 1000

3 30 970 1000

4 40 960 1000

5 50 950 1000

6 60 940 1000

A-X. Diluciones de trabajo para el andlisis de la capacidad antioxidante frente al

radical ABTS en piel de uva

Sobremaduro  Maduro Pinton
Solucion de  Extracto Extracto Extracto Etanol Volumen
trabajo (50mg/mL) (100mg/mL) (200mg/mL) 70% Final
(ma/mb) (L) (L) (L) (L)
5 100 900 1000
10 200 800 1000
12,5 62,5 937,5 1000
15 300 700 1000
20 400 600 1000
25 500 250 125 500-750-875 1000
35 350 650 1000
50 500 250 500-750 1000
70 700 300 1000
100 1000 500 0-500 1000

200 1000 0 1000
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A-XI. Diluciones de trabajo para el analisis de la capacidad antioxidante frente

al radical ABTS en pulpa de uva

. . Extracto Etanol Volumen
Solucién de trabajo )
(800mg/mL) 70% Final
(mg/mL)

(ML) (HL) (HL)
10 12,5 987,5 1000
20 25 975 1000
37,5 46,88 953,12 1000
40 50 950 1000
75 93,5 906,5 1000
80 100 900 1000
95 119 881 1000
150 187,9 812,1 1000
160 200 800 1000
190 238 762 1000
300 375 625 1000
380 475 525 1000
600 750 250 1000

780 950 50 1000
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A-XIl. Diluciones de trabajo para el andlisis de la capacidad antioxidante frente

al radical ABTS en semilla de uva

Solucion de trabajo Extracto Etanol Volumen Final
(mg/mL) (100mg/mL)

(uL) (WL) (WL)

0,5 10 995 1000

1 20 990 1000

15 30 970 1000

2 40 980 1000

2,5 50 950 1000

3 60 940 1000

A-XIIl. Analisis factorial de la cuantificacion de polifenoles totales (mg

EAG/100g muestra fresca), estado de madurez por tejidos.

Fuente GL SC CM FC Sig.
A: Estado de madurez 2 3,60277E6  1,80139E6  1191,10 *
B: Tejido 2 1,24896E8 6,2448E7  41291,54 *x
Interaccion (B*A) 4 8,42294E6  2,10573E6  1392,34 *x
Error 18 27222,6 1512,37 ees e
Total corregido 26 1,36949E8 ... e aeeees

R?=0,999 C.V.=2,478 M.S.E.=38,889 Media=1569,195
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A-Xllla. Analisis de varianza de polifenoles totales (mg EAG/100g) en piel en

diferentes estados de madurez

F.V. G.L S.C CM F cal Pvalor Sig.
Tratamientos 2 28123,403 4061,702 6689,53 <0,0001 **
Error experimental 6 12,612 2,102

Total 8 2024718,26

R2=0,999 C.V.=1628 MS.E.=145 Media=289,03

A-XIllIb. Andlisis de varianza de polifenoles totales (mg EAG/100g) en pulpa en

diferentes estados de madurez

F.V. G.L. S.C C.M. F cal. Pvalor Sig.
Tratamientos 2 77,123 38,561 1043,52 <0,0001 **
Error Experimental 6 0,221 0,036

Total 8 77,345

R>=0,997 C.V.=2378 M.S.E.=0,192 Media= 8,082

A-Xlllc. Andlisis de varianza de polifenoles totales (mg EAG/100 g) en semilla

en diferentes estados de madurez

F.V. G.L. S.C. C.M. F cal. Pvaior  Sig.

Tratamientos 2 11997508,44 5998754,22 1322,78 <0,0001 **

Error experimental 6 27209,82 4534,97

Total 8 12024718,26

R?=0,997 C.V.=1460 M.S.E.=67,342 Media=4610,474
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A-XIV. Andlisis factorial de los resultados de la cuantificacion de antocianinas

(mg de cianidina-3- glucésido/100 g de muestro fresca), tejido por

estado de madurez.

Fuente GL SC CM FC Sig.

**

A: Estado de madurez 2 3667,33 1833,66 13834,14

B: Tejido 2 6642,98 3321,49  25059,06 *x
Interaccion (B*A) 4 3436,58 859,145 6481,84 **
Error 18 2,38583 0,132546  ......
Total corregido 26 13749,3 ...

R>=0,999 C.V.=2,214 M.S.E.=0,364 Media= 16,445
A-XlIVa. Analisis de varianza de antocianinas (mg/100 g) en piel en diferentes

estados de madurez

F.V. G.L. S.C. C.M. Fcal. Pvalor Sig.
Tratamientos 2 6788,55 3394,28 26221,3 <0,0001 o
Error experimental 6 0,776 0,13

Total 8 6789,328

R?=0,999 C.V.=0,94 M.S.E.=0,359 Media= 38,23

A-XIVb. Analisis de varianza de antocianinas (mg/100 g) en semilla en

diferentes estados de madurez

F.V. G.L. S.C. C.M. F cal. Pvalor Sig.
Tratamientos 2 248,32 124,16 488,23 <0,0001 *
Error experimental 6 1,53 0,254

Total 8 249,848

R>=0,994 C.V.=5496 MS.E.=0,51 Media=9,176



83

A-XV. Analisis factorial del ICso del radical DPPH, tejido por estado de

madurez.
Fuente GL SC CM FC Sig.
A. Estado de madurez 2 10154,1 5077,04 36696,94 **
B.Tejido 2 48868,9 244345 176612,86  **
Interaccion (B*A) 4 6653,73 1663,43 12023,31 **
Error 18 2,49031 0,13835  ..eh e
Total corregido 26 65679,2 .. e e

R>=0,999 C.V.=0,809 M.S.E.=0,372 Media =45,955

A-XVa. Andlisis de varianza del radical DPPH (mg/mL) en piel en diferentes

estados de madurez

F.V. G.L. S.C. C.M. F cal. Pvalor  Sig.
Tratamientos 2 11778,1 5889,03 26635 <0,0001 **
Error experimental 6 1,33 0,22

Total 8 117779,39

R>=0,999 C.V.=134 M.S.E. =047 Media=35,151

A-XVb. Analisis de varianza del radical DPPH (mg/mL) en pulpa en diferentes

estados de madurez.

F.V. G.L. S.C. C.M. F cal. Pvalor Sig.
Tratamientos 2 5029,74 2514,87 12967,9 <0,0001  **
Error experimental 6 1,163 0,193

Total 8 5030,91

R2=0,999 C.V.=043 M.S.E.=0,44 Media=102,615
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A-XVc. Analisis de varianza del radical DPPH (mg/mL) en semilla en diferentes

estados de madurez.

F.V G.L. S.C. C.M. F cal. Pvalor Sig.
Tratamientos 2 0,0016 0,0008 280,24 <0,0001 o
Error experimental 6 0,0002 0,00003

Total 8 0,002

R>=0,989 C.V.=1,705 M.S.E.=0,0017 Media=0,0989

A-XVI. Analisis factorial del ICso del radical ABTS, tejido por estado de

madurez.

Fuente GL SC CM FC Sig.
A: Estado de madurez 2 2632,82 1316,41  466852,12 *
B: Tejido 2 18650,9 9325,45 3307181,82  **
Interaccion (B*A) 4 2442,22 610,556 216528,03 *
Error 18 0,0507556 0,00281976 @ ......  .ieee.
Total corregido 26 23726,0 s e e

R?=0,999 C.V.=2,214 M.S.E.=0,364 Media=16,445

A-XVla. Andlisis de varianza del radical ABTS (mg/mL) en piel en diferentes

estados de madurez.

F.V. G.L. S.C. C.M. F cal. Pvalor Sig.
Tratamientos 2 432,89 216,45 172275 <0,0001 **
Error experimental 6 0,007 0,001

Total 8 432,9

R?=0,999 C.V.=0,232 M.S.E.=0,053 Media=22,919
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A-XVIb. Analisis de varianza del radical ABTS (mg/mL) en pulpa en diferentes

estados de madurez.

F.V. G.L. S.C. C.M. Fcal. Pvalor Sig.
Tratamientos 2 4642,14  2321,07 322587 <0,0001  **
Error experimental 6 0,043 0,01
Total 8 4642,2

R?=0,999 C.V.=0,142 M.S.E.=0,085 Media=59,73

A-XVIc. Analisis de varianza del radical ABTS (mg/mL) en semilla en diferentes

estados de madurez

F.V. G.L. S.C. C.M. F cal. Pvalor Sig.
Tratamientos 2 0,001 0,0003 95,45 <0,0001 **
Error experimental 6 0,00002 0,00003

Total 8 0,0006

R?=0,969 C.V.=2,719 M.S.E.=0,0017 Media=0,063



RESUMEN

El valle del distrito de San Antonio de Cumbasa-San Martin, retne las condiciones
para el cultivo de la uva (Vitis labrusca L.). El presente trabajo se desarroll6 en los
laboratorios de Andlisis de alimentos y de Ingenieria y en el Centro de
Investigacion para el Desarrollo Biotecnolégico de la Amazonia (CIDBAM-UNAS).
El objetivo de esta investigacion fue evaluar el contenido de polifenoles totales,
antocianinas y capacidad antioxidante por los métodos DPPH y ABTS en piel,
pulpa y semilla de uva en tres estados de madurez (pintbn, maduro y
sobremaduro). Los resultados del contenido de polifenoles totales, antocianinas y
capacidad antioxidante (DPPH y ABTS) fueron evaluados mediante el disefio
completo al azar (DCA) con arreglo factorial 3*3, y prueba de Tukey (p<0,05)
utilizando el programa SAS version 9.0. Los resultados se mostraron en base
hameda; la piel del fruto sobremaduro (165,826+1,26 mg EAG/100g) y semilla en
estado pinton (5664,90+43,7 mg EAG/100g) presentaron mayor contenido de
polifenoles totales. El mayor contenido en antocianinas totales se present6 en piel
del fruto sobremaduro en base hdameda (72,153+0,066 mg cianadina-
3gluco6sido/100g). La semilla de uva en estado pinton (base humeda) presento
mayor capacidad antioxidante frente al radial DPPH y ABTS.

Palabras clave: Uva, polifenoles totales, antocianinas, capacidad antioxidante.



ABSTRACT

The Valley from San Antonio de Cumbaza district — San Martin, qualifies for the
cultivation of grapes (Vitis labrusca L). This research work was developed in the
laboratory of Food Analysis, Engineering and Research Center for Biotechnological
Development of the Amazon (CIDBAM-UNAS). The objective of this research work
was to evaluate the content of total poly phenols, anthocyanins and antioxidant
capacity by the method (DPPH and ABTS) in skin, pulp and seeds of grapes on
wet basis in its three stages of maturity (ripening fruit, ripe and overripe). The
results of content of total poly phenols, anthocyanins and antioxidant capacity by
DPPH and ABTS method were evaluated by a complete random design (DCA) with
factorial arrangement 3*3, Tukey tests (p <0,05) by using the SAS program version
9.0. The results were shown on a wet basis, for the fruit skin overripe (165,826 *
1,26 mg EAG / 100g) and seed in ripening state (5664,90 + 43,7 mg EAG / 1009)
obtained a higher content of total poly phenol. The higher content of total
anthocyanins presented overripe fruit skin wet basis (72,153 + 0,066 mg cianadina-
3glucosido / 100g). The highest antioxidant capacity against DPPH and ABTS
radial in all treatments presented the grapeseed in ripening state on wet basis.

Keywords: Grape, content of total poly phenols, anthocyanins, antioxidant
capacity.



