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RESUMEN

En este trabajo de investigacion el objetivo principal fue determinar la actividad
antioxidante, contenido de fenoles totales, taninos totales y flavonoides totales del
hidromiel de salco (Sambucus peruviana) de cuatro empresas del distrito de
Talavera en el afio 2019. En consecuencia se utilizé el método espectrofotométrico
con el reactivo DPPH para determinar la actividad antioxidante; con respecto al
contenido de fenoles totales con Folin-Ciocalteau; para el contenido de taninos
totales se utilizé acido clorhidrico y para el contenido de flavonoides totales se
analizo con el reactivo de tricloruro de aluminio. Por otro lado, Los resultados
obtenidos por triplicado, fueron tabulados y evaluados a través del analisis de
varianza (ANOVA), mediante la comparacion prueba de rango multiple se determind
la significancia de las medias con un nivel de confianza del 95 %, empleando
diferencias minimas significativas (LSD), donde mostraron el (valor - p < 0.05) esto
explica que se rechazd la hipotesis nula, donde se demostraron que existen
diferencias estadisticamente significativas de la actividad antioxidante, el contenido
de fenoles totales, taninos totales y flavonoides totales del hidromiel de salco de
cuatro empresas del distrito de Talavera. Finalmente, se concluye que la empresa
Santa Isabel presenta el mayor nivel de actividad antioxidante del hidromiel de
sauco (2.830 £ 0.003 mMEg.trolox/100 mL de hidromiel de sauco), la empresa El
Dorado tiene mayor contenido de fenoles totales (3783.38 + 2.33 mg equivalente
de acido galico/100 mL de hidromiel de salco), la empresa Santa Isabel obtuvo el
mayor contenido de taninos totales (12.254 + 0.022 mg/L de hidromiel de salco) y
la empresa Marqués de Aranjuez muestra mayor contenido de flavonoides totales
(335.46 + 0.00 mg equivalente de quercetina/mL de hidromiel de sauco).

Palabras claves: Actividad antioxidante, fenoles, taninos, flavonoides, hidromiel,

salco.

XVi



ABSTRACT

In this research work the main objective was to determine the antioxidant activity,
phenol content Total, total tannins and total flavonoids of elder mead (Sambucus
peruviana) from four companies in the Talavera district in 2019. Consequently, the
spectrophotometric method with the DPPH reagent was used to determine the
antioxidant activity; regarding the content of total phenols with Folin-Ciocalteau; for
the total tannin content, hydrochloric acid was used and for the total flavonoid
content it was analyzed with the aluminum trichloride reagent. On the other hand,
the results were obtained by doing a data analysis and comparison by means of the
DCA that were tabulated and evaluated through the analysis of variance (ANOVA),
using the multiple range test comparison the significance of the means with a level
was determined. of 95% confidence, using significant minimum differences (LSD),
where they showed the (value - p < 0.05) this explains that the null hypothesis was
rejected, where it was shown that there are statistically significant differences in
antioxidant activity, the content of phenols Total, total tannins and total flavonoids of
elder mead from four companies in the Talavera district. When that the company
Santa Isabel has the highest level of antioxidant activity of elder mead (2.830 £+ 0.003
MMEQ.Trolox/100 mL of mead), El Dorado has a higher total phenolic content
(3783.38 + 2.33 mg equivalent of gallic acid/100 mL of mead, the Santa Isabel
company obtained the highest total tannin content (12,254 + 0.022 mg/L of elder
mead) and the company Marqués de Aranjuez shows higher total flavonoid content

(335,46 + 0.00 mg equivalent of quercetin/mL of elder mead).

Key words: Antioxidant activity, phenols, tannins, flavonoids, mead, elder
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CHUMASQA

Kay investigacion nisqanpi chigap kamachikuyga antioxidante imaynatas puririn
chay rigsichikuymi, layanmanta hidrimielpi fenoles, taninos, flavonoides llapan
tarikusganmanta (Sambucus peruviana) tawa gatupi rigsichiy, Talavera llagtapi
2019 watapi. Kay vyachay rigsichikun, llamkay yanapakugkunata
espectrofotométrico  reactivo DPPH nisganwan antioxidantipa ruraynin
rigsichiwananchikpag kaynata; llipin fenolespa willakuynin kay Folin-Ciocalteau
nisqanwan; chaynallataq llipin taninospa willakuynin &cido clorhidricowan chapuspa
rigsichikun; llipin flavonoides nisqanpaqtag willakuynin reactivo tricloruro de
aluminiowan tupachispa rigsichikun.

Chaynallag, Qispigninkunafiataq kimsa kutikama chaninchasga, tinkuchispa
taripasqga kargaku chay varianza (ANOVA) allin yuyaychasga nisganwan, aswan
allinta tupanachispa taripasga rango multiple nisganwan allin chaninchasga 95%
kasganta rigsichikun, tukuy imaman hapipakusqga (LSD) chay ruraykunata
gispichin, chaypi (valor - p < 0.05) nisganta rigsirachin, kayga willakun hipotesis nula
nisganta mana chaskinchu aswan huk niragkuna allin chaninchasqga llapan
antioxidante nisqanta gawarachin, chay layan hidromiel nisganpi llipin fenoles, llipin
taninos, llipin flavonoides nisgankunata tawantin Talavera gatukunapi kasganta
rigsichin. Maypi kay Santa Isabel gatu aswan chanin antioxidante nisqanta chay
layanmanta hidromielpi rigsichikun kaynata (2.830 + 0.003 mMEq.Trolox/100 mL
layan hidromielpi), Dorado gatutaq ancha chanin fenoles nisqanta (3783.38 + 2.33
mg kaq niraglla acido galico/100 mL layan hidromielpi) risqgichikun, Santa Isabel
gatutaq ancha chanin taninos nisqanta (12.254 = 0.022 mg/L layan hidromielpi)
rigsichikun, chaynallataq Marqués de Aranjuez gatutag ancha chanin flavonoides
nisqanta (335.46 + 0.00 mg kaq niraglla kay quercetina/mL layan hidromielpi)

rigsichikun. Tukupayninpi willakun.

Chanin simikuna: Antioxidante nisgan llamkay, fenoles, taninos, flavonoides,

layan, hidromiel upyana chaykuna.
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INTRODUCCION

El hidromiel de saulco es una bebida alcohdlica obtenida mediante fermentacion por
levadura, miel, agua y jugo de salco, ya que este producto es elaborado por las
empresas de Marqués de Aranjuez, Santa Isabel, Granja Santa Rosa y El Dorado.
Las propiedades beneficiosas del hidromiel de salco aparentemente se deben a su
actividad antioxidante y por su contenido de fenoles totales, taninos totales y
flavonoides totales. Los taninos del hidromiel proceden principalmente de las

semillas y los hollejos de sauco transferidos al hidromiel durante su elaboracion.

Actualmente, el interés en los compuestos fendlicos ha aumentado debido a la
evidencia con respecto al papel importante de estos compuestos con actividad
antioxidante en la salud humana. Especificamente se han encontrado varios efectos
preventivos en diferentes enfermedades como la prevencion de cancer, las
enfermedades de corazon, los desordenes inflamatorios, la degeneracion
neurolégica, envejecimiento, etc. (Nichols, 2010). Por otro lado, los flavonoides
tienen importantes propiedades antioxidantes, ya que minimizan la peroxidacion
lipidica y efecto de radicales libres, contribuyendo esta manera a reducir el riesgo

de enfermedades cardiovasculares. Soto (2007).

Los compuestos bioactivos tales como fenoles, taninos y flavonoides que son
componentes que se consumen en la dieta y, que manifiestan una fuerte actividad
antioxidante en la salud y en la proteccion en ciertas patologias frecuentes y
cardiovasculares. Conceptualmente, un antioxidante puede ser definido como
aquella sustancia capaz de prevenir la oxidacién mediada por radicales libres.

Es por esta razén que resulta importante determinar la actividad antioxidante,
contenido de fenoles totales, taninos totales y flavonoides totales del hidromiel de
salco (Sambucus peruviana) de cuatro empresas del distrito de Talavera en el afio
20109.
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El contenido del informe estd estructurado en cinco capitulos, de la siguiente

manera.

CAPITULO I, contiene la caracterizacion del problema de investigacion, formulacion
del problema, problemas especificos, objetivos de la investigacion, objetivos

especificos y justificacion de la investigacion.

CAPITULO I, se hace referencia los antecedentes de la investigacion, se revisa
investigaciones anteriores realizadas sobre la actividad antioxidante, contenido de
fenoles totales, taninos totales y flavonoides totales del hidromiel de salco y otras
bebidas alcohdlicas.

CAPITULO lIl, contiene marco tedrico, bases tedricas de la investigacién, marco

conceptual, los cuales son conceptos de temas tratados en esta investigacion.
CAPITULO IV, se describe la metodologia de la investigacion, lugar de ejecucion,
materiales, instrumentos y equipos, poblacién y muestra de la investigacion, el tipo

de investigacion, Método de analisis y disefio experimental.

CAPITULO V, en este capitulo se realiza la presentacion, andlisis e interpretacion

de los datos y la discusion de los resultados de las variables en estudio.

Por ultimo se presenta las respectivas conclusiones, recomendaciones, referencia

bibliografica y anexos.

20



CAPITULO I: PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Situacién problemética

El hidromiel de salco es una bebida alcohdlica que tiene un proceso fermentativo
proveniente de la levadura, agua, miel, jugo de salco y sin lugar a dudas la mas
importante de todas, es la Unica para la cual se acepta comunmente la
denominacion de hidromiel de saldco. En la actualidad hay un alto indice de
enfermedades o procesos asociados al dafio oxidativo en las moléculas bioldgicas
como: envejecimiento prematuro, enfermedades del corazon, diabetes, cuadros
inflamatorios crénicos, enfermedades neurodegenerativas, motivo por el que la
poblacion se esta preocupando cada vez mas, de poder incluir en su dieta diaria
alimentos que puedan aportar flavonoides y fenoles entre otros. Los productos que
tienen actividad antioxidante y, ademas, pero por estudios realizados se observa
gue éste presenta en su composicion flavonoides, los cuales brindan a nuestro
organismo capacidad antioxidante, que permite luchar contra estos radicales libres

Yy Sus consecuencias.

Hay desconocimiento sobre los compuestos bioactivos como fenoles, taninos,
flavonoides, y actividad antioxidante presentes en el hidromiel de salco del distrito
Talavera. La mayoria de las personas no tienen conocimiento de la cantidad de los
compuestos bioactivos que tienen estas bebidas alcohdlicas de las empresas de
Marqués de Aranjuez, Santa Isabel, Granja Santa Rosa y el Dorado. Por ello, es
necesario conocer el contenido de estos compuestos en el producto y valorar la
presencia de compuestos bioactivos y actividad antioxidante ademas de brindar un
aporte cientifico a la sociedad para el consumo del hidromiel de sauco. Por ello se
plantea realizar el estudio para determinar la actividad antioxidante, contenido de
fenoles totales, taninos totales y flavonoides totales del hidromiel de salco

comercializadas en el distrito Talavera en el afio 2019.
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1.2. Formulacion del problema

1.2.1. Problema general

>

¢ Cual es el nivel de la actividad antioxidante, contenido de fenoles totales,

taninos totales y flavonoides totales de hidromiel de salco (Sambucus

peruviana) de cuatro empresas del distrito de Talavera en el afio 20197?.

1.2.2. Problemas especificos

>

¢, Cual es el nivel de la actividad antioxidante del hidromiel de satco (Sambucus
peruviana) de cuatro empresas del distrito de Talavera en el afio 2019?.

¢ Cual es el nivel del contenido de fenoles totales del hidromiel de saulco
(Sambucus peruviana) de cuatro empresas del distrito de Talavera en el afio
20197.

¢,Cual es el nivel del contenido de taninos totales del hidromiel de salco
(Sambucus peruviana) de cuatro empresas del distrito de Talavera en el afio
20197.

¢,Cual es el nivel del contenido de flavonoides totales del hidromiel de saulco
(Sambucus peruviana) de cuatro empresas del distrito de Talavera en el afio
20197?.

1.3. Objetivos de lainvestigacion

1.3.1. Objetivo general

Determinar la actividad antioxidante, contenido de fenoles totales, taninos totales y

flavonoides totales del hidromiel de saulco (Sambucus peruviana) de cuatro

empresas del distrito de Talavera en el afio 2019.

1.3.2. Objetivos especificos

>

Determinar la actividad antioxidante del hidromiel de salco (Sambucus
peruviana) de cuatro empresas del distrito de Talavera en el afio 2019.
Determinar el contenido de fenoles totales del hidromiel de saluco (Sambucus
peruviana) de cuatro empresas del distrito de Talavera en el afio 2019.
Determinar el contenido taninos totales del hidromiel de sadco (Sambucus
peruviana) de cuatro empresas del distrito de Talavera en el afio 2019.
Determinar el contenido flavonoides totales del hidromiel de salco (Sambucus
peruviana) de cuatro empresas del distrito de Talavera en el afio 2019.
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1.4. Justificacion de lainvestigacion

La actividad antioxidante y los compuestos bioactivos (fenoles totales, taninos
totales, flavonoides totales) son benéficos para la salud. Las propiedades
antioxidantes de estos compuestos ayudan a neutralizar los radicales libres y a
eliminar determinadas sustancias toxicas, reduciendo la probabilidad de desarrollar
cancer, inhiben el crecimiento de bacterias dafinas para el organismo, favorece el
sistema inmunitario, previene enfermedades cardiovasculares al reducir la presion
arterial. Ya que los antioxidantes son sustancias que inhiben o retardan el proceso
oxidativo, cuya actividad podria deberse a sus componentes polifenélicos (Chaulya
y Mukherjee, 2010). Ya que los compuestos fendlicos son moléculas de importancia
demostrada de actividad antioxidante, presentan un numeroso grupo ampliamente
distribuido en la naturaleza y son componentes importantes para la salud humana.
Agarwal (2002). Los taninos son polimeros de flavanoles y flavanodioles que son
potentes antioxidantes, pueden estimular las enzimas detoxificantes, refuerzan los
capilares, inhiben la inflamacién y pueden bloquear el crecimiento de tumores.
Girard (2004), y los flavonoides protegen al organismo del dafio producido por
agentes oxidantes como rayos UV, contaminacion ambiental, sustancias quimicas
presentes en los alimentos, estrés y otros, poseen actividad antioxidante,
antiinflamatoria, antitumoral, ademas ofrecen proteccion contra el cancer y

enfermedades neuro- degenerativas (Smith y Tran, 2014).

En el distrito Talavera hay empresas que elaboran el hidromiel de salco y utilizan
materia prima de la zona. Por este motivo, es importante establecer comparaciones
del hidromiel de salco elaboradas por cuatro impresas del distrito de talavera y en
las materias primas que se usan durante la elaboracion, para determinar las
diferencias que pueden poseer estos productos y para su valoracion de estas
bebidas alcohdlicas ya que se puede aprovechar los compuestos bioactivos que
presenta. Asi mismo la importancia de este trabajo es determinar la actividad
antioxidante, contenido de fenoles totales, taninos totales y flavonoides totales. Por
lo cual el presente trabajo de investigacién contribuira al incremento del valor
agregado de este tipo de productos, lo cual serd aprovechado por las
organizaciones empresariales y poblacion que dependan de esta fuente de

recursos para su sustento econdémico.
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CAPITULO II: ANTECEDENTES

2.1. Antecedente Internacional

Arteaga et al. (2016) en su investigacion “Analisis comparativo del contenido de
taninos en vinos comerciales de Tarija, Bolivia”. Nos indica que la expresion de los
vinos esta influenciada directamente por los compuestos fendlicos, los cuales estan
compuestos por antocianos y taninos. Estos compuestos tienen su origen en la
materia prima con la que se elabora el vino. En el presente trabajo, tiene como
objetivo la cuantificacion del grupo de taninos aportados al vino por la uva,
conocidos como favanoles, procianidinas o taninos condensados. Los resultados
del presente trabajo indican un contenido de taninos que oscilan entre 4,968 como
valor maximo y 0,213 mg/L como valor minimo. Los valores medidos corresponden
a vinos comerciales de las cosechas 2012, 2013 y 2015. En conclusion el contenido
de taninos con relacion al olor, color y sabor si existen diferencias significativas
entre los vinos elaborados, demostrandose preferencia por el vino elaborado con

adicion de 0.5 mg/0.7 L de taninos condensados.

Rodriguez y Garcia, (2005). En este trabajo se ha determinado la actividad
antioxidante de 99 vinos de Castilla-La Mancha (Espafia) mediante el método del
secuestre del radical DPPH (Radical 1, 1-Difenil-2-Picril-Hidrazilo). El contenido de
taninos totales de los vinos tintos analizados presenta valores medios de este
parametro de 3.36 expresados como mg equivalentes de quercetina/L. Los vinos
blancos y rosados, por su parte, presentan valores de 0,19 mg/L y 0.37 mg/L
respectivamente. En conclusion se han obtenido correlaciones muy estrechas entre
la actividad antioxidante de los vinos y sus contenidos en polifenoles totales y

taninos totales, y algo menos con respecto a los antocianos.

Segun (Leyva, 2009). En su investigacion “Determinacion de antocianinas, fenoles
totales y actividad antioxidante en licores y fruto de mora”. Los vinos son una fuente
de fenoles, sustancias que ofrecen una accion protectora al organismo contra
enfermedades cronico-degenerativas. Ademas de los vinos existen bebidas
alcoholicas elaboradas a partir de frutos que poseen una alta concentracion de
fenoles como es el licor de mora que es un producto tipico elaborado en la region

de Xico, Veracruz a partir de fruto maduro de zarzamora que crece de forma
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silvestre en dicha region. Sin embargo, no se tiene un estudio acerca de las
propiedades fisicoquimicas y sus efectos beneficios para el consumidor. Por lo que
el objetivo del presente trabajo fue evaluar en diferentes marcas de licores el
contenido de antocianinas monomeéricas y % color, fenoles totales y actividad
antioxidante, asi como sus propiedades fisicoquimicas. El intervalo de contenido de
antocianinas manoméricas en los licores fluctia de 3.56 + 0.19 a 76.95 +1.20 mg
de cianidina 3-glucésido/L; el contenido de fenoles totales se encuentra en un
intervalo de 477.12 £ 0.04 a 884.98 + 0.03 mg EAG/100 mL y la actividad
antioxidante de 110.51 + 0.88 a 304.47 + 2.65 mM equivalentes de Trolox/100 mL
de licor. Finalmente en conclusién se encontré mediante un analisis de ANOVA que
son excepcion de 2 muestras, si existen diferencias estadisticamente significativas
(p < 0.05) entre los licores evaluados, lo cual puede atribuirse a sus diferentes
condiciones de procesamiento y almacenamiento. Mediante una correlacion
candnica se obtuvo que a menor pH y menor porcentaje de azucares reductores,
existe un mayor contenido de antocianinas manomeéricas, es decir bajo estas
condiciones se favorece la presencia de estos compuestos bioactivos que ayudan

a la prevencion de enfermedades cronico-degenerativas.

(Ketter, 2008) “Caracterizacion de la composicion fenodlica de vinos comerciales del
cv. Cabernet Sauvignon provenientes de tres valles de Chile, de las vendimias 2002
y 2003”. El presente estudio tuvo como objetivos cuantificar la composicion fendlica
total y pormenorizada en vinos comerciales de la vendimia 2002 y 2003, de la
variedad Cabernet sauvignon, provenientes de tres valles de Chile (Maipo, Rapel y
Curicd) y segun su composicion fendlica, determinar la existencia de la relacion
entre las mismas y la procedencia de los vinos. Las muestras fueron sometidas a
analisis fendlicos globales, tales como determinacion de fenoles totales, taninos
totales, flavonoides totales. Los resultados de los analisis globales determinaron
valores promedio del indice de polifenoles totales en el rango de los 1193,4 y 938,1
mg/L en miligramos equivalentes de &cido galico. Los valores promedio observados
para antocianos totales, oscilaron entre los 197,2 y 507,1 mg/L en miligramos
equivalentes y para los taninos totales entre 3,0 a 4,4 mg/L y flavonoides totales, se
detectaron valores promedio entre 1,80 y 9,03 mg/mL. En general, los analisis
globales efectuados a las muestras de vinos comerciales del cv. Cabernet

sauvignon, no permitieron establecer una diferencia estadisticamente significativa
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respecto de la procedencia. El analisis pormenorizado identificd y cuantificé un total
de 17 compuestos fendlicos y 18 compuestos antocianicos. De acuerdo a las
condiciones empleadas en el presente estudio, es posible concluir que: Las
muestras de vino del cv. Cabernet sauvignon presentan en su gran mayoria el
mismo perfil de compuestos fendlicos de bajo peso molecular y antocianinas,

independientemente de su origen y afio de elaboracion.

Cafibano, (2012) menciona en su investigacion “Efecto del perfil fendlico sobre las
caracteristicas antioxidantes de vinos”. El objetivo principal de este trabajo es
estudiar la incidencia del afio de vendimia y la variedad de uva sobre la capacidad
antioxidante de diversos vinos tintos secos y correlacionar su potencial antioxidante
con su perfil fendlico. Se analizaron 16 muestras de vino tinto, 8 de la vendimia del
2009, 4 de ellos elaborados con uva Tempranillo y los otros 4 con Cabernet
Sauvignon, y 8 de la vendimia de 2010, con las mismas variedades de uva que la
vendimia anterior. Estos vinos fueron elaborados por los alumnos de la E.T.S.I.LA.A
(Universidad de Valladolid, Palencia). Se determiné la actividad antioxidante total
utilizando los métodos DPPH, FRAP y HRSA. El contenido en fenoles se determina
a través de dos métodos, mediante el indice de polifenoles totales y mediante el
reactivo de Folin-Ciocalteau. Ademas, flavonoides totales. Los resultados del
presente trabajo indican un actividad antioxidante total de vino tinto, vendimia del
2009 Tempranillo entre 0.07 a 0.08 y Cabernet Sauvignon del 2010 entre 0.10 a
0.13 y contenido de flavonoides totales de vino tinto, vendimia del 2009 Tempranillo
entre 6.7 a 9.5 mg.EQ/mL y Cabernet Sauvignon del 2010 entre 6.8 a 9.6 mg
EQ/mL. Los datos anteriormente expuestos se puede concluir que existen
evidencias de la relacion entre el afio de vendimia. En cuanto al factor muestra, las
muestras de vino elaboradas a partir de uva de la variedad Cabernet Sauvignon

presentan mayor contenido en flavonoles totales.

2.2. Antecedente nacional

Luna et al. (2009). En su investigacion “Composicién fendlica y actividad
antioxidante de variedades minoritarias de vid de las islas baleares”. Se determiné
el contenido en polifenoles mediante el método Folin-Ciocalteau y la actividad
antioxidante con los métodos DPPH, asi como su correlacion con la intensidad de

color de los vinos. Segun los resultados obtenidos, las variedades tintas mostraron
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valores muy altos con respecto a las variedades blancas. La variedad que presento
mayor polifenoles totales fue Sabater con un valor de 1169140 + 2.06, seguida de
Escurcac y Gorgollassa con valores de 971400 %= 2.81 y 869590 + 3.58, vino blanco
Giré Ros con 214860 + 0.94 y vino blanco Quigat con 128020 + 0.31 mg acido
galico/100 mL y los valores de actividad antioxidante en los vino tinto Sabater con
4.22 + 0.65, vino tinto Escursac con 3.27 £ 0.29, vino tinto Gorgollassa con 3.42 +
0.5, vino blanco Gir6 Ros con 0.33 + 0.06 y vino blanco Quigat con 0.31 + 0.07
MMEQ.Trolox/100 mL. En conclusion mostraron que las variedades tintas,
especialmente la variedad Sabater, fue la que presentd un mayor contenido en
polifenoles totales y, por tanto, una mayor actividad antioxidante e intensidad de
color. Las variedades blancas presentaron valores de estos parametros

notablemente inferiores a los obtenidos para las tintas.

Salazar et al. (2011) en su investigacion “Compuestos fendlicos, actividad
antioxidante, contenido de resveratrol y componentes del aroma de 8 vinos
peruanos”. El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo conocer las
propiedades fisicoquimicas, actividad antioxidante, componentes del aroma y
contenido de resveratrol y quercetina de 8 vinos peruanos. Se encontré que las
densidades relativas de los vinos estan dentro del rango de 0.9916 a 1.0174 g/mL,
mientras que los valores de pH varian de 3.18 a 3.97. Mediante métodos
espectrofotométricos se determind la concentracion de fenoles totales (2374000 a
361000 mg/100 mL) y flavonoides totales (1869190 a 3138850 mg/mL). Por medio
de cromatografia liquida de alta performance (HPLC) se pudo detectar la presencia
del compuesto trans-resveratrol en 6 de los 8 vinos peruanos evaluados. El vino
Tabernero Malbec-Merlot contiene la mayor concentracion de dicho compuesto
(0.56 £ 0.03 ug/mL) y, ademas, es el que presenta la mejor actividad antioxidante
en el test de DPPH. Por medio de cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas se pudo determinar que los compuestos volatiles de
mayor concentracién en el aroma de los vinos fueron el &cido sorbico, feniletanol,
acido propanoico y monoetil éster del acido butanodioico. En conclusion los vinos
peruanos evaluados mostré una concentracion de fenoles totales dentro del rango
de 2374250 a 3610430 mg/100 mL; una concentracion de flavonoides totales de
1869190 a 3138850 mg/mL, y una concentracion de antocianinas totales de 102640

a 317500 mg/mL. En general, los vinos tintos presentaron un mayor contenido de
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compuestos fendlicos y mayor actividad antioxidante que los vinos rosados. Se ha
podido detectar por medio de HPLC la presencia del compuesto transresveratrol en
6 de los 8 vinos peruanos evaluados. El vino Tabernero (Malbec-Merlot) contiene
la mayor concentracién de dicho compuesto (0.56 + 0,03 ug/mL) y ademas, es el

gue presenta la mejor actividad antioxidante en el test de DPPH.

Mufioz et al. (2007) en su investigacion “Evaluacion de la actividad antioxidante y
contenido de compuestos fendlicos en vinos producidos en Peru”. Se estudiaron 13
tipos de vinos peruanos elaborados en los departamentos de Ica y Lima. El
contenido de compuestos fendlicos se estim6 usando el método Folin-Ciocalteau,
obteniéndose valores de 627000 a 3321000 mg/100 mL. La actividad antioxidante
se realiz6 usando, dos métodos: primero aplicando el método DPPH los valores
estan entre 32 a 873 mMeq.Trolox /100 mL, para un monitoreo de 5 minutos; luego
usando el cation ABTS, los resultados se expresaron en TEAC (capacidad
antioxidante equivalente Trolox) y estuvieron entre 2,4 a 17,6 mMeq.Trolox. Los
compuestos fendlicos entre 0,13 — 3,28 mg/L, cafeico entre 0,47 — 15,08 mg/L,
ferdlico entre 0,21 — 5,57 mg/mL, rutina entre 0,017 — 0,57 mg/L, flavonoides totales
entre 0,19 — 7,74 mg/mL y kaemferol entre 0,023 — 1,39 mg/L. En conclusion el vino
elaborado con las variedades Tannat y Petit Verdot presentd mayor concentracion
de compuestos fendlicos y actividad antioxidante por ambos métodos. La presencia
de estos compuestos antioxidantes permitiria, un criterio de clasificacion que
deberia considerarse en la informacion nutricional en la etiqueta de los vinos,

proporcionando ventajas para productores y consumidores.

Avalos et al. (2003) en su investigacion “Actividad antioxidante y contenido en
fenoles totales en vinos de origen nacional”. Analizé 12 muestras de vinos tintos, 5
vinos rosados y 7 vinos blancos de produccion nacional, consumidos habitualmente
en la region de Nordeste argentino y determina la actividad antioxidante total
utilizando el test del radical cromégeno DPPH (2,2- difenil-1-picrilhidracilo) y el
contenido en fenoles por dos métodos: con el reactivo de Folin-Ciocalteau utilizando
un patron de acido gélico y lecturas de Absorbancia a 280 nm. Donde La actividad
antioxidante expresada en mM equivalentes de Trolox/100 mL y fenoles totales
expresada en mg de 4cido galico equivalentes/100 mL de vino tomo valores de 38.4
a 77.8 para los vinos tintos, entre 12.2 y 25.74 para los rosados y 3.80 a 9.96 para
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los blancos, los valores de fenoles totales, en vinos tintos fueron de 22.72 a 40.55,
para vinos rosados entre 11.85 y 13.65 y para blancos entre 2.06 y 5.75. Ademas,
cuantifica el nivel de antocianinas totales por espectrofotometria a pH diferencial.
Se encontrd una correlacién lineal entre la actividad antioxidante y el contenido en
fenoles totales determinado por ambos métodos (r2 = 0,981), no asi con el nivel de
antocianinas. En conclusién se puede usar el radical DPPH como reactivo para la
determinaciéon de la actividad antioxidante en vinos, realizando las lecturas de
absorbancia cuando la mezcla de reaccion alcanza el estado estacionario. Se
encontré una relacion lineal entre la actividad antioxidante de los vinos argentinos,
determinada por el método propuesto, y el contenido en polifenoles totales (método
de Folin-Ciocalteau). Para vinos tintos y rosados, que presentan un maximo en su
espectro UV a 280 nm se propone como método alternativo de cuantificacion de
fenoles totales, lecturas directas de absorbancia a 280 nm. Los niveles de
antocianinas totales en vinos tintos y rosados no presentaron una correlacion
directa con la actividad antioxidante de los vinos analizados, la cual resulta de la

contribucion que realizan las diferentes fracciones polifendlicas.

Llafiez et al. (2013) en su investigacion “Compuestos fendlicos totales de los vinos
tinto que se elaboran en el distrito de Santa Maria, Huacho”. Objetivo: Determinar
los compuestos fendlicos totales de los vinos tintos que se elaboran en el distrito de
Santa Maria, Huacho. Material y Métodos: Las muestras fueron tomadas a través
del método probabilistico y la técnica aleatoria o al azar (botellas de 750 ml) de los
lugares de elaboracion, fueron trasladadas al laboratorio de Toxicologia de los
Alimentos de la Facultad de Bromatologia y Nutricion para los analisis respectivos.
La determinaciéon de antocianicas totales, taninos totales y polifenoles totales se
realiz6 por Espectrofotometria UV-Visible. Resultados: Los vinos tintos que se
elaborados en el distrito de Santa Maria presentan valores promedio bajos de
contenidos de antocianinas totales (8,663 mg/l), taninos totales (147,38 mg/l) y
polifenoles totales (12,86 mg/l), en comparacion con los vinos internacionales.
Conclusién: Los vinos tintos que se elaboran en el distrito de Santa Maria, son aptos
para el consumo, porque cumplen con los requisitos segun Norma técnica peruana

e internacionales.
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CAPITULO lIl: MARCO TEORICO

3.1. Bases tedricas

3.1.1. Miel

La miel es una sustancia natural producida por la abeja Apis melifera o por
diferentes subespecies. Se obtiene a partir del néctar de las flores y otras
secreciones extra florales que las 39 abejas liban, transportan, transforman,
combinan con otras sustancias, deshidratan, concentran y almacenan en panales.
Ulloa et al. (2010).

La miel se compone esencialmente de diferentes azucares, donde predominan la
glucosa y la fructosa; contiene ademas una mezcla de hidratos de carbono muy
complejos, como sacarosa, maltosa, melicitosa y otros oligosacaridos, diversas
enzimas, aminoacidos, &cidos organicos, minerales, vitaminas, sustancias

aromaticas, pigmentos, ceras, granos de polen, etc. (Polaino, 2006).

3.1.1.1. Composicion

La miel de abeja es un producto biolégico muy complejo, cuya composicion
depende de diversos factores como son: La raza de abejas, el estado fisiolégico de
la colonia, la flora visitada, naturaleza del suelo, condiciones climaticas y

edafoldgicas del lugar donde se produce. (Zegarra, 2006).

La miel es esencialmente una disolucion acuosa concentrada de azudcar invertido,
contiene ademas una mezcla muy compleja de hidratos de carbono, aminoécidos,
acidos organicos, minerales, sustancias aromaticas, pigmentos, ceras, granos de
polen etc. (Zegarra, 2006) la composicion quimica de la miel varia dependiendo de
la especie de abeja, origen floral del néctar, métodos de recoleccién y las posibles
adulteraciones (Correa, 2015, p. 140). La miel de abeja se compone
mayoritariamente de azUcares (77 %), pero también de agua, cenizas y vitaminas.
presenta siguientes componentes Agua (18 %), Proteina (0.26 %), cenizas (0.2 %),
Azulcares (77 %), Sacarosa (1.3 %), Glucosa (33 %), Fructosa (36 %), maltosa (7.3
%) y cenizas (0.2 %). (Pesante, 2007).
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3.1.1.2. Propiedades fisicas
Las propiedades fisicas de la miel deben ser consideradas junto con la composicion
guimicas, el agua y los azucares principalmente, que son sus elementos

constitutivos mas importantes. Bartolini (1994).

a). Densidad

La densidad de una sustancia es la relacion entre la su masa y su unidad de
volumen. En la miel puede medirse pesando un volumen conocido de muestra
contenido en un picnémetro o utilizando un hidrometro calibrado. Debe tenerse en
cuenta que el valor de la densidad depende del contenido de agua de la muestras
y de la temperatura a la cual se lleva a cabo la medicion. La densidad de la miel a
20 °C varia entre 1.39 gr/mL y 1.44 gr/mL dependiendo del tipo de miel (Séinz,
2000).

b). Viscosidad.

Es la propiedad de un fluido por la que tiende a oponerse a su flujo cuando se le
aplica una fuerza. La viscosidad es una caracteristica de todas las mieles, esta varia
segun el origen floral. En esta propiedad influye el porcentaje de agua y la relacion
fructosa: glucosa, teniendo en cuenta que a mayor cantidad de fructosa las mieles
son menos viscosas y a mayor cantidad de azucares superiores mayor es la
viscosidad. La viscosidad, Unico atributo de textura de los alimentos liquidos, es
altamente dependiendo de la temperatura y su valor disminuye al aumentar ésta.
Algunas mieles se comportan como alimentos liquidos con flujos newtonianos,
presentando valores de viscosidad hasta 110 poises, medidos a 20 °C (Fattori,
2004).

3.1.2. Hidromiel

El hidromiel, es una bebida fermentada elaborada a base de miel y agua. Es una
de las bebidas mas antiguas, anterior al vino y probablemente, precursora de la
cerveza. Su uso estuvo muy difundido entre los pueblos de la antigiedad, con una
concentracion de alcohol entre el 10 % y 15 % v/v. Se considera la primera bebida
alcoholica consumida por el hombre y se cree es precursora de la cerveza actual.
Para los mayas era una bebida sagrada utilizada en ceremonias religiosas y
ademas, le atribuian propiedades medicinales. Barrios et al. (2010).
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El hidromiel es quizas la bebida fermentada méas antigua del mundo; sin embargo,
es dificil encontrarla comercialmente. La fermentacion de la miel se puede utilizar
para producir diferentes variedades de vinos, vino espumoso Yy frutales; puede
obtener diferentes sabores segun la fuente floral de la miel y el tipo de levadura
utilizada en la fermentacion. Se ha reportado, que el hidromiel contiene muchos de
los elementos requeridos por un organismo y posee un excelente efecto sobre la

digestion y el metabolismo (Gupta y Sharma, 2009).

3.1.2.1. La fermentacion alcohdlica

La fermentacion alcohdlica constituye una de las etapas mas importantes de la
elaboracién de hidromiel en donde la accién de la cimasa segregada por la levadura
(Saccharomyces cerevisiae) convierte los azucares simples, como la glucosa y la
fructosa, en alcohol etilico, diéxido de carbono mas energia. (Flanzy, 2000). La
palabra fermentacion significa una condicion de suave burbujeo y ebullicién, esta
definicion se la aplicd hace 1000 afios. Posteriormente Pasteur demostro la relacion
gue tenia la levadura en esta reaccion y se la llego a relacionar con la accion de los
microorganismos y al final con las enzimas. (Acosta, 2012). La fermentacion
alcoholica termina cuando practicamente todo el azucar se ha transformado en
alcohol. La fermentacion es imprescindible y se reduce al control de cinco
parametros: tiempo, °Brix, pH, temperatura y la acidez, este Ultimo es un parametro
gue se controla en diferentes estados de la fermentacién, para determinar los
diferentes acidos que se producen durante este tiempo y poder controlar si estos

afectan las caracteristicas del hidromiel. (Acosta, 2012).

3.1.2.2. Proceso de fermentacion

Segun (Leandro, 2013). Mediante la utilizacion de una cepa de levaduras
denominadas saccharomyces cerviseae (mMmas comunmente conocida como
“‘levadura de pan”), se procede a fermentar mostos azucarados, los cuales tienen
como materia prima la miel. La relacién de mezcla es la suficiente como para que
la suma de los azucares reductores totales puedan ser transformados en alcoholes
con una concentracion cercana a 8 — 8,5 % (v/v) de alcohol. La levadura tiene la
particularidad de ser un microorganismo facultativo, es decir, que puede vivir con 0

sin aire, teniendo desde ya funciones distintas segun sea el proceso:
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a). Con aire. Proceso aerbdbico: Los azucares presentes son utilizados por las
levaduras para nutricién y reproduccién. Esto implica que en estas condiciones, los

azucares son transformados en biomasa. Leandro (2013).

b). Sin aire. Proceso anaerdbico: Los azUcares presentes son sometidos a un
proceso de fermentacion mediante un proceso de glicélisis, en donde participan una
serie de enzimas que han de llevar al monosacarido glucosa y/o fructosa a aldehido
pirdvico y una oxidacion final lo transforma en alcohol etilico, con un
desprendimiento de calor, y de CO2, los cuales deben ser retirados del medio para
gue la reaccion continde. Se debe sefialar que los azucares que esta levadura ha
de procesar son so6lo los monosacaridos glucosa/fructosa y posee la enzima
invertasa para “desdoblar” o hidrolizar a la sacarosa convirtiéndola en sus azucares

simples que la constituyen: glucosa y fructosa. (Leandro, 2013).

3.1.2.3. Caracterizacion del hidromiel
A continuaciéon, se daran a conocer las generalidades del hidromiel en

caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas. Gordon (2015).

a) Aroma.

El aroma a miel variara en funcidén de la concentracion de azucares residuales al
igual que el tiempo de fermentacién del hidromiel. Hidromieles mas fuertes o dulces
pueden tener un aroma mas destacable a miel que otras versiones como las secas.
Las variedades de miel tienen diferentes incidencias dentro del proceso de

fermentacion. Gordon (2015).

b) Apariencia.
La claridad puede ser de buena a brillante. Claridades a cristal, reflexivas,

luminosos y distintivos son altamente deseables. Gordon (2015).

c) Sabor
El sabor a miel variara en funcién de los azulcares residuales e intensidad del
hidromiel. “Las versiones mas fuertes y dulces tendran un sabor a miel mas fuerte

que las versiones mas secas y suaves”. Gordon (2015).
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d) Sensacién en boca

Para la apreciacion, es necesario referirse a una sensacion de dulce, intensidad y
niveles de carbonatacién, asi como a cualquier materia prima agregada; estos
pueden afectar la sensacion en boca al proporcionarle diferentes caracteristicas al
hidromiel clasico. Gordon (2015).

e) Materias primas

El hidromiel se prepara a base de miel, agua y levadura. En algunos casos se es
necesario ajuste menor en la acidez y en los taninos que se pueden realizar con
frutos citricos, aditivos naturales o quimicos; Sin embargo, estos aditivos no deben

ser facilmente palpables en el sabor o aroma. (Gordon, 2015).

3.1.2.4. Tipos de hidromiel

Con la denominacion de Hidromiel compuesto o Hidromiel de frutas, se entiende el
producto obtenido por la fermentacion alcohdlica de un cocimiento de miel, agua
potable, adicionado de zumos de frutas (Hidromiel de frutas). Pereira (2004). El

hidromiel se clasificarse como:

a) Seco: Caracterizan por un contenido bajo de azlcar.
b) Dulce: Caracterizan por un contenido alto de azUlcar.
c) Espumoso: Por su efervescencia propia.

d) Gasificado: Gasificacion proporcionada artificialmente.

e) Semiseco: Que se caracteriza por la presencia de burbujas.

3.1.3. Sauco

3.1.3.1. Descripcion Botanica

El salco es una planta originaria del Peru y regiones adyacentes. Se distribuye
desde Argentina hasta Costa Rica. Crece espontaneamente, en climas templados
y frios, en terrenos humedos a orilla de los rios. En el Perq, el sauco tiene un amplio
rango altitudinal, desde los 2,800 hasta los 3,900 msnm, segun la zona del pais,
pero el optimo estd entre 3,200 y los 3,800 msnm. Encontrdndose en los
departamentos de Ancash, Lima, Huanuco, Junin, Cusco y Apurimac. (Blanco,

2005).
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3.1.3.2. Taxonomia
3.1.3.2.1. Clasificacioén taxonomica del saltco
Segun (Brack, 1999), el salco se clasifica desde un punto de vista botanico de la

siguiente manera:

Reino: Plantae.
Division: Magnoliophyta.
Clase: Magnoliopsida.
Subclase: Asteridae.
Orden: Dipsacales.
Familia: Caprifoliaceae.
Género: Sambucus.

Especie: Sambucus peruviana.

3.1.3.2.2. Caracteristicas del fruto de sauco

El fruto de salco esté constituido por bayas que en conjunto forman el racimo. Se
encuentra constituido por las bayas y el raspon o escobajo, ademas consta de un
vastago principal donde se asientan las bayas. Cahuana (1991).

Las bayas son de forma redonda u ovalada, su color caracteristico es rojo-azulado
oscuro, presenta de 200 a 400 por racimo, siendo su diametro variable entre 0,8 a
1cm, el peso oscila entre 0,4 a 0,7 g; y son débiles a la acciébn mecéanica. (Cahuana,
1991). La baya de saulco se encuentra constituida por una pelicula u hollejo, pulpa
y semillas. Ademas, presenta una estructura similar a la baya de uva. (Cahuana,
1991).

La fruta de salco (Sambucus peruviana) tiene fenoles totales 691.13 mg de acido
galico/100 gr y actividad antioxidante tiene 699.4613 mg de acido galico/100 gr
(Jorge y Segura, 2011).

3.1.3.2.3. Propiedades fisicas y quimicas del fruto del saico

A) Humedad

La determinacion realizada por varios autores acerca del contenido de humedad en
el fruto de "Sauco" fue de 91,49 %; 71,6 %; 89,67 %. Cahuana (1991). El
componente fundamental de los frutos es el agua, el cual representa del 50 a 90 %

de su peso, en estado de madurez. Sin embargo, el desarrollo de los frutos no esta
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condicionado solamente a las disponibilidades de agua en el suelo, sino al

suministro de elementos minerales del suelo (Gil y Albert, 1991).

B) Desprendimiento de frutos

El desprendimiento de los frutos es debido a la formacion en el pedunculo del fruto,
a nivel de la zona de insercién, de la llamada "capa de abscision. Cuando el fruto
madura, la presencia de esta capa se hace aparente, y el fruto se desprende con
facilidad (Gil y Albert, 1991).

C) Sélidos solubles totales (SST)
En el estado de plena madurez del fruto de sauco, los solidos solubles totales, estan

comprendidos entre 6,5y 7,2 grados brix. Cahuana (1991).

D) pH

El fruto maduro del salco es considerado muy acido por oscilar su pH entre 3,2-
3,8. Cahuana (1991). Por tal motivo, la determinacion del pH en los frutos de saluco
tiene importancia para determinar el grado de acidez, el estado de madurez, el
grado de deterioro de las bayas de sauco, ademas de la conservacion y
almacenamiento de alimentos, por su efecto inhibidor en el desarrollo de

microorganismos y enzimas. Matissek et al. (1992).

E) Cenizas
La determinacion realizada por varios autores acerca del contenido de cenizas en
el fruto del sauco fue de 0,84 %; 2,1 % y 0,89 %. Cahuana (1991).

3.1.4. Actividad antioxidante

La actividad antioxidante es la capacidad acumulativa de los componentes de un
alimento de atrapar radicales libres (Pablo y Gotteland, 2007).

La actividad antioxidante de un compuesto depende de sus propiedades redox, asi
como también de su capacidad como donador de atomos de hidrégeno y como
captador de radicales; idealmente, todas esas propiedades deberian medirse en

cada componente para valorar la actividad antioxidante total. (Ramirez, 2013).
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La capacidad o actividad antioxidante es una propiedad de algunas sustancias
(antioxidantes), por la cual retrasan el comienzo o reducen la velocidad de oxidacion
de las sustancias oxidables, inhibiendo la formacion de radicales libres en la fase
de iniciacién o interrumpiendo la cadena de propagacion de radicales libres. La
eficacia de un antioxidante estd relacionada con numerosos factores como la
energia de activacion, las constantes de velocidad, el potencial de oxidacion
reduccion, la facilidad de destruccion del antioxidante y las propiedades de
solubilidad. Adicionalmente, su eficacia se ve influida por su capacidad de retrasar
o frenar la reaccidn en cadena, su volatilidad y su caracter anfifilico. Fennema et al.
(2000). Esto se produce debido a que los radicales libres son atomos o grupos de
atomos que tienen un electrén desapareado con capacidad de aparearse, por lo
gue son muy reactivos, recorren nuestro organismo intentando robar un electron de
las moléculas estables con el fin de alcanzar su estabilidad electroquimica y lograr
su funcion especifica en la célula. La vida biologica del radical libre es de
microsegundos, pero tiene la capacidad de reaccionar con todo lo que esté a su
alrededor provocando un estrés oxidativo que puede conducir a diversas
enfermedades, tales como envejecimiento, problemas del sistema cardiovascular

(arterosclerosis), problemas en el sistema nervioso, dafio genético. (World, 1990).

3.1.4.1. Radical Libre
El radical libre son compuestos quimicos que tienen un electron desapareado, lo
gque hace que sean altamente inestables y reactivos, al buscar estabilidad, donan o

ganan un electron de otro compuesto. Halliwell (1993).

Los atomos ordenan sus electrones en los orbitales atomicos, este orden siempre
se hace en pares de electrones, lo que confiere al atomo estabilidad y por lo tanto
una baja reactividad con el medio. Bajo ciertas circunstancias un orbital puede
perder su paridad (perdiendo o ganando un electrén), la presencia del electron
desapareado en el orbital mas externo hace que el compuesto se vuelva reactivo
con otras moléculas de su entorno, usualmente lipidos, proteinas y &acidos
nucleicos. Al reaccionar los radicales libres con dichos sustratos altera sus
propiedades estructurales y funcionales, causando un dafio irreparable en la
mayoria de los casos. (White, 1994).
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3.1.4.2. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo ocurre cuando la velocidad con la que se generan las especies
reactivas en el organismo supera la velocidad con que dichas especies son
removidas por los mecanismos y compuestos antioxidantes. Este puede ser
originado por una sobre generacion de compuestos oxidantes (ROS y RNS) o por
la reducida capacidad de los sistemas enddgenos para combatir el ataque oxidativo
dirigido hacia las biomoléculas. El dafio producido a nivel celular, ocasionado por el
estrés oxidativo, inducido por la actuacién de radicales libres, contribuye al
desencadenamiento de enfermedades crénicas como enfermedades

cardiovasculares e inflamatorias, cataratas, cancer, entre otras. (Persson, 2014).

3.1.5. Fenoles totales

Los compuestos fendlicos de los productos vegetales se han identificado un gran
abanico de sustancias con un amplio espectro de actividades funcionales.
Tradicionalmente, estos compuestos se han considerado importantes en los
vegetales por su participacion en flavor y color (espacialmente en pardeamiento
enzimatico) pero actualmente también despiertan un gran interés por sus
potenciales efectos benéficos para la salud, actividad antioxidante y acciones
antimicrobianas. En los términos quimicos mas simples, los compuestos fendlicos
por un anillo aromatico hidroxilado como fenol, p-creso y 3-etilfenol. Los
compuestos fendlicos disminuyen con el grado de madurez en las frutas, pero
aumentan como respuesta al estrés producido por magulladoras y por infecciones

fungicas. Fennema et al. (2000).

Los compuestos fendlicos son en gran parte, los responsables de las principales
caracteristicas organolépticas de los alimentos y bebidas procedentes de plantas:
se encuentran en frutas, verduras, legumbres, frutos secos chocolate y en bebidas
como el té, café, vino y cerveza. Contribuyen en su color (pigmentacion amarillos,
rojos, naranjas, rojos, azules), sabor (en el amargor y astringencia) olor y estabilidad
oxidativa. (Cheynier, 2005).
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3.1.5.1. Actividad antioxidante de los compuestos fendlicos

A lo largo de los afios, algunos beneficios han sido atribuidos a los compuestos
fendlicos, y un gran niumero de estudios han sugerido que el consumo de frutas y
verduras pueden reducir el riesgo de enfermedades cardiovasculares y de cancer,
potencialmente a través de la actividad biolégica de los compuestos fendlicos, asi

como de las vitaminas como antioxidantes (Proteggente et al., 2002).

3.1.6. Taninos totales

Los taninos totales son compuestos fendélicos de caracteristicas sensoriales tan
importantes como sabor aspero amargor, astringencia y la estabilidad del color. Los
taninos son compuestos que no solo poseen un elevado peso 17 molecular, sino
ademas presentan suficientes grupos hidroxilos unidos a estructuras fendlicas que
les permiten tener la caracteristica de formar complejos con proteinas, minerales y

otras macromoléculas. (Reed, 2010).

Los taninos condensados se encuentran también en otros productos alimenticios,
solo que, en menores concentraciones, como por ejemplo en manzanas, duraznos,
mangos Yy bebidas como el vino tinto e hidromiel de sauco. A nivel tecnolégico los
taninos en alimentos representan parametros de calidad. Por ejemplo, la sensacion
de astringencia es ligada muchas veces a caracteristicas organolépticas negativas
en algunos alimentos, pero deseadas en otros. Por ejemplo, la cantidad de
proantocianidinas presentes en nueces (400 mg/100g) son suficientes para generar
la sensacion de astringencia caracteristica de nueces, pero posiblemente esa
misma cantidad no sea tan agradable si estd presente en manzanas, ya que
estamos acostumbrados a otro sabor y sensaciones cuando las consumimos
(Drewnowski, 2000).

Desde el punto de vista sensorial, los taninos del hidromiel y vino son un importante
componente de la calidad del mismo, ya que contribuyen tanto a la percepcion en
boca como a la estabilizacion del color en el tiempo. Vidal (2004). Los taninos del
hidromiel proceden principalmente de las semillas y los hollejos de la uva y sauco
transferidos al hidromiel y vino durante su elaboracién. Los taninos de las semillas

y de los hollejos son comunmente llamados “taninos condensados”. (Belitz, 2009).
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3.1.6.1. Caracteristicas de taninos

Segun (Belitz, 2009) los taninos son polifenoles naturales, que son metabolitos

secundarios ampliamente distribuidos en varios sectores del reino de las plantas

superiores. Se distinguen por las siguientes caracteristicas generales:

» Solubilidad en agua.

» Masa molecular entre 500 y 3000-5000.

» Estructura y caracter polifendlico (12-16 grupos fendlicos y 5-7 anillos
aromaticos por cada 1000 unidades de masa molecular relativa).

» Complejacién intermolecular (astringencia).

3.1.6.2. Propiedades principales de taninos

La capacidad de formar complejos con las proteinas, que les confiere una
caracteristica gustativa interesante, asociada al término globalmente conocido
como astringencia o gusto tanico. Su poder antirradicalario y su capacidad de
consumir oxigeno disuelto, atribuyéndole su propiedad antioxidante, muy utilizada
en la industria agroalimentaria y farmacéutica. (Belitz, 2009).

3.1.6.3. La clasificacion de los taninos
Los taninos se pueden clasificar en dos grupos. Taninos hidrolizables que vienen
de roble y otros arboles y taninos condensados o proantocianidinas. Son estos

ultimos procedentes esencialmente a partir de uvas los de interés. Lopez (2015).

a) Taninos condensados o proantocianidinicos

Cuya particularidad es que liberan tras una hidrélisis acida una antocianidina. El
nombre genérico de proantocianidina se usa cuando se desconoce la antocianidina
formada. Quimicamente se trata de polimeros de flavanoles, formados por unidades
de flavanoles o catequinas unidos entre si por enlaces carbono — carbono. (Lépez,
2015).

b) Taninos hidrolizables

En los cuales después de una hidrdlisis acida se libera &cido gélico o acido elagico.
Se denominan galotaninos o el agitaninos respectivamente. Los agitaninos estan
estructurados como moléculas lineales de glucosa enlazadas a las funciones

carboxilo de los grupos hexahidroxidifénicos del acido elagico, mientras que los
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galotaninos estan constituidos por nucleos de glucosa en forma ciclica que forman
enlaces con la funcion acida del acido galico. En ambos casos se trata de
estructuras de una complejidad relativa. (L6pez, 2015).

La estructura de Taninos galicos Hidrolizables se muestra en la figura 1, los Taninos

Galicos son Hidrolizables por los acidos, bases y enzimas.
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Figura 1. Estructura de Taninos Hidrolizables - Taninos Galicos.

Fuente: Lopez (2015).

La estructura de Taninos Hidrolizables se muestra en la figura 2, los Taninos

elagicos son Hidrolizables por los &cidos, bases y enzimas.

Acido elagico

Geraniina
Figura 2. Estructura de Taninos Hidrolizables - Taninos Elagicos.

Fuente: Lopez (2015).
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La estructura de Taninos Hidrolizables se muestra en la figura

condensados son Hidrolizables por los acidos, bases y enzimas.

OH

. OH

Poliepicatequinas

Copolimero de procianidinas y predelfinidinas

Figura 3. Estructura de Taninos Condensados.

Fuente: Lépez (2015).

3, los Taninos

La estructura de condensados o proantocianidinas se muestra en la figura 4,

hidrolizables, ya que se hidrolizan con dificultad y por el contrario, el tratamiento

con calor y 4cidos.
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Figura 4. Taninos hidrolizables y Taninos condensadas proantocianidinas.

Fuente: Lopez (2015).
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3.1.7. Flavonoides totales

Los flavonoides se encuentran en frutas, verduras, semillas y flores, asi como en
cerveza, vino, té verde, té negro, los cuales son consumidos en la dieta humana de
forma habitual y también pueden utilizarse en forma de suplementos nutricionales,
junto con ciertas vitaminas y minerales. Los flavonoides son compuestos fendlicos
de 15 carbonos que se distribuyen en el reino vegetal en mas de 2.000 especies de
muy diversas familias. Debido a sus propiedades antioxidantes y secuestrantes de

radicales libres (Hirano et al., 2001).

Los flavonoides son moléculas que tiene una estructura béasica de 15 atomos de
carbono, que incluyen 2 anillos aroméaticos unidos por una cadena de 3 carbonos
(C6-C3-C6), teniendo esta estructura base, es que existe una amplia diversidad de
compuestos .En la naturaleza los flavonoides se pueden encontrar en su forma libre
0 conjugada, la ultima es esterificada por una o dos moléculas de azucar, en su
grupo hidroxilo. (Arrido, 2013).

3.1.7.1. Estructura quimica

Segun (Hirano et al., 2001), los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular
gue comparten un esqueleto un esqueleto comun de difenilpiranos (C6-C3-C6),
compuesto por dos anillos de fenilos (A y B) ligados a través de un anillo C de pirano
(heterociclico). Los atomos de carbono en los anillos C y A se numeran del 2 al 8,
y los anillos B desde 2 al 6. La actividad de los flavonoides como antioxidantes
depende de las propiedades redox de sus grupos hidroxifenolicos y de la relacion
estructural entre las diferentes partes de la estructura quimica. Esta estructura
basica permite una multitud de patrones de sustitucién y varia en funcién de sus

caracteristicas estructurales se pueden clasificar en:

a) Flavanos, como la catequina, con un grupo —OH en posicion 3 del anillo C.

b) Flavonoles, representados por la quercetina, que posee un grupo carbonilo en

posicion 4 y un grupo —OH en posicion 3 del anillo C.

c) Flavonas, como la diosmetina, que poseen un grupo carbonilo en posicion 4 del

anillo C y carecen del grupo hidroxilo en posicion C3.
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d) Antocianinas, que tienen unido el grupo —OH en posicidn 3 pero ademas poseen

un doble enlace entre los carbonos 3y 4 del anillo C.

3.1.7. 2. Principales polifenoles flavonoides

Los flavonoides, que constituyen el grupo mas importante de los polifenoles, se
subdividen en distintas clases, con mas de 5000 compuestos descritos en la
literatura. Su estructura comun es la de difenilpropanos (C6-C3-C6) que consta de
dos anillos arométicos vinculados a través de tres carbonos que suelen formar un
heterociclo oxigenado. Se caracterizan por ser solubles en agua y en ocasiones
presentarse en la naturaleza como agliconas (contraparte no glicosilada de la unién

glucosidica entre un azucar y otra molécula “aglicona”). (Bravo, 1998).

5 4

Figura 5. Sistema de numeracion de flavonoides y estructura basica.

Fuente: Bravo (1998).

3.2. Marco conceptual

3.2.1. Hidromiel

El Hidromiel es una bebida tradicional que resulta de la fermentacién alcohdlica de
miel de abeja por accion de las levaduras del género Saccharomyces. Es la bebida
alcohodlica mas antigua consumida por el hombre, de la cual se han encontrado

vestigios que datan de unos 100 a.C. (Apaza, 2011).

3.2.2. Antioxidantes

Los antioxidantes son sustancias que inhiben o retardan el proceso oxidativo, cuya
actividad podria deberse a sus componentes polifenélicos. (Chaulya y Mukherjee,
2010).
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Los antioxidantes son nutrientes capaces de neutralizar la accién oxidante de los
radicales libres, sin perder su estabilidad electroquimica. De acuerdo al modo de
accion los antioxidantes se clasifican como bloqueadores de radicales libres,

guelantes de iones metalicos y como eliminadores de oxigeno. (Barja, 2014).

3.2.3. Fenoles

Los fenoles estan asociados al color, las caracteristicas sensoriales (sabor,
astringencia, dureza), las caracteristicas nutritivas y las propiedades antioxidantes
de los alimentos de origen vegetal. La caracteristica antioxidante de los fenoles se

debe a la reactividad del grupo fenol (Finkel y Holbrook, 2000).

Fenoles son compuestos fendlicos poseen una estructura quimica especialmente
adecuada para ejercer una accién antioxidante actuando como captores de
radicales libres neutralizando peligrosas especies reactivas de oxigeno e iones
metalicos quelantes. Ademas, debido a su reactividad, se encuentran en la mayoria
de los casos combinadas con un &cido organico, un azucar o bien, con ellas mismas

para formar un polimero. (Puzanowska, 2009).

3.2.4. Taninos

Los taninos son compuestos polifendlicos muy astringentes y de gusto amargo, Los
polifenoles son un conjunto heterogéneo de moléculas entre 500-3000 daltons, que
comparten la caracteristica de poseer en su estructura varios grupos bencénicos
sustituidos por funciones hidroxilicas. Este grupo de compuestos posee

propiedades como: antioxidantes, antiinflamatorias y antirradicéles. (Gil A, 2010).

Los taninos presentes en el sadco y en el hidromiel juegan un papel preponderante
en la calidad del hidromiel, al conferir propiedades de astringencia, de color y de
estructura. También contribuyen a la estabilizacion del color durante el

envejecimiento (Pérez y Gonzalez, 2001).

3.2.5. Flavonoides

Los flavonoides tienen importantes propiedades antioxidantes, ya que minimizan la
peroxidacion lipidica y el efecto de radicales libres, contribuyendo esta manera a
reducir el riesgo enfermedades cardiovasculares. hertog (1993).
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CAPITULO IV: METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

4.1. Lugar de ejecucién

Las pruebas experimentales de determinacién de la actividad antioxidante,
contenido de fenoles totales, taninos totales y flavonoides totales del hidromiel de
saluco (Sambucus peruviana) de cuatro empresas del distrito de Talavera se
desarroll6 en los laboratorios de Quimica, Control de Calidad y Biotecnologia de la
Escuela Profesional de Ingenieria Agroindustrial (EPIA), de la Universidad Nacional
José Maria Arguedas (UNAJMA), ubicada en el barrio de Santa Rosa en la Av. 28
de julio N°. 1102 del Distrito de Talavera, Provincia de Andahuaylas y Region de

Apurimac.
4.2. Materiales, instrumentos y equipos

4.2.1. Materiales

En latabla 1 se muestra materiales que se utilizé durante el trabajo de investigacion.

Tabla 1. Lista de materiales de la investigacion.

CANTIDAD UNIDAD MATERIALES

06 Unid. Fiolas de 50 mL

01 Unid. Pizeta

02 Unid. Varillas de vidrio

01 Unid. Espatula

02 Unid. Probetas de 100 mL

02 Unid. Probetas de 50 mL

05 Unid. Vasos precipitados de 50 mL
05 Unid. Pipetas de 1 mL

05 Unid. Pipetas de 10 mL

05 Unid. Pipetas de 5 mL

01 Unid. Micro pipeta

01 Unid. Pro pipeta

01 Unid. Cubeta de cuarzo

05 Unid. Frascos color &mbar

02 Unid. Bolsas de algodon

01 Unid. Papel aluminio foil (Rollo)

03 Unid. Papel tisu

50 Unid. Tubos de ensayo con tapas
01 Unid. Gradilla para tubos de ensayo
01 Unid. Matraz erlenmeyer de 100 mL
01 Unid. Matraz aforado

01 Unid. Vidrio de reloj

01 Unid. Cinta masking type
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4.2.2. Instrumentos y equipos

En la tabla 2 se observa la lista de instrumentos y equipos que se utilizé durante el
trabajo de investigacion.

Tabla 2. Lista de instrumentos y equipos de investigacion.

CANTIDAD  UNIDAD INSTRUMENTOS Y EQUIPOS

01 Unid. Espectrofotometro UV-Visible.

01 Unid. Refrigeradora

01 Unid. Agitador magnético digital

01 Unid. Termometro digital desde -50°C hasta +200°C
01 Unid. Estufa

01 Unid. Balanza electrénica digital

4.2.3. Reactivos e insumos

En la tabla 3 se muestra la lista de reactivos e insumos que se utilizé6 durante el
trabajo de investigacion.

Tabla 3. Lista de reactivos e insumos de investigacion.

CANTIDAD UNIDAD REACTIVOS E INSUMOS

100 mL Reactivo de Folin-Ciocalteu Sigma 2N; mezcla de
fosfomolibdato y fosfotungstato, usado para la
determinacion de polifenolicos.

200 mL Acido clorhidrico 37.0 % de pureza de color blanco
bastante densos y corrosivos.

1 L Metanol quimicamente puro y al 80 %; liquido claro,
incoloro.

3 L Agua destilada aproximadamente pH: 7; mediante el
proceso de destilacion se le han eliminado las impurezas
e iones.

1 L Etanol 95° GL; alcohol etilico, se presenta en

condiciones normales de presion y temperatura como un
liquido incoloro e inflamable.

50 mg DPPH (2, 2-difenil-1-picrilhidrazil), aproximadamente 90
%; base celular permeable, que se utiliza comunmente
para evaluar la capacidad de los compuestos, para
actuar como captadores de radicales libres.

50 G Carbonato de Sodio 99,9 % de pureza, PM=105,99; sal
blanca y translucida

50 G Acido gélico 99 % de pureza, PM=188,141; es un polvo
organico incoloro cristalino

50 G Trolox es universalmente empleado como estandar en

las curvas de comparacién de diversos ensayos de
actividad de antioxidante (como DPPH entre otros).

10 G Quercetina 95 % de pureza.
25 G Tricloruro de aluminio 98 % de pureza, es como un polvo
amarrillo.
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4.3. Poblacién y muestra

4.3.1. Poblacion

Se consideré como poblacion a hidromiel de salco de las empresas de Marqués

de Aranjuez, Santa Isabel, Granja Santa Rosa y el Dorado del distrito de Talavera.

4.3.2. Muestra

Para obtener la muestra se realiz6 un muestreo no probabilistico de acuerdo a juicio
del investigador. Donde la muestra esta referida, a hidromiel de sadco, las cuales
fueron compradas de las empresas de Marqués de Aranjuez, Santa Isabel, Granja
Santa Rosa y El Dorado. Para cual se trabajo con 3 botellas de muestra de cada

empresa, las cuales fueron tomadas.

4.4. Tipo de investigacion

4.1. De acuerdo a su naturaleza
Cuantitativa: Es aquella en la que se recogen y analizan datos cuantitativos sobre

variables.

4.2. De acuerdo al tiempo
Prospectivo: Que hace referencia a un tiempo futuro o trata de conocerlo

anticipadamente mediante la proyeccion de datos del presente.

4.3. De acuerdo a la técnica de contrastacion

Descriptivo: Durante el desarrollo de la investigacion se observé mediante el
analisis espectrofotométricos la determinacion de la actividad antioxidante, fenoles
totales, taninos totales y flavonoides totales del hidromiel de salco (sambucus

peruviana) de cuatro empresas del distrito de Talavera.
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4. 5. Método de analisis

4.5.1. Método de analisis desarrollado por. Brand-Williams et al. (1995) para la
determinacion de la actividad antioxidante con la siguiente ecuacion.

Se restaron las absorbancias del blanco y de la muestra, y se calculé6 Mm
equivalentes Trolox/100 mL como se muestra en la Ec. (01).

Trolox muestra — AbSplanco — AbSmuyestra Ec. (01)
m » (mL de muestra) = 1000~~~ E€

mMEq.

Donde, m = pendiente de la curva calibrada, mM = Milimolar y Eq = Equivalente.

4.5.1.1. Fundamento
En este método los compuestos antioxidantes de la muestra a ensayar, reaccionan
con el radical estable 2,2 difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) que se encuentra en una

solucién de metanol. El radical en forma de DPPH absorbe la luz a 517 nm.

4.5.1.2. Preparacion de la solucién madre de Trolox

Para ello se disolvi6 2 mg del reactivo Trolox (Acido — 6 — hidroxi — 2, 5, 7, 8 —
tetrametil — croman — 2- carboxilo), en 10 mL de metanol (MeOH) al 80 %. Y por lo
tanto obtiene una concentracion de 800 umol. Y a partir de esta solucion madre de

Trolox se preparé soluciones a diferentes concentraciones.

4.5.1.3. Preparacion de la curva de calibracién.

Se prepard una solucion patrén, disolviendo 2 mg de Trolox en 10 mL de metanol
al 80 %. Se realizo las siguientes diluciones como se muestra en siguiente (Tabla
4).

Tabla 4. Curva estandar de Trolox.

Concentracion solucién Metanol 80%
(umol) patrén (mL)
(mL)

100 0.375 2.625
300 1.125 1.875
400 15 1.5
500 1.875 1.125
600 2.25 0.75
700 2.625 0.375
800 3 0

Fuente: (Brand-Williams, et al., 1995).
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4.5.1.4. Preparacién de la solucién madre de DPPH
La solucién madre de DPPH se preparo6 disolviendo 3.9 mg de DPPH en 100 mL de
metanol. Esta solucion se almaceno en un frasco &mbar o cubierto con papel

aluminio a -20 °C por un tiempo no mayor a una semana.

4.5.1.5. Solucion diluida de DPPH

Se dej6 temperar la solucibn madre hasta alcanzar la temperatura ambiente
(alrededor de 45-60 minutos). Posteriormente se prepard una solucion diluida de
DPPH para lo cual se tomd 10 mL de solucion madre y se diluido con 45 mL de
metanol puro o al 80 %. Esta solucién debe dar una lectura de absorbancia de 1,1.
+ 0,02 a una longitud de onda de 517 nm, previamente haciendo uso como blanco
el solvente empleado para hacer cero el espectrofotémetro.

4.5.1.6. Procedimiento

> Se llevé el espectrofotometro a cero con metanol.

» Posteriormente se medio la absorbancia de la solucion diluida de DPPH a 517
nm gue debe dar una lectura de 1,1. + 0,02.

» Con una micropipeta se tom6 0.1 mL de hidromiel de salco y se le adiciono
2.9 mL de la solucion madre de DPPH diluida en un tubo de ensayo protegido
de la luz.

> Al mismo tiempo se preparé un blanco con 0.1 mL de solvente puro (de
acuerdo a la muestra empleado) en lugar de la muestra, y se le adicion6 2.9
mL de la solucién madre de DPPH diluida para obtener un factor de correcciéon
debido a la dilucion (blanco).

» Luego se dej6é reaccionar la muestra con la solucion diluida de DPPH vy el
blanco en un agitador en la oscuridad a temperatura ambiente (20 °C) con los
tubos de ensayos cerrados tomando muestras en intervalos de 15 minutos
para realizar las lecturas al espectrofotometro a 517 nm.

» Finalmente se medid la absorbancia a 517 nm en espectrofotbmetro para
calcular la actividad antioxidante del hidromiel de sauco.

» Los resultados de la actividad antioxidante se expresé como en
MMEQ.Trolox/100 mL de muestra utilizando la Ec. (01).
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4.5.2. Método de andlisis desarrollado por. Singleton et al. (1999), para la
determinacion del contenido de fenoles totales: indice de Folin-Ciocalteu con
la siguiente ecuacion.

El contenido de fenoles totales se estimd a partir de la curva estandar con una
solucion acuosa de acido galico como patron.

La curva estandar de calibracién para la determinacion de fenoles totales se

muestra en la siguiente Ec. (02).

Y = @QABS + b e s e e EC (02)
Y xDxV x100
Fenoles totales = SRR 1T ol (1 K )
Peso

Dénde, fenoles totales = Miligramos (mg) equivalente de acido galico (GAE) /100

mL muestra, Y = Miligramos (mg) equivalente de acido galico (GAE)/ por mL, D =

Dilucion, V = Volumen de muestra en mL, Peso = Peso de la muestra en mL.

4.5.2.1. Fundamento

El reactivo de Folin-Ciocalteu (F- C) estd formado por una mezcla de &cido
fosfotingstico (HsPW12040) y acido fosfomolibdico (HsPMo012040), la cual, a través
de la oxidacién de los fenoles, es reducida a 6xidos azules de tungsteno (Wg0Oz23) y
molibdeno (MosO23), respectivamente (Galili y Hovav, 2014). El reactivo Folin-
Ciocalteu tiene una coloracion amarilla que en presencia de fenol se torna azul. La
intensidad de color azul se mide espectrofotométricamente a 765 nm. Los
resultados se expresaron como mg equivalente de 4cido galico (AGE)/100 mL de

muestra.

4.5.2.2. Preparacion de ladilucion de acido galico

Los fenoles totales se determinaron mediante el método espectrofotométrico de
Folin-Ciocalteu usando el &cido galico como material de referencia. Se prepar6 una
disolucién patrén 50 mg de &cido gélico en 10 mL de etanol y luego se diluye con

agua destilada hasta 100 mL. Para obtener concentraciones de 35 uyg EAG/mL.

4.5.2.3. Curva de calibracion
Se utilizé la solucion patron de acido galico, disolviendo 50 mg de acido galico en

100 mL de agua destilada y se realizd las siguientes diluciones a diferentes
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concentraciones de 10, 15, 20, 25, 30, 35 pg/mL. La técnica empleada fue folin-
ciocalteu, carbonato de sodio y para la cual se construyé una curva de calibracion
de acido géalico como se observa en tabla 5, usando una solucién patréon de 35 ug
EAG/mL.

Tabla 5. Curva calibracion de &cido galico.

Concentracién Solucidn patrén Agua destilada
(mL) (mL)

10 pg EAG/mL 0.857 2.143

15 pg EAG/mL 1.286 1.714

20 ug EAG/mL 1.714 1.286

25 ug EAG/mL 2.143 0.857

30 ug EAG/mL 2.571 0.429

35 ug EAG/mL 3 0

Fuente: (Singleton et al., 1999).

4.5.2.4. Preparacion de la dilucion de carbonato de sodio 20%

De la misma manera se prepar0 una disolucion de carbonato de sodio al 20 %
pesando 5 g de carbonato de sodio en un matraz aforado de 25 mL, inicialmente se
disolvié en 15 mL de agua y se llevd hasta su completa disolucion, finalmente se

llevé a su volumen de aforo con agua.

4.5.2.5. Preparacion de ladiluciéon 1N del reactivo Folin-Ciocalteu
Ello se realiz6 por medio de una dilucién 1:2 del reactivo comercial (2N) en agua

destilada; y el reactivo se protejo de la luz y sera en refrigerado hasta su uso.

4.5.2.6. Procedimiento
El contenido de fenoles totales se determind de acuerdo a la metodologia descrita

por (Singleton et al., 1999).

» Se tom6 1 mL de hidromiel de salco y se mezclé con 1 mL de reactivo de Folin
- Ciocalteu.

> Se dej6é en reposo a temperatura ambiente por 5 min.

> Después de lo cual se agreg6 2 mL de carbonato de sodio al 20 %.

» Se agito fuertemente para luego, dejar reposar durante 90 min a temperatura
ambiente. Después de este tiempo se medid la absorbancia a 765 nm en

espectrofotometro.
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» Los resultados contenidos de fenoles totales se expresaron como mg

equivalentes de acido galico/100 mL de muestra utilizando la Ec. (03).

4.5.3. Método de analisis desarrollado por (Bate, 1981) para la determinacion
del contenido de taninos totales con la siguiente ecuacion.
Para la determinacion del contenido de taninos totales se trabajo utilizando la

siguiente Ec. (04).

C.T.T. (mg/L de muestra) = 19.33 X (A4 — Ap) -+ «es ves cvv vv ver ev we vee eev we . . EC. (04)

» Dobnde, Aa = Absorbancia en tubo “A”, Ag = Absorbancia en tubo “g”.

» mg= Miligramos, L= Litro, La constante 19.33 corresponde al coeficiente de
extincion molar de la cianidina obtenida por la hidrdlisis acida de una disolucién

de procianidinas oligdmeras de referencia (Ribéreau-Gayon et al.,1998).

4.5.3.1. Procedimiento
» Se prepar6 una dilucién previa de la muestra con un factor de dilucion 1:10 del
reactivo comercial en agua destilada. A partir de esta dilucion se preparan dos

tubos de ensayo.

» Eneltubo “A” se afnadio 1 mL de muestra diluida, 0.5 mL de agua destilada 'y 3
mL de HCI al 37 %.

> En el tubo “B” se afiadié 1 mL de muestra diluida, 0.5 mL de agua destilada y 3
mL de HCI al 37 %.

» Se llevo en el tubo “A” a 90 °C durante 30 minutos tapado en bafio maria y
protegido de la luz y una vez transcurrido este tiempo se deja atemperar en
oscuridad.

> Eltubo “B” se dej6 a temperatura ambiente protegido de la luz. Una vez el tubo
“‘A” esté atemperado se afiadié 0.5 mL de etanol (EtOH) en ambos tubos y se
mide la absorbancia a 550 nm.

» El resultado contenido de taninos totales se expres6 como mg/L de muestra
utilizando la Ec. (04).
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4.5.4. Método de analisis desarrollado por. Hamasaka et al. (2004) para la
determinacion del contenido de flavonoides totales con la siguiente ecuacion.
Para la determinacion del contenido de flavonoides totales se trabajo utilizando la
siguiente Ec. (05).

Am X Pr x5
Fl.= Tx 3 0SSR Of ol (| 153

Donde, FI= Contenido de flavonoides totales expresados como mg equivalente de
guercetina/mL, Am= Absorbancia de la solucion muestra (nm), Pr= Peso de la

sustancia de referencia (g) y Ar= Absorbancia de la solucion de referencia (nm).

4.5.4.1. Preparacion de solucién de AlCl3
» Se pes6 en una balanza analitica 2 g de tricloruro de aluminio.
» Después se disolvio en 25 mL de etanol al 80 %.

» Se aforo en fiola de 100 mL y se llev6 a volumen con etanol al 80 %.

4.5.4.2. Solucién Stock de quercetina

» Se pes6 en una balanza analitica 0.05 g de quercetina.

» Luego se disolvio en 25 mL de etanol al 80 %.

» Finalmente se aforo en una fiola de 100 mL y se llevé a volumen con etanol al
80 % hasta 100 mL.

4.5.4.3. Preparacion de la curva de calibracién
» Disolver 50 mg de quercetina en etanol al 80 % hasta un volumen de 100 mL
para alcanzar concentraciones de 5, 10, 15, 20, 25 ug/mL equivalentes de

guercetina como se muestra en siguiente tabla 6.

Tabla 6. Curva estandar de quercetina.

Concentracién solucion patrén Etanol al 80%
(mL) (mL)
5 pg/mL 1.286 1.714
10 pg/mL 1.714 1.286
15 pg/mL 2.143 0.857
20 pg/mL 2.571 0.429
25 pg/mL 3 0

Fuente: (Hamasaka et al., 2004).
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4.5.4.4. Procedimiento

» 2 mL de hidromiel de salco en 2 mL de solucion de AICls al 2 % en etanol al 80
%.

» Después se Reposo en 1 hora a temperatura ambiente.

» Leer la absorbancia a longitud de onda (A) = 420 nm.

> El resultado contenido de flavonoides totales se expres6é como mg equivalente.
de quercetina/mL de muestra utilizando la Ec. (05).

4.6. Disefio experimental

4.7.1. Matriz de disefio experimental

El disefio experimental que se utilizé para la investigacion es disefio completamente
al azar (DCA) para comparar los tratamientos del hidromiel de satco (Sambucus
peruviana) de las empresas de Marqués de Aranjuez, Santa Isabel, Granja Santa
Rosa y El Dorado (como variable independiente), para determinar la actividad
antioxidante, contenido de fenoles totales, taninos totales y flavonoides totales

(como variables dependientes) como se muestra en la siguiente la tabla 7.

Tabla 7. Disefio completamente al azar (DCA).

Numero de Numero de Actividad Fenoles Taninos Flavonoides
Tratamientos repeticiones antioxidante totales totales totales

T1 Y11
Marqués de Y12
Aranjuez Y13
T2 Y21
Santa Isabel Yoo
Y23
T3 Y31
Granja Santa Y32
Rosa Y33
T4 Ya1
El Dorado Ya2
Ya3

Fuente: (Gutiérrez y de la vara, 2012).
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Donde:
T: Tratamientos de cuatro empresas del distrito de talavera (Marqués de Aranjuez,
Santa Isabel, Granja Santa Rosa y El Dorado).

Y: Repeticiones por triplicado.

Para el analisis de los resultados se utilizd el software estadistico Statgraphics
Centurion XVL.I.

4.7.2. Modelo estadistico
El modelo estadistico para este disefio esta dado por:

Donde u es el promedio de las medias de cada variable, llamado media global, t;
es replica de los tratamientos, &;;es el error aleatorio y ¥;; es el resultado de

determinacién de la actividad antioxidante, contenido de fenoles totales, taninos
totales y flavonoides totales de hidromiel de salco (Sambucus peruviana) de cuatro

empresas del distrito de Talavera.

4.7.3. ANOVA para el disefio completamente al azar (DCA)

El analisis de varianza (ANOVA) es la técnica central en el analisis de datos
experimentales.

La idea general de esta técnica es separar la variacion total en las partes con las
gue contribuye cada fuente de variacién en el experimento. En el caso del DCA se
separan la variabilidad debida a los tratamientos y debida al error. Cuando la
primera predomina “claramente” sobre la segunda, es cuando se concluye que los
tratamientos tienen efecto, o dicho de otra manera, las medias son diferentes.
Cuando los tratamientos no dominan contribuyen igual o menos que el error, por lo
gue se concluye que las medias son iguales.

El objetivo del Andlisis de varianza en DCA es probar la hipotesis de igualdad de
los tratamientos con respecto a la media de la correspondiente variable de
respuesta.

Es importante resaltar que el ANOVA supone que la variable de respuesta se
distribuye normal, con varianza constante (los tratamientos tienen varianza similar)

y que las mediciones son independientes entre si. Estos supuestos deben
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verificarse con las hipétesis para estar mas seguros de las conclusiones obtenidas,

de la siguiente manera.

Hp:i i = M2 =000 = U3 = oot et i oo e ciee e e see e eee een e see ene s een ses ee ee een sen = o BCL(07)
Hpa:py # pjParaalgini #j ..o e v e EC(08)

A continuacion las siguientes hipoétesis son para las dos fuentes de variabilidad lo

gue son los tratamientos y el error aleatorio.

Hipotesis Nula (Ho): La actividad antioxidante, contenido de fenoles totales,
taninos totales y flavonoides totales del hidromiel de saldco (Sambucus peruviana)

de cuatro empresas del distrito de Talavera no presentan diferencias significativas.

Hipotesis alterna (Ha): La actividad antioxidante, contenido de fenoles totales,
taninos totales y flavonoides totales del hidromiel de saico (Sambucus peruviana)

de cuatro empresas del distrito de Talavera presentan diferencias significativas.

4.7.4. Estadistico de prueba: Analisis de varianza

Tabla 8. Analisis de varianza para el DCA.

FV SC GL CM Fo Valor—p
. K — A
Tratamientos B YLZ YLZ K-1 CMTRAT _ SCTRAT CMTRAT/CME P(F > FO)
SCrrar = — T K-1
~ n; N
ErI’OI’ SCE =SCT_SCTRAT N—K SCE
CME =

Total K N-K

_ 2 _ Ti.
SCr = ; ]ZI G-
Fuente: (Gutiérrez y de la vara, 2012).

Donde el valor - p < 5 % entonces se rechaza la hipotesis nula por lo tanto se acepta

la hipétesis alterna.

4.7.5. Comparaciones o pruebas de rango multiple

Posterior al ANOVA (Andlisis de varianza), y una vez rechazada la hipétesis nula
(Ho), se utilizo el método LSD (Diferencia minima significativa), ya que este método
a diferencia del tukey permite detectar los errores mas minimos cometidos en un

experimento.
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Comparacion de parejas de medias de tratamientos

Cuando no se rechaza la hipétesis nula Ho: ui = yj....... uk = u, el objetivo del
analisis esta cubierta y la conclusion es que los tratamientos no son diferentes. Si
por el contrario se rechaza (Ho), y por consiguiente se acepta la hipétesis alternativa
HA: ui # yuj para algun i #j, sera necesario investigar cuales tratamientos resultaron

diferentes, o cuales provocan la diferencia.

4.7.6. Método LSD (diferencia minima significativa)
Una vez se rechazo6 en el ANOVA, el problema es probar la igualdad de todos los
posibles pares de medias con la hipotesis:

Para toda i # j. para k tratamientos se tiene un total k (k-1)/2 pares de medias. En

el caso de la presente investigacion se tendra:

k(k-1)
2

Se rechaza la Ho: pi = p2, Si ocurre que:

= = 1 1
Vi = Y| > ta2 no1 /CME(n—i+ n—]_) =3 A7) JRSNRRRIS O ol € V)

Donde el valor t,,, y-1, S€ leera en las tablas de distribucion T de student con N-k,

grados de libertad que corresponden al error, el CMy, es el cuadrado medio del error
y se obtiene de la tabla de ANOVA, n; y n; son los nimeros de observacion para
los tratamientos i y j, respectivamente. La cantidad LSD se llama diferencia minima
significativa. Si el disefilo es balanceado, es decir si ni=nz=....nk, la diferencia

minima significativa se reduce a:

LSD = tg/3 N1y 2ZCME/T) oo ittt et e e e s e e e B (13)

En tal caso se rechaza la hipétesis nula, se acepta la hipotesis alterna. La cual nos

dice que las medias de los tratamientos son diferentes.
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CAPITULO V: RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1. Resultados y discusiones de la actividad antioxidante del hidromiel de
sauco

5.1.1. Resultados de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante se calcul6 usando una curva estandar de calibracion de
Trolox, y los resultados se expresan como mM equivalente de Trolox/100 mL de
hidromiel (Anexo 5). Se determiné del promedio de tres repeticiones, considerando

la lectura de absorbancia a 515 nm con el espectrometro de UV-Visible (Anexo 1).

Tabla 9. Resultados de la actividad antioxidante del hidromiel de sauco.

Hidromiel de salco de las empresas Actividad antioxidante
del distrito de Talavera (mMEQ.Trolox/100 mL de hidromiel
de saulco)
(X+9S)
Marqués de Aranjuez 2.718 £ 0.004
Santa Isabel 2.830 £ 0.003
Granja Santa Rosa 2.683 + 0.005
El Dorado 2.259 £ 0.005
X: Promedio de 3 repeticiones S: Desviacion estandar

Asi mismo se observa los resultados de la actividad antioxidante del hidromiel de
sauco de cuatro empresas del distrito de Talavera en el tabla 9. Donde la empresa
Santa Isabel presenta mayor nivel de la actividad antioxidante con (2.830 + 0.003
MMEQq.Trolox/100 mL de hidromiel de salco), que Marqués de Aranjuez (2.718 +
0.004 mMEQ.Trolox/100 mL de hidromiel de sauco), seguido por Granja Santa Rosa
(2.683 £ 0.005 MME(Q.Trolox/100 mL de hidromiel de sauco y El Dorado (2.259 +
0.005 mMEQ.Trolox/100 mL de hidromiel de sauco).

Como se aprecia en el anexo 8 los resultados obtenidos por triplicado, fueron
tabulados y evaluados a través del analisis de varianza (ANOVA), donde el (p <
0.05) de nivel de significancia entonces se rechaza la hipotesis nula por lo tanto se
acepta la hipotesis alterna, que la actividad antioxidante del hidromiel de salco
presentaron una diferencia significativa con un nivel de confianza al 95 % y
mediante la comparacion de medias de la actividad antioxidante del hidromiel de

sauco de cuatro empresas del distrito de talavera como se observan en la figura 6.
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Figura 6. Comparacion de medias para actividad antioxidante con LSD.

En la figura 6 se observa la comparacién de medias de la actividad antioxidante del
hidromiel de sauco con LSD de las empresas de Marqués de Aranjuez, Santa
Isabel, Granja Santa Rosa y empresa el Dorado donde muestran diferencias

estadisticamente significativas entre ellas, con un nivel del 95 % de confianza.

5.1.2. Discusion de resultado de la actividad antioxidante

En la investigacion realizada por (Leyva, 2009) la actividad antioxidante de licor de
mora presenta los valores de 110.51 + 0.18 y 304.47 + 2.65 mM equivalentes de
Trolox/100 mL de licor. Los resultados mostraron mayor nivel de actividad
antioxidante del hidromiel de sauco fue de la empresa Santa Isabel con (2.830 *
0.003 mMEQ.Trolox/100 mL de hidromiel de salco), que Marqués de Aranjuez
(2.718 + 0.004 mMEQ.Trolox/100 mL de hidromiel de sauco), seguido por Granja
Santa Rosa (2.683 + 0.005 mMEQq.Trolox/100 mL de hidromiel de sauco y el Dorado
(2.259 + 0.005 mMEQ.Trolox/100 mL de hidromiel de salco). En comparaciéon con
la investigacion realizada por (Leyva, 2009) podemos observar que la cantidad de
la actividad antioxidante de licor de mora analizados es mayor a lo demostrado. Por
otro lado, determinacion de la actividad antioxidante en diferentes tipos de vinos
realizado por (Avalos et al., 2003) encontraron los valores de 12.2 mME(q.Trolox/100
mL para los vinos tintos, 25.74 mMEQ.Trolox/100 mL para los vinos rosados y 9.96
MMEQ.Trolox/100 mL para los vinos blancos. Segun un estudio realizado por
(Mufioz et al., 2007), se obtuvo que la actividad antioxidante de 13 tipos de vinos
peruanos presenta los valores entre 32 a 873 mMEQ.Trolox/100 mL. Los resultados
obtenidos de la actividad antioxidante de hidromiel de sauco fueron similares a los
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reportes de (Luna et al., 2009) los valores de la actividad antioxidante en los vino
tinto Sabater con 4.22 + 0.65 mME(q.Trolox/100 mL, vino tinto Escursac con 3.27 +
0.29, mMEQ.Trolox/100 mL, vino tinto Gorgollassa con 3.42 + 0.51
MMEQ.Trolox/100 mL, vino blanco Giré Ros con 0.33 = 0.06 mMEQ.Trolox/100 mL
y vino blanco Quigat con 0.31 £ 0.07 mMEQ.Trolox/100 mL.

5.2. Resultados del contenido de fenoles totales del hidromiel de sauco
5.2.1. Resultados del contenido de fenoles totales

El contenido de fenoles totales se estim6 a partir de una curva estandar de
calibracion de acido galico (Anexo 6). Los resultados se expresaron como mg
equivalente de &acido galico (AGE)/100 mL de hidromiel, se determiné por triplicado,
considerando la lectura de absorbancia a 765 nm con el espectrometro de UV-
Visible (Anexo 2).

Tabla 10. Resultados del contenido de fenoles totales del hidromiel de sauco.

Hidromiel de sauco de las Contenido de fenoles totales (mg
empresas del distrito de equivalente de acido galico (AGE)/100 mL
Talavera de hidromiel de salco)
(X+9S)
Marqués de Aranjuez 3635.94 + 2.27
Santa Isabel 3759.35 + 0.86
Granja Santa Rosa 3714.62 + 8.92
El Dorado 3783.38 + 2.33
X: Promedio de 3 repeticiones S: Desviacién estandar

En la tabla 10 se muestran resultados del contenido de fenoles totales del hidromiel
de sauco de cuatro empresas del distrito de Talavera, donde la empresa el Dorado
tiene mayor contenido de fenoles totales con (3783.38 + 2.33 mg equivalente de
acido galico (AGE)/100 mL de hidromiel de saulco), que Santa Isabel (3759.35 *
0.86 mg equivalente de &cido galico (AGE)/100 mL de hidromiel de sauco), seguido
por Granja Santa Rosa (3714.62 + 8.92 mg equivalente de acido galico (AGE)/100
mL de hidromiel de sauco) y por ultimo Marqués de Aranjuez (3635.94 + 2.27 mg
equivalente de &cido galico (AGE)/100 mL de hidromiel de sauco).

Los resultados de analisis estadistico mediante el analisis de varianza (ANOVA) el

valor- p resulté ser menor que 0.05 nivel de significancia tal como se puede apreciar

en el Anexo 10, rechaza la hip6tesis nula por lo tanto se acepta la hip6tesis alterna,

el contenido de fenoles totales del hidromiel de salco de cuatro empresas del
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distrito de talavera presentaron una diferencia significativa con un nivel de confianza

al 95 % y mediante la comparacién de medias con LSD como se observa en la

figura 7.
Medias y 95.0% de Fisher LSD
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Figura 7. Comparacion de medias para el contenido de fenoles totales con LSD.

En la figura 7 se observa la comparacion de medias del contenido de fenoles totales
del hidromiel de sauco con LSD de las empresas de Marqués de Aranjuez, Santa
Isabel, Granja Santa Rosa y el Dorado donde presentan una diferencia significativa
con un nivel de confianza al 95 %, esto demuestra que el contenido de fenoles

totales del hidromiel de satuco son completamente diferentes entre si.

5.2.2. Discusion de resultado del contenido de fenoles totales

Los resultados muestran un mayor contenido de fenoles totales del hidromiel de
sauco fue de la empresa el Dorado con (3783.38 + 2.33 mg equivalente de acido
galico (AGE)/100 mL de hidromiel de sauco), Santa Isabel (3759.35 + 0.86 mg
equivalente de acido galico (AGE)/100 mL de hidromiel de sauco), seguido por la
Granja Santa Rosa (3714.62 + 8.92 mg equivalente de acido géalico (AGE)/100 mL
de hidromiel de sauco) y el de menor contenido de fenoles totales es de la empresa
Marqués de Aranjuez (3635.94 + 2.27 mg equivalente de &cido géalico (AGE)/100
mL de hidromiel de sauco). Cabe destacar que el contenido de fenoles totales del
hidromiel de salco son superiores al reporte por (Leyva, 2009) el contenido de
fenoles totales de licor de mora se encuentra en un intervalo de 477.12 + 0.04 y
884.98 + 0.03 mg EAG/100 mL de licor. Por su parte (Avalos et al., 2003), evalué el
contenido fenoles totales expresados en mg equivalente de acido gélico (AGE)/100

mL, que estuvo comprendido los valores de fenoles totales, en vinos tintos fueron
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de 22.72 a 40.55, para vinos rosados entre 11.85 y 13.65 y para blancos entre 2.06
y 5.75. En el caso del hidromiel de sauco, el contenido de fenoles totales son
mayores al reporte (Leyva, 2009) y (Avalos et al., 2003). Por otro lado, un estudio
realizado por (Mufioz et al., 2007) en el cual se determind el contenido fenoles
totales de 13 tipos de vinos peruanos, obtuvo concentraciones de 627000 a
3321000 mg acido galico/100 mL, mientras que (Salazar et al., 2011), determiné el
contenido de fenoles totales de vinos peruanos, siendo los vinos de Borgofia con
2374000 y Tannat con 361000 mg acido galico/100 mL. Segun (Luna et al., 2009),
el contenido de polifenoles totales vino tinto Sabater con 1169140 + 2.06 mg acido
gélico/100 mL, vino tinto Escursac con 971400 + 2.81 mg &cido galico/100 mL, vino
tinto Gorgollassa con 869590 + 3.58 mg &cido galico/100 mL, vino blanco Gir6 Ros
con 214860 + 0.94 mg acido galico/100 mL y vino blanco Quigat con 128020 + 0.31
mg acido galico/100 mL. En comparacién a los resultados obtenidos del contenido
fenoles totales del hidromiel de sauco observamos que el hidromiel de sauco
presenta menor cantidad de contenido de fenoles totales en comparacion a los

vinos determinados por (Luna et al., 2009).

5.3. Resultados del contenido de taninos totales del hidromiel de saulco
5.3.1. Resultados del contenido de taninos totales

Los resultados se expresaron como mg/L de hidromiel de salco se determiné por
triplicado, considerando la lectura de absorbancia a 555 nm con el espectrometro
de UV-Visible (Anexo 03).

Tabla 11. Resultados del contenido de taninos totales del hidromiel de sauco.

Hidromiel de saluco de las Contenido de taninos totales (mg/L de
empresas del distrito de hidromiel de saulco)
Talavera (X £ S)

Marqués de Aranjuez 7.679+0.178

Santa Isabel 12.254 £ 0.022

Granja Santa Rosa 11.836 £ 0.233

El Dorado 10.576 + 0.024

X: Promedio de 3 repeticiones S: Desviacion estandar

Los resultados del contenido de taninos totales del hidromiel de sauco de cuatro
empresas del distrito de Talavera muestran en la tabla 11. Donde tiene mayor
contenido de taninos totales del hidromiel de salco fue la empresa Santa Isabel
con (12.254 + 0.022 mg/L de hidromiel de salco), que Granja Santa Rosa (11.836
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+ 0.233 mg/L de hidromiel de sauco), seguido por el Dorado (10.576 £+ 0.024 mg/L
de hidromiel de salco) y Marqués de Aranjuez (7.679 £+ 0.178 mg/L de hidromiel de

sauco).

Como se aprecia en el anexo 12 los resultados obtenidos por triplicado, fueron
tabulados y evaluados mediante el analisis de varianza (ANOVA), Donde el valor—
p es menor que 0.05 de nivel de significancia entonces se rechaza la hipétesis nula
por lo tanto se acepta la hipétesis alterna, entonces el contenido de taninos totales
del hidromiel de salco de cuatro empresas de distrito de Talavera presentaron una
diferencia significativa con un nivel de confianza al 95 % y mediante la comparacion

de medias con LSD como se observa en la figura 8.
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Figura 8. Comparacion de medias para el contenido de taninos totales con LSD.

En la figura 8 se observa la comparacion de medias del contenido de taninos totales
con LSD de las empresas de Marqués de Aranjuez, Santa Isabel, Granja Santa
Rosa y el Dorado donde muestran diferencias estadisticamente significativas entre

si, con un nivel del 95 % de confianza.

5.3.2. Discusion de resultado del contenido de taninos totales

En la tabla 11 se muestra el contenido de taninos totales del hidromiel de sauco,
los resultados muestran que la empresa Santa Isabel tiene mayor contenido de
taninos totales con (12.254 + 0.022 mg/L de hidromiel de saulco) mientras la
empresa Granja Santa Rosa (11.836 + 0.233 mg/L de hidromiel de sauco), y la
empresa el Dorado (10.576 + 0.024 mg/L de hidromiel de salco) siendo el Marqués

de Aranjuez con el menor contenido de taninos totales (7.679 = 0.178 mg/L de
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hidromiel de salco). En comparacion a los reportes de (Ketter, 2008) en los vinos
comerciales cv Cabernet sauvignon de las vendimias 2002 y 2003 en el Valle del
Maipo, el contenido de taninos totales entre 3,0 a 4,4 mg/L. En cambio resultados
encontrados por (Rodriguez y Garcia, 2005) el contenido de taninos totales en los
vinos tintos es de (3.36 mg/L), comparados con rosados (0.37 mg/L) y vinos blancos
(0,19 mg/L). Podemos observar que la cantidad de contenido de taninos totales del
hidromiel de salco son mayores a los obtenidos a las muestras analizadas por
(Ketter, 2008) y (Rodriguez y Garcia, 2005). Los resultados expuestos por (Arteaga
et al., 2016) indican el contenido de taninos totales aportados al vino por la uva que
oscilan entre 4,968 como valor maximoy 0,213 mg/L como valor minimo. Del mismo
modo los resultados obtenidos por (Llafiez et al., 2013) encontraron contenido de

taninos totales en los vinos tintos con (147,38 mg/L).

5.4. Resultados del contenido de flavonoides totales del hidromiel de saluco
5.4.1. Resultados del contenido de flavonoides totales

El contenido de flavonoides totales se calcul6 usando una curva estandar de
calibracion de quercetina y los resultados se expresaron como mg equivalente de
guercetina/mL de hidromiel de sauco (Anexo 7). Se determind por triplicado,
considerando la lectura de absorbancia a 420 nm con el espectrometro de UV-
Visible (Anexo 4).

Tabla 12. Resultados del contenido de flavonoides totales del hidromiel de saulco.

Hidromiel de saluco de las Contenido de flavonoides totales (mg
empresas del distrito de equivalente de quercetina/mL de hidromiel
Talavera de sauco)
(X +9S)
Marqués de Aranjuez 335.46 + 0.00
Santa Isabel 335.35 + 0.00
Granja Santa Rosa 335.31 £ 0.00
El Dorado 335.39 + 0.00
X: Promedio de 3 repeticiones S: Desviacion estandar

Los resultados del contenido de flavonoides totales del hidromiel de salco de cuatro
empresas del distrito de Talavera se muestra en la tabla 12, la que tiene mayor
contenido de flavonoides totales del hidromiel de sauco es la empresa Marqués de
Aranjuez con (335.46 + 0.00 mg equivalente de quercetina/mL de hidromiel de

sauco), que el Dorado (335.39 + 0.00 mg equivalente de quercetina/mL de hidromiel
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de sauco), seguido por Santa Isabel (335.35 + 0.00 mg equivalente de
guercetina/mL de hidromiel de saulco) y Granja Santa Rosa (335.31 + 0.00 mg
equivalente de quercetina/mL de hidromiel de sauco).

Como se observa en el anexo 14 los resultados obtenidos por triplicado, fueron
tabulados y evaluados. En cuanto al resultado del andlisis de varianza (ANOVA) el
valor—p es menor que 0.05 de nivel de significancia entonces se rechaza la hipotesis
nula, donde el contenido de flavonoides totales del hidromiel de saldco presentaron
una diferencia significativa con un nivel de confianza al 95 % y mediante la

comparacion de medias con LSD se observan en la figura 9.
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Figura 9. Comparaciéon de medias para el contenido de flavonoides totales con
LSD.

En la figura 9 se observa la comparacion de medias del contenido de flavonoides
totales del hidromiel de sauco con LSD de las empresas de Marqués de Aranjuez,
Santa Isabel, Granja Santa Rosa y el Dorado son completamente diferentes entre

si con un nivel de confianza al 95 %.

5.4.2. Discusioén de resultado del contenido de flavonoides totales

En cuanto al resultados presenta un mayor contenido de flavonoides totales del
hidromiel de salco fue de la empresa Marqués de Aranjuez con (335.46 + 0.00 mg
equivalente de quercetina/mL de hidromiel de salco) respecto a la empresa el
Dorado tiene (335.39 = 0.00 mg equivalente de quercetina/mL de hidromiel de
sauco), con una diferencia minima le sigue la empresa Santa Isabel con un (335.35
+ 0.00 mg equivalente de quercetina/mL de hidromiel de sauco) y por dltimo la

Granja Santa Rosa (335.31 £ 0.00 mg equivalente de quercetina/mL de hidromiel
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de sauco). Estos resultados obtenidos en comparacién a otros reportes fueron asi
como reporta segun (Cafiibano, 2012) el contenido de flavonoides totales de vino
tinto, vendimia del 2009 Tempranillo entre 6.7 a 9.5 mg/mL y Cabernet Sauvignon
del 2010 entre 6.8 a 9.6 mg/mL, En un estudio realizado por (Ketter, 2008) en vinos
comerciales cv Cabernet sauvignon de las vendimias 2002 y 2003 en el Valle del
Maipo, la concentracién promedio de flavonoides fue 1,80 y 9,03 mg/mL. Se
observa que los valores del contenido flavonoides totales de hidromiel de son
mayores a los encontrados por (Cafiibano, 2012) y (Ketter, 2008). Para (Salazar et
al., 2011) la cantidad flavonoides totales de 8 vinos peruanos fue de (1869190 a
3138850 mg/mL). En general, los rangos encontrados de contenido flavonoides
totales es superior a los encontrados por (Mufioz et al., 2007) donde determinan el
contenido flavonoides totales de 13 tipos de vinos, obtuvo concentraciones entre
0,19 a 7,74 mg/L.

Tabla 13. Promedio de resultados de cuatro empresas del distrito de Talavera.

Empresas del distrito Actividad Fenoles Taninos Flavonoides
de Talavera antioxidante totales totales totales
Marqués de Aranjuez 2.718 3635.94 7.679 335.46
Santa Isabel 2.830 3759.35 12.254 335.35
Granja Santa Rosa 2.683 3714.62 11.836 335.31
El Dorado 2.259 3783.38 10.576 335.39

Acuerdo de la comparacion de la actividad antioxidante, contenido de fenoles
totales, taninos totales y flavonoides totales del hidromiel de sauco (Sambucus
peruviana) de cuatro empresas del distrito de Talavera, como se observa en figura
10 nos muestra en la grafica radial, donde la empresa el Dorado presenta mayor

compuestos bioactivos a comparacion de otras empresas.

Cuatro empresas del distrito de Talavera

o —[arqués de Aranjuez

Actividad Santa lsabel
antioxidante Granja Santa Rosa
i ——FI| Dorado

Flavonoides totales Fenaoles totales

Taninos totales
Figura 10. Comparacion de cuatro empresas del distrito de Talavera.
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CONCLUSIONES

Se determind el nivel de actividad antioxidante del hidromiel de sauco, donde
tiene mayor actividad antioxidante fue la empresa Santa Isabel, a diferencia del
Marqués de Aranjuez, seguido por la Granja Santa Rosa y el que tiene menor

actividad antioxidante es la empresa el Dorado.

El contenido de fenoles totales se determind mediante espectrofotometria
llegando a la conclusion que la empresa que tiene mayor contenido de fenoles
totales del hidromiel de salco fue el Dorado y la empresa Santa Isabel, seguido
por la Granja Santa Rosa y contenido de fenoles totales de la empresa Marqués

de Aranjuez fueron menores.

Con respecto al contenido de taninos totales de acuerdo a la investigacion
realizada se obtuvo los siguientes resultados, la empresa Santa Isabel tiene
mayor contenido de taninos totales del hidromiel de saiuco mientras la empresa
Granja Santa Rosa, y la empresa el Dorado siendo el Marqués de Aranjuez con

el menor contenido de taninos totales.

Se determiné el contenido de flavonoides totales, llegando a la conclusion que
la empresa Marqués de Aranjuez destac6 por su alto contenido de flavonoides
totales del hidromiel de sauco, respecto a la empresa el Dorado, con una
diferencia minima le sigue la empresa Santa Isabel y por ultimo la Granja Santa

Rosa.
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RECOMENDACIONES

» Emplear métodos de Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) para
identificar y cuantificar los fenoles, taninos, flavonoides y actividad antioxidante

del hidromiel de sauco.

» Utilizar otras marcas de hidromiel para la determinacién de actividad
antioxidantes y otros estudios adicionales por medio de otros métodos como
ABTS, CUPRAC entre otros para corroborar datos y para profundizar las

investigaciones.

» Se recomienda evaluar la actividad antioxidante en diferentes etapas de

fermentacién del hidromiel del salco.
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ANEXO

Anexo 1. Datos para la actividad antioxidante del hidromiel de sauco.

Hidromiel de Abs de la Abs Abs de A DPPH bX (curva de mL del actividad
sauco de las solucién del la (Abs blanco calibraciéon)  volumen antioxidante
empresas del DPPH blanco muestra - Abs de muestra mMEq.Trolox/10
distrito de muestra) 0mL de
Talavera hidromiel de
salco
1.099 1.088 0.168 0.920 0.003392 0.1 2.7123
Bl st 1.099 1.088  0.165 0.923 0.0033923 0.1 2.7209
Aranjuez
1.099 1.088 0.165 0.923 0.0033923 0.1 2.7209
1.099 1.088 0.128 0.960 0.003396 0.1 2.8269
Santa Isabel 1.099 1.088 0.126 0.962 0.0033962 0.1 2.8326
1.099 1.088 0.126 0.962 0.0033962 0.1 2.8326
1.099 1.087 0.179 0.908 0.0033908 0.1 2.6778
Santa Rosa 1.099 1.087 0.175 0.912 0.0033912 0.1 2.6893
1.099 1.087 0.177 0.910 0.003391 0.1 2.6836
1.099 1.086 0.321 0.765 0.0033765 0.1 2.2657
El Dorado 1.099 1.086 0.323 0.763 0.0033763 0.1 2.2599
1.099 1.086 0.325 0.761 0.0033761 0.1 2.2541

Célculo para la actividad antioxidante del hidromiel de sauco

Ddnde, Y = pendiente de la curva calibrada

Y=aABS+b

Y = 0.0001x + 0.0033

Abs de la solucion DPPH =1.099

Abs del blanco =1.088

Abs de la muestra = 0.168

X = A DPPH (Abs blanco - Abs muestra) =1.088 - 0.168 = 0.920
bX (curva de calibracion) =Y = 0.0001x + 0.0033

bX (curva de calibracion = ((0.0001 * 0.920) + (0.0033)) = 0.003392

mL del volumen de muestra=0.1

Actividad antioxidante mMEq.Trolox/mL de muestra = (A DPPH (Abs blanco
- Abs muestra))/(bX (curva de calibracion) * mL del volumen de muestra *
1000

Reemplazando ala férmula:
Actividad antioxidante = ((0.920)/0.003392 * 0.1 * 1000 mMEq.Trolox/mL de
hidromiel de sauco

Actividad antioxidante = 2.7123 mMEq.Trolox/mL de hidromiel de salco
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Anexo 2. Datos para el contenido de fenoles totales del hidromiel de salco.

Hidromiel de Pesodela Volumena Absa bx(curvade Volumen Dilucion El contenido de
sauco de las muestra diluir en 765 calibracion) de para fenoles totales mg
empresas del en (mL) (mL) nm muestra lectura en equivalentes de
distrito de en mL mL Acido Galico/100
Talavera mL de hidromiel
de salco
1.033 25 4.207 12.514 1 3 3634.217
Marqués de
Aranjuez 1.033 25 4.208 12.517 1 3 3635.076
1.033 25 4.212 12.529 1 3 3638.515
1.022 25 4.307 12.810 1 3 3760.221
Santa Isabel 1.022 25 4.305 12.804 1 3 3758.483
1.022 25 4.306 12.807 1 3 3759.352
1.001 25 4.176 12.422 1 3 3722.895
Santa Rosa 1.001 25 4.156 12.363 1 3 3705.153
1.001 25 4.168 12.398 1 3 3715.798
1.008 25 4.272 12.706 1 3 3781.613
El Dorado 1.008 25 4.273 12.709 1 3 3782.494
1.008 25 4.277 12.721 1 3 3786.018

Célculo para el contenido de fenoles totales del hidromiel de sauco
Donde, Y = pendiente de la curva calibrada

Y=aABS+b

Y = 2.96x + 0.0611

Peso de la muestra en (mL) = 1.033

Abs a 765 nm = 4.207

bx (curva de calibracion) =Y = 2.96x + 0.0611

bx (curva de calibracion) =Y = ((2.96 * 4.207) + (0.0611))
bx (curva de calibracion) =Y = 12.514

Volumen de muestraen mL =1

Dilucion para lecturaen mL =3

El contenido de fenoles totales = bx (curva de calibracidon) * Dilucién para

lecturaen mL *Volumen de muestra en mL * 100/Peso de la muestra en (mL)

Reemplazando ala férmula:

El contenido de fenoles totales = 12.514 * 3* 1 * 100/1.033 mg equivalentes de
Acido Galico/100 mL de hidromiel de saulco

El contenido de fenoles totales = 3634.217 mg equivalentes de Acido Galico/100

mL de hidromiel de sauco

77




Anexo 3. Datos para el contenido de taninos totales del hidromiel de salco.

Hidromiel de sano_de las Abs de Hidromiel Abs de la Abs de la Contenido de taninos
empresas del distrito de de satico muestra de tubo muestra de tubo _totale_s (mg/L QIe

Talavera A B hidromiel de sauco)

2.420 3.709 1.768 7.504

Marqués de Aranjuez 2.420 3.710 1.725 7.674

2.420 3.715 1.682 7.860

2.354 3.680 0.517 12.228

Santa Isabel 2.354 3.682 0.510 12.263

2.354 3.683 0.509 12.271

1.620 3.572 0.477 11.965

Santa Rosa 1.620 3.570 0.472 11.977

1.620 3.457 0.465 11.567

1.597 3.530 0.797 10.566

El Dorado 1.597 3.527 0.784 10.604

1.597 3.525 0.794 10.558

Célculo para el contenido de taninos totales del hidromiel de salco

Abs de Hidromiel de salco = 2.420
Abs de la muestra de tubo A = 3.709
Abs de la muestra de tubo B = 1.768

Contenido de taninos totales = ((19.33) * (Abs de la muestra de tubo A - Abs

de la muestra de tubo B)/5)) mg/L de hidromiel de salco

Reemplazando ala férmula:
Contenido de taninos totales = ((19.33) * (3.709 - 1.768)/5)) mg/L de hidromiel de
sauco

Contenido de taninos totales = 7.504 mg/L de hidromiel de sauco
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Anexo 4. Datos para el contenido de flavonoides totales del hidromiel de sauco.

Hidromiel de Absorbancia de Peso de la Absorbancia de la Contenido de flavonoides
sauco de las la solucién sustancia de solucion de referencia totales expresados como
empresas del muestra (nm) referencia (g) (nm) para bx (curva de (mg equivalente de
distrito de calibracion) quercetina/mL de hidromiel
Talavera de salco)
2.209 2 6.585 335.463
Marqués de
Aranjuez 2.152 2 6.415 335.461
2.208 2 6.582 335.463
1.055 2 3.146 335.346
Santa Isabel 1.090 2 3.250 335.354
1.078 2 3.215 335.351
0.902 2 2.690 335.309
Santa Rosa 0.903 2 2.693 335.309
0.942 2 2.809 335.320
1.306 2 3.894 335.389
El Dorado 1.321 2 3.939 335.392
1.306 2 3.894 335.389

Célculo para el contenido de taninos totales del hidromiel de salco
Donde, Y = pendiente de la curva calibrada

Y=aABS+b

Absorbancia de la solucién muestra (nm) = 2.209
Peso de la sustancia de referencia (g) = 2

bx (curva de calibracion =Y = 2.98x + 0.0021

bx (curva de calibracion =Y =2.98 * 2.209 + 0.0021

bx (curva de calibracién =Y = 6.585

Contenido de flavonoides totales = Absorbancia de la solucion muestra

(nm) * Peso de la sustancia de referencia (g) * 5/Absorbancia de la solucion

de referencia (nm) para bx (curva de calibracion) * 100

Reemplazando ala férmula:
Contenido de flavonoides totales = ((2.209 * 2 * 5)/(6.585)) (100)
Contenido de flavonoides totales = 335.463 mg equivalente de quercetina/mL de

hidromiel de sauco

79




Anexo 5. Curva estandar de calibracion de Trolox.

Se disolvié 2 mg en 10 mL de metanol al 80 % para alcanzar concentraciones de
100, 300, 400, 500, 600, 700 y 800 umoles/L equivalentes Trolox, como se muestra

en siguiente tabla. Concentracion vs absorbancia de los estandares de Trolox

Concentracion Absorbancia
pmoles/L (X) (Y)
100 0.007
300 0.034
400 0.044
500 0.058
600 0.072
700 0.083
800 0.098

CURVA ESTANDAR DE TROLOX

0.120

y = 0.0001x - 0.0033
R2 =0.9969

0.100

0.080

0.060

0.040

ABSORBANCIA

0.020

0.000 @
0.000 200.000 400.000 600.000 800.000 1000.000

-0.020 .
CONCENTRACION (UM ET)

Anexo 6. Curva estandar de calibraciéon de acido.

Se utilizé la solucion patron de acido galico, disolviendo 50 mg de &cido galico en
100 mL de agua destilada y se realizé las siguientes diluciones a diferentes
concentraciones de 10, 15, 20, 25, 30, 35 yg/mL. En la siguiente tabla se presentan
las absorbancias obtenidas por los estandares de acido galico. Concentracion vs

absorbancia de los estandares de acido galico
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Concentracion Absorbancia

mg/mL (X) (Y)
0.010 0.088
0.015 0.107
0.020 0.122
0.025 0.135
0.030 0.152
0.035 0.162

CURVA ESTANDAR DE ACIDO GALICO

0.180

y =2.96x +0.0611
R?=0.9937

0.160

0.140

ABSORBANCIA
©o o o o
O O kB K
A ® O N
S © o o

0.040
0.020

0.000
0.000 0.005 0.010 0.015 0.020 0.025 0.030 0.035 0.040
CONCENTRACION DE ACIDO GALICO (mg/mL)

Anexo 7. Curva estandar de calibracion quercetina.

Para encontrar la concentracion de flavonoides totales para cada muestra, se
realizé una curva de calibracion utilizando el estandar de quercetina, de la cual se
prepararon todas las diluciones de los estandares con concentraciones de 5-25
Mg/mL. En la siguiente tabla se presentan las absorbancias dadas por los
estandares de quercetina. Concentracion vs absorbancia de los estandares de

quercetina
Concentracion Absorbancia
mg/mL (y)
(x)
0.005 0.016
0.01 0.032
0.015 0.049
0.02 0.061
0.025 0.076
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CURVA ESTANDAR DE QUERCETINA

0.08 y =2.98x +0.0021
2 _

007 R? =0.997
< 0.06
(@)
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Anexo 8. ANOVA para la actividad antioxidante del hidromiel de sauco.

Sumade Promedio de los | Raz6on- | Valor-
Fuente Gl
cuadrados cuadrados F P
Entre grupos 0.5630 3 0.1876 7346.58 | 0.0000
Dentro de los
0.0002 8 0.000025

grupos
Total 0.5632 11

Anexo 9. Prueba rangos multiple (Método: 95.0 porcentaje LSD) para la actividad

antioxidante del hidromiel de sadco.

Empresas del distrito de Talavera |Casos |Media| Grupos Homogéneos
El Dorado 3 2.259 |d

Granja Santa Rosa 3 2683 | c
Marqués de Aranjuez 3 2718 | a
Santa Isabel 3 2.830 b

Contraste Sig. | Diferencia | +/- Limites
Marqués de Aranjuez - Santa Isabel * -0.112 0.009
Marqués de Aranjuez - Granja Santa Rosa * 0.034 0.009
Marqués de Aranjuez - El Dorado * 0.458 0.009
Santa Isabel — Granja Santa Rosa * 0.147 0.009
Santa Isabel - El Dorado * 0.570 0.009
Santa Rosa - El Dorado * 0.423 0.009

* indica una diferencia significativa.
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Anexo 10. ANOVA para el contenido de fenoles totales del hidromiel de sauco.

Sumade Promedio de los | Razon- | Valor-
Fuente Gl

cuadrados cuadrados F P
Entre grupos 37849.9 3 12616.6 553.94 | 0.0000
Dentro de los

182.21 8 22.776
grupos
Total 38032.1 11

Anexo 11. Prueba rangos multiple (Método: 95.0 porcentaje LSD) para el contenido

de fenoles totales del hidromiel de saulco

Empresas del distrito de Talavera |Casos| Media | Grupos Homogéneos
Marqués de Aranjuez 3 |3635.94|a
Granja Santa Rosa 3 |3714.62|c
Santa Isabel 3 [3759.35| b
El Dorado 3 13783.38] d

Contraste Sig. | Diferencia | +/- Limites

Marqués de Aranjuez - Santa Isabel * -123.41 8.98
Marqués de Aranjuez — Granja Santa Rosa * -78.67 8.98
Margués de Aranjuez - El Dorado * -147.43 8.98
Santa Isabel - Granja Santa Rosa * 44.73 8.98
Santa Isabel - El Dorado * -24.02 8.98
Granja Santa Rosa - El Dorado * -68.75 8.98

* indica una diferencia significativa.

Anexo 12. ANOVA para el contenido de taninos totales del hidromiel de sauco.

Suma de Promedio de los | Razén- | Valor-
Fuente Gl

cuadrados cuadrados F P
Entre grupos 38.3831 3 12.7944 586.40 | 0.0000
Dentro de los

0.174547 8 0.0218184
Grupos
Total 38.5577 11
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Anexo 13. Prueba rangos multiple (Método: 95.0 porcentaje LSD) para el contenido

de taninos totales del hidromiel de sauco.

Empresas del distrito de Talavera |Casos| Media | Grupos Homogéneos
Marqués de Aranjuez 3 7.679 |a
El Dorado 3 10.576 | d
Granja Santa Rosa 3 11.836 | ¢
Santa Isabel 3 12.254 | b

Contraste Sig. | Diferencia | +/- Limites

Marqués de Aranjuez - Santa Isabel * -4.574 0.278
Marqués de Aranjuez - Granja Santa Rosa * -4.157 0.278
Marqués de Aranjuez - El Dorado * -2.896 0.278
Santa Isabel - Granja Santa Rosa * 0.417 0.278
Santa Isabel - El Dorado * 1.678 0.278
Granja Santa Rosa - El Dorado * 1.260 0.278

* indica una diferencia significativa.

Anexo 14. ANOVA para el contenido de flavonoides totales del hidromiel de sauco.

Sumade Promedio de los | Razéon- | Valor-
Fuente Gl
cuadrados cuadrados F P

Entre grupos 0.0368 3 0.01228 805.72 | 0.0000
Dentro de los

0.00012 8 0.000015
grupos
Total 0.03698 11

Anexo 15. Prueba rangos multiple (Método: 95.0 porcentaje LSD) para el contenido

de flavonoides totales del hidromiel de saulco.

Empresas del distrito de Casos Media Grupos Homogéneos
Talavera
Granja Santa Rosa 3 335.31 |c
Santa Isabel 3 335.35 b
El Dorado 3 335.39 d
Marqués de Aranjuez 3 335.46 a
Contraste Sig. | Diferencia +/- Limites
Marqués de Aranjuez - Santa Isabel * 0.11 0.007
Marqués de Aranjuez - Granja Santa Rosa * 0.14 0.007
Marqués de Aranjuez - El Dorado * 0.07 0.007
Santa Isabel - Granja Santa Rosa * 0.03 0.007
Santa Isabel - El Dorado * -0.03 0.007
Granja Santa Rosa - El Dorado * -0.07 0.007

* indica una diferencia significativa.
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Anexo 16. Fotografia del hidromiel de sauco.
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| FOTO 02: MUESTRA DE HIDROMIEL DE SAUCO DE CUATRO EMPRESAS DEL DISTRITO DE TALAVERA |

Anexo 17. Fotografia de determinacion de la actividad antioxidante.

FOTO 06: PREPARACION DE MUESTRA FOTO 07: LECTURA EN EL ESPECTROFOTOMETRO
PROTEGIDAS DE LUZ
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FOTO 08: MUESTRA DESPUES DE LA LECTURA FOTO 09: MUESTRA EN LA CUBETA DESPUES DE
LA LECTURA

Anexo 18. Fotografia del contenido de fenoles totales.
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FOTO 10: PESO DE REACTIVOS FOTO 11: PREPARACION DE RACTIVOS

FOTO 12: PREPARACION DE MUESTRA

FOTO 15: MUESTRA EN LA CUBETA DESPUES DE
LA LECTURA

FOTO 14: LECTURA EN EL ESPECTROFOTOMETRO




Anexo 19. Fotografia del contenido de taninos totales.

FOTO 16: PREPARACION DE REACTIVO FOTO 17: PREPARACION DE MUESTRA

FOTO 18: PREPARACION DE MUESTRA DE TUBO “A” A FOTO 19: PREPARACION DE MUESTRA DE TUBO
90 °C DURANTE 30 MINUTOS TAPADO EN BANO MARIA “B” PROTEGIDAS DE LUZ A MEDIO AMBIENTE

FOTO 22: MUESTRA
DESPUES DE LA LECTURA
EN CUBETA

FOTO 21: MUESTRA DESPUES DE LA
LECTURA

FOTO 20: LECTURA EN EL
ESPECTROFOTOMETRO
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Anexo 20. Fotografia del contenido de flavonoides totales.

FOTO 24: PREPARACION DE
MUESTRA

FOTO 23: PREPARACION DE REACTIVO

FOTO 25: PREPARACION DE MUESTRA PROTEGIDAS DE

LUZ FOTO 26: MUESTRA DESPUES DE LA LECTURA

FOTO 28: MUESTRA DESPUES DE LA LECTURA EN
CUBETA

FOTO 27: LECTURA EN EL ESPECTROFOTOMETRO
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