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RESUMEN

Los residuos de la agroindustria presentan un gran potencial como fuente de com-
puestos de valor agregado. El presente estudio evalua la caracterizacién quimica de
residuos generados en el cultivo (sarmientos) y en la produccion (i.e. semillas, hollejos
y escobajos) de pulpa de uva Isabella. La caracterizacion se realiza cuantificando los
compuestos fendlicos totales y la actividad antioxidante. Los resultados mostraron
que los escobajos y las semillas presentan mayor concentracién de compuestos fe-
ndlicos totales (22,08 + 0,20y 10,62 + 0,17 mg de equivalente de dcido gdlico/3) y
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mayor actividad antioxidante (0,29 + 0,01 y 0,63 + 0,01), respectivamente.
Como conclusion, los escobajos y las semillas tienen potencial como materia
prima para la obtencién de compuestos con actividad antioxidante que po-
drian ser empleados en la formulacién de: cremas, alimentos funcionales y
alimentos enriquecidos. Sin embargo, las bondades de los componentes con
actividad antioxidante de las semillas son mds conocidas y reconocidas que
las de los escobajos. Por tanto, el reto para aprovechar el potencial de las
semillas estd enfocado en cémo realizar la extraccién industrialmente. De
otro lado, se necesitan mds investigaciones para entender las bondades y
aplicacion de los compuestos fendlicos de los escobajos

ABSTRACT

The food industry waste has a great potential as a source of high value-ad-
ded components. In this research, it is evaluated the chemical characteriza-
tion of waste produced in the cultivation (vine shoots) and production (i.e
skins, stalks and seeds) of Isabella grape juice. The waste is characterized
through the quantification of the total phenolic compounds and the antioxi-
dant activity. The analysis showed that the stalks and the seeds have the
highest concentration of total phenolic components (22,08 + 0,20y 10,62 +
0,17 mg gallic acid equivalent/g) and the highest antioxidant activity (0,29
+ 0,01 y 0,63 + 0,01), respectively. As a conclusion, the stalks and seeds
have great potential as raw material for the recovery of antioxidant activity
components, which could be used in: creams, functional foods and fortified
foods formulation. However, the goodness of the components with antioxi-
dant activity from seeds is better known and recognized than from the stalks.
Therefore, the challenge to exploit the seeds potential is in how to extract it
industrially. On the other hand, more research is required understand the
goodness and application of phenolic components from the stalks.

RESUMO

Os residuos da agroindustria apresentam grande potencial como fonte de
compostos de valor agregado. O presente estudo avalia a caracterizacdo
quimica de residuos gerados na cultura (sarmentos) e na producdo (i.e. cas-
ca, talos e sementes) de polpa de uva Isabella. A caracterizacdo é realizada
quantificando os compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante. Os
resultados mostraram que os talos e as sementes apresentam maior concen-
tracdo de compostos fendlicos totais (22,08 + 0,20y 10,62 + 0,17 mg de
equivalente de dcido gdlico/g) e maior atividade antioxidante (0,29 + 0,01
y 0,63 + 0,01), respectivamente. Como conclusdo, os talos e as sementes
tém potenciais como matéria-prima para a obtencdo de compostos com
atividade antioxidante que poderiam ser empregados na formulacdo de:
cremes, alimentos funcionais e alimentos enriquecidos. Porém, as bondades
dos componentes com atividade antioxidante das sementes sdo mais conhe-
cidas e reconhecidas que as dos caules. Por tanto, o desafio para aproveitar
o potencial das sementes é focado em como realizar a extracdo industrial-
mente. Por outro lado, sdo necessdrias mais pesquisas para compreender as
bondades e aplicacdo dos compostos fendlicos dos talos.
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INTRODUCCION

Los compuestos fendlicos de plantas (fitofenoles) se
definen como metabolitos secundarios sintetizados
por las rutas metabdlicas Shikimato/fenilpropanoide
o acetato-malonato/policétida [1]. Los fitofenoles
son ampliamente conocidos por los efectos bené-
ficos que tienen en la salud, debido a que son an-
tioxidantes potenciales, capaces de romper la cadena
de propagacion de los radicales libres, mediante la
donacion de un atomo de hidrégeno [2]. De esta ma-
nera, los fitofenoles pueden actuar como anticance-
rigenos, antidiabéticos, antibacterianos, protectores
contra trastornos cardiovasculares y de dafio hepa-
tico [3]. Por lo anterior, la industria farmacéutica y
alimentaria tiene gran interés en este tipo de com-
puestos para el desarrollo de nutraceuticos de tipo
suplemento dietético (ej. pildoras, capsulas, compri-
midos) y alimento funcional [3].

La industria alimentaria es considerada una fuente
de extraccion de compuestos fitoquimicos, los cuales
pueden ser obtenidos de los residuos que se generan
en el procesamiento de frutas y hortalizas. Este enfo-
que es beneficioso para los productores de la indus-
tria alimentaria, ya que genera una ventaja econémica
al emplear todo el tejido de las frutas y hortalizas [4].
En las plantas, los fitoquimicos se encuentran en di-
ferentes proporciones, dependiendo de la variedad y
de la parte (hojas, tallos, semillas y frutos) de la cual se
extraen [5]. En el caso de los residuos, la composicion
de los fitoquimicos puede presentar modificaciones
(perder la actividad antioxidante), dependiendo de los
procesos fisicos y quimicos a los cuales se sometan
las frutas u hortalizas. Por este motivo, es necesario
realizar estudios cualitativos y cuantitativos, que per-
mitan determinar la viabilidad de un residuo como
materia prima de compuestos fitoquimicos.

En Colombia, la produccién anual de uva es de 25600
toneladas aproximadamente [6], la cual es destinada a
la produccién de pulpas, zumos, mermeladas, bebidas
alcohdlicas y consumo en fresco. En la actualidad, los
residuos generados en estos procesos de transforma-
cion son de poco valor econdmico debido a que no
se realiza un aprovechamiento importante de ellos. Se
sabe que la uva tiene compuestos bioactivos como los
compuestos fendlicos que son de gran valor comercial
[7]. Sin embargo, los estudios disponibles en la litera-
tura sobre este tema, son principalmente de residuos
de la produccién de vino empleando variedades de

uva que no son cultivadas en el pais [8-9]. Colombia
no es un gran productor ni consumidor de vino, pero
en su lugar la poblacién colombiana tiene involucrado
en su dieta el consumo de jugos naturales. Por tanto,
la generacién de residuos a partir de la produccién de
pulpa y jugos de fruta pueden representar una fuente
importante de compuestos bioactivos.

La mayoria de estudios relacionados con compuestos
bioactivos como los fenoles, se enfocan en la carac-
terizacion, cuantificacion, extraccion y estudios bio-
médicos in vivo o in vitro [3, 10]. Con la finalidad de
iniciar estudios en los residuos de uva generados en
Colombia, el presente documento tiene como objetivo
evaluar la caracterizacion quimica de residuos genera-
dos en el cultivo y en la produccién de pulpa de uva
Isabella (Vitis labrusca), en términos de compuestos
fendlicos totales y capacidad antioxidante. Los resi-
duos de la produccién de pulpa de uva son: escobajos,
hollejos (cascaras) y semillas, y los residuos del cultivo
de uva son los sarmientos, los cuales se generan en
las labores de poda del cultivo de uva después de la
cosecha. La metodologia que se desarrolla en este tra-
bajo consta de cuatro etapas principales: adecuacién
de los residuos, extraccion de los compuestos fendli-
cos, cuantificaciéon de compuestos fendlicos totales y
cuantificacion de la actividad antioxidante. En la discu-
sion de los resultados se comparan las caracteristicas
encontradas de cada uno de los residuos y se examina
la viabilidad de emplear estos residuos como materia
prima de extractos ricos en compuestos fendlicos.

METODO
Obtencién y adecuacién de los residuos

Los residuos: escobajos (Es), hollejos (Ho) semillas
(Sm) y sarmientos (Sr), se obtuvieron de una empresa
productora de pulpay de labores de poda de un culti-
vo de uva, localizados en el Valle del Cauca. Todos los
residuos se recolectaron inmediatamente después
de su produccion y se almacenaron a -20°C hasta su
andlisis. Previo a la extraccion de compuestos fendli-
cos, los Es, Ho y Sm almacenados se dejaron descon-
gelar a temperatura ambiente y se maceraron en un
mortero de porcelana. Los Sr se redujeron de tamano
con la ayuda de un bisturi hasta obtener tamanos de
1,0 cm de largo por 0,4 cm de ancho, aproximada-
mente. Posterior a la adecuacién de tamaro, los Sr se
maceraron igual que es resto de residuos.

74



Biotecnologia en el Sector Agropecuario y Agroindustrial
Edicion Especial No 2 - julio - diciembre 2017

Extraccion de compuestos fenodlicos

En la extracciéon de los compuestos fendlicos, se pe-
saron 250 mg de cada residuo macerado en un tubo
para centrifuga y se adicioné 1 mL de metanol al 80%.
El tubo con la muestra se agité en un vortex durante
1 minuto y se centrifugd a 10000 rpm durante 15 mi-
nutos, donde se obtuvo un sobrenadante y un precipi-
tado. El sobrenadante se recuperd en un microtubo de
centrifuga de 2 mL. Con el precipitado se realizé una
segunda extraccion adicionando 500 pL de metanol al
99,8% y agitando en el vortex. Esta segunda extracciéon
se centrifugd con las mismas condiciones previamente
mencionadas. El sobrenadante obtenido se unié con el
de la primera extraccién y el precipitado se descarto. Al
microtubo que contiene los sobrenadantes se adiciond
metanol al 80% hasta completar 2 mL. El metanol se
utilizé como solvente debido a que es mas eficaz en la
extraccion de compuestos fendlicos en comparaciéon
con etanol y agua [11]. Todo el procedimiento se reali-
z6 por triplicado y en ausencia de luz.

Compuestos fendlicos totales

Los compuestos fendlicos totales se determinaron si-
guiendo la metodologia de Follin-Ciocalteu mencio-
nada por Da Porto et al. (2013) [12], con algunas mo-
dificaciones. Para el desarrollo de esta metodologia
se construyd una curva de calibracién con la lectura
de las absorbancias a 765 nm de 50, 100, 200, 350
y 500 mg/L de acido gélico. Se utiliz6 agua destila-
da como blanco, la cual corresponde a la coordena-
da 0,0 en la curva de calibracién. Los extractos de
cada uno de los residuos se diluyeron en agua des-
tilada hasta alcanzar un factor de diluciéon de 5y se
tomaron 60 L para adicionarlos a 4,75 ml de agua
destilada en un tubo de ensayo. Posteriormente, se
adicionaron 300 pL de reactivo Follin 1N al tubo de
ensayo y se dejo reaccionar durante 8 min. Transcu-
rrido este tiempo se agregaron 900 plL de carbonato
de sodio (Na,CO,) al 20%, se dejé reaccionar durante
2h y se leyé la absorbancia a 765 nm. El resultado
se remitié a la ecuacion obtenida de la curva de ca-
libracién y se expresé como mg de equivalentes de
acido galico (EAG) por g de muestra en base seca. El
calculo en base seca se realizé empleando el porcen-
taje de materia seca total presentado en Rojas et al.
(2015) [13]. Todo este procedimiento se llevé a cabo
por triplicado y en ausencia de luz.

Capacidad antioxidante

La actividad antioxidante se evalué siguiendo la me-
todologia de radicales libres propuesta por Spatafora
et al. (2013) [14]. En el desarrollo de este andlisis se
realizaron entre 5y 7 diluciones del extracto meta-
ndlico, utilizando factores de dilucién en un rango de
3 a 300, dependiendo de la muestra. De cada dilu-
cion se tomaron 150 plL y se adicionaron a un tubo
de ensayo que contenia 3 mL de 2,2-Difenil-1-pi-
crilhidrazil (DPPH) a una concentracion de 6x10°
mol/l. Inmediatamente se realizé la lectura de las
absorbancias en un espectrofotometro a 515 nm, en
diferentes tiempos (0, 1, 15, 30 y 45 min), hasta que
el valor de las absorbancias se estabilizé. El blanco se
obtuvo con la misma metodologia descrita utilizan-
do agua destilada como muestra. Posteriormente, se
identificé el tiempo en el cual todos los valores de las
absorbancias fueron estables para calcular el porcen-
taje de inhibicién por medio de (Ec.1) y se eligieron
las diluciones que presentaron inhibicion entre 20 y
80%. Con estos datos se construyd un grafico de in-
hibicion contra concentracién para hallar la ecuacién
y calcular el IC,;, el cual representa la concentracion
de muestra necesaria para obtener una inhibicion del
50% de los radicales libres (DPPH). Los resultados se
presentaron en pg de muestra/mL de solucion. Esta
determinacion se realizo por triplicado.

Abs
%Inh = 1 — —2n

—x1
Absy, * 100 (Ec. 1)

Donde:

Inh: inhibicion;
Abs ), : absorbancia de la dilucion;
Abs,;: absorbancia del blanco

Anadlisis estadistico

El andlisis estadistico de los compuestos fendlicos
totales y la capacidad antioxidante se realizé en Ex-
cel. Todas las determinaciones se realizaron por tri-
plicado y los resultados se expresaron como la media
de tres determinaciones + desviacién estandar.
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RESULTADOS
Compuestos fendlicos totales de los residuos

Los compuestos fendlicos totales se determinan por
el método espectrofotométrico de Follin-Ciocalteu.
La curva de calibracién se realiza con seis concentra-
ciones diferentes de acido gélico, por medio de las
cuales se obtiene (Ecuacion 2), con un coeficiente de
correlacién (R?) de 0,9958.

mg EAG /1 = 22%zesnm

0,0023 (Ec.2)

En el Cuadro 1 se presentan los compuestos fendlicos
totales de los Sr, Es, Ho y Sm, al igual que datos re-
portados en la literatura. Aqui se observa que el con-
tenido de fenoles totales de los residuos se encontré
en unrango de 4,18 a 22,08 mg EAG/g, donde los Es
(22,08 mg EAG/g) y Sm (10,62 mg EAG/g) presen-
taron la mayor concentracion. Como se observa en
el cuadro, los datos de la literatura se presentan en
un rango de concentraciones para cada residuo. Este
rango muestra la menor y la mayor concentracién de
EAG reportada en la literatura consultada, para un
mismo tipo de residuo. Cetin et al. (2011) [15] al igual
que Anastasiadi et al. (2012) [16] evaluaron diferen-
tes variedades de sarmientos y escobajos, respecti-
vamente, encontrando diferencias significativas en la
concentracion de fendlicos totales. De otro lado, Da
Porto et al. (2013) [12] evaluaron diferentes méto-
dos de extraccion para la misma variedad de semilla
observando diferencias significativas en la cantidad
de fendlicos totales. Al comparar los resultados de
los fendlicos totales del presente estudio con los da-
tos de la literatura (Cuadro 1), se observa que los Es
se encuentran por encima del rango reportado por
Anastasiadi et al. (2012) [16]. Mientras que los resul-
tados obtenidos para los Sr, Ho y Sm son inferiores
a los publicados por Cetin et al. (2011) [15], Deng et
al. (2011) [17], Santos et al. (2011) [18] y Da Porto et
al. (2013) [12]. Esto posiblemente se debe a que en
la metodologia de extraccion utilizada, la maceracion
no logra fracturar efectivamente materiales duros
como los Sry Sm, lo cual limita la superficie de con-
tacto entre el material y el solvente, generando como
consecuencia un rendimiento bajo de extraccion.
Otro factor que puede influir en la baja extraccién

de los fendlicos totales es que los residuos no son
presecados antes del proceso de extraccién, y por lo
regular tanto los compuestos fendlicos totales como
la actividad antioxidante aumentan a mayor deshi-
dratacién de la muestra [9].

Actividad antioxidante

La actividad antioxidante de los residuos se deter-
mind por la metodologia espectrofotométrica de los
radiales libres. En el Cuadro 2 se muestran los re-
sultados de los andlisis, expresados en términos del
IC,, y datos de la literatura. En el cuadro se observa
que Es (0,29 mg/mL) y Sm (0,63 mg/mL) reportan la
concentracion mas baja capaz de inhibir el 50% del
DPPH, mientras que los Sr (10,91 mg/mL) muestran
la mayor concentracién. Este comportamiento estd
relacionado con el contenido de compuestos fendli-
cos (Cuadro 1) donde Es y Sm muestran los mayores
valores y Sr los menores. La actividad antioxidante
de Es muestra congruencia con estudios previos rea-
lizados por Spatafora et al. (2013) [14]. Mientras que
los resultados de Ho y Sm se encuentran por encima
del rango reportado en la literatura [18]. Esto quiere
decir que se necesita mayor cantidad de Ho y Sm del
presente estudio, para inhibir el 50% del DPPH.

Perspectiva de los compuestos fendlicos
de uva

Segln los resultados anteriormente presentados, Sm
y Es son los residuos con mayor concentracion de
compuestos fendlicos totales y actividad antioxidan-
te. Los resultados previamente publicados por Rojas

Cuadro 1. Compuestos fendlicos totales de los residuos de uva.

Fendlicos Totales
Presente estudio Literatura
Res.

mg EAG/g mg EAG/g Ref
muestra b.s. muestra b.s. :

Sr 4,18 +0,11 25,36 - 36,56 [15]
Es 22,08 +£ 0,20 6,10 - 14,34 [16]
Ho 6,69 +0,02 11,20 - 26,70 [17]
91,53 -122,35 [18]

Sm 10,62+0,17 89,47 - 104,19 [18]

Res.: residuos. b.s.: base seca. EAG: Equivalentes de acido
gélico. Sr: Sarmientos, Es: Escobajos, Ho: Hollejos,
Sm: Semillas.
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et al. (2015) [13], muestran que en la produccion de
pulpa de uva se generan 2,6 y 1,1% (base seca) de
residuos de Sm vy Es, respectivamente. Teniendo en
cuenta esta informacion, se espera que de 100 kg de
uva procesada para la produccion de pulpa, se obten-
ga aproximadamente 57,4 g EAG a partir de los resi-
duos Smy 11,7 g EAG de los residuos Es. Aunque la
cantidad de compuestos fendlicos que se puede ob-
tener a partir de los residuos es aparentemente baja,
es de tener en cuenta que este tipo de compuestos
se comercializan con base en la actividad o el benefi-
cio que tienen en la salud. Las Sm de uva son amplia-
mente reconocidas por tener efectos benéficos en la
salud, debido a que contiene altas concentraciones
de compuesto fendlicos, vitamina E y acido linoléico
[19]. Estudios han demostrado que los extractos de
uva tienen actividad contra el VIH por inhibicion de
la expresion y replicacién del virus [20], anticanceri-
gena [10] y como cardioprotector [21]. El estudio de
los escobajos como fuente de compuestos de valor
agregado es mas reciente [22-24].

Como se muestra en el Cuadro 2, la actividad antioxi-
dante de los Es puede ser comparable, o en algunos
casos mejor, que la de Sm. Amico et al. (2009) [25]
demostraron que extractos de Es contienen com-
puestos fendlicos y no fendlicos con actividad an-
tiproliferativa en células de carcinoma mamario. Sin
embargo, este tipo de estudios, donde se evalla los
beneficios que tienen los extractos de Es en la salud,
son escasos [25]. Los Es se caracterizan por tener al-
tos cantidades de compuestos fendlicos tipo taninos

Cuadro 2. Concentracion de muestra para inhibir
el 50 % de DPPH (IC50) de diferentes residuos de uva.

Actividad antioxidante
Res. Presente estudio Literatura
mg b.s/mL mg b.s./mL ex- Ref.
extracto tracto

Sr 10,91 + 0,02

Es 0,29 £0,01 0,03 - 0,30 [14]
Ho 1,33 +£0,04 0,23-0,33 [18]
Sm 0,63 +0,01 0,02 - 0,07 [18]

Res.: residuos. b.s.: Base seca. Algunas unidades
se modificaron de los articulos originales para facilitar
la comparacién con los resultados.

condensados (proantocianidinas) [26], y en menor
cantidad flavonoles, derivados del 4cido hidroxicina-
mico y antocianinas [23]. Los polifenoles condensa-
dos se pueden convertir en productos quimicos de
alto valor, debido a que son moléculas quimicamente
radioactivas capaces de reaccionar con agentes nu-
cleofilicos, electrofilicos, proteinas o por medio de
reacciones de autocondensacion [27]. Bajo estas
condiciones, es claro que el reto con los extractos de
Sm estd en el disefio de procesos de extraccion que
se caractericen por ser econémicos, de alta produc-
tividad, y amigable con el medio ambiente, capaces
de ser competitivos en el mercado. En el caso de los
extractos de Es, es necesario tener mas informacién
sobre su efecto benéfico en la salud, asi como en la
metodologia de extraccion que se debe implementar,
teniendo en cuenta su uso [28].

CONCLUSIONES

Los escobajos y semillas obtenidos como residuos de
la produccion de pulpa de uva, tienen mayor poten-
cial de ser empleados como materia prima de pro-
ductos que requieran actividad antioxidante en su
formulacién (ej. cremas, alimentos funcionales y ali-
mentos enriquecidos), en comparacion con los holle-
jos y semillas. Sin embargo, el reto de los escobajos y
las semillas para desarrollar su potencial e incremen-
tar su valor econémico es diferente. Las semillas ya
son reconocidas por los efectos benéficos que tiene
en la salud. Por tanto, el reto esta orientado a dise-
nar un proceso que permita ser competitivo frente
a la oferta del mercado. Mientras que el reto de los
escobajos se dirige a averiguar los efectos benéficos
que puede tener, ya sea en la salud o como un an-
tioxidante de la industria alimentaria. Como conse-
cuencia, el aprovechamiento del potencial bioactivo
que tienen los escobajos en el area de la salud se
alcanzaria a largo plazo, comparado con el desarrollo
del potencial que presentan las semillas.
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