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RESUMEN
La granada (Punica granatum L.) es una fruta que contiene diversos compuestos bioactivos,
no obstante, los componentes en el jugo de granada son muy dependientes del estado de
maduracion, la variedad, las condiciones de almacenamiento y el método de extraccion.
Es por ello que el objetivo de esta investigacion fue determinar la capacidad antioxidante,
el contenido de fenoles totales y antocianinas del jugo de granada en tres variedades de
granada: Mollar de Elche, Wonderful y Mollar Valenciana.
En la cuantificacion de la capacidad antioxidante se empled el método DPPH en el que se
encontraron valores de 88,55 = 0,99; 93,10 + 0,13 y 52,82 + 0,10 %, expresados como
porcentaje de inhibicion de DPPH, para las variedades Mollar de Elche, Wonderful y
Mollar Valenciana respectivamente.
Para la cuantificacion de los compuestos fendlicos se emple6 el método de Folin-Ciocalteu
en el que se encontraron valores de 762,01 + 10,18; 828,32 + 16,43 y 463,62 + 6,77 mg
AGE/100 mL para las variedades Mollar de Elche, Wonderful y Mollar Valenciana
respectivamente.
Para la cuantificacion del contenido de antocianinas se empled el método del pH diferencial
en el que se encontraron valores de 8,14 + 0,36; 32,82 + 2,10y 3,19 + 0,02 mg cianidina 3-
glucdsido/100mL, para-las variedades Mollar de Elche, Wonderful y Mollar Valenciana

respectivamente.

Palabras clave: granada, capacidad antioxidante, compuestos fenolicos, antocianinas.
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ABSTRACT

The pomegranate (Punica granatum L.) is a fruit that contains various bioactive
compounds, however the composition of the pomegranate juice is strongly influenced by
the variety, the extraction method, the state of maturation, as well as the storage conditions.
That is why the main goal of this research was to determine antioxidant capacity, total
phenols content and anthocyanins of pomegranate juice in three pomegranate varieties:
Mollar de Elche, Wonderful and Mollar Valenciana.

In the quantification of the antioxidant capacity, the DPPH method was used in which
values of 88.56 + 0.99, 93.10 £ 0.13 and 52.82 + 0.10% were found, expressed in inhibition
percentage of DPPH, for the varieties Mollar de Elche, Wonderful and Mollar Valenciana
respectively.

For the quantification of phenolic compounds, the Folin-Ciocalteu method was used, in
which values of 762.01 + 10.18, 828.36 +16.43 and 463.62 + 6.77 mg AGE / 100 mL were
found for the varieties Mollar de Elche, Wonderful and Mollar Valenciana respectively. .
For the quantification of the anthocyanins content, the differential pH method was used in
which values of 8.14 + 0.36, 32.83 + 2.10 and 3.19 £ 0.02 mg cyanidin 3-glucoside/ 100mL
were found for the varieties Mollar de Elche, Wonderful and Mollar Valenciana

respectively.

Keywords: pomegranate, antioxidant capacity, phenolic compounds, anthocyanins.
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I. INTRODUCCION
La granada es la fruta de un &rbol llamado granado (Punica granatum L..), &rbol caducifolio
perteneciente a la familia Punicaceae, el origen de esta fruta se atribuye a paises del medio
oriente. Asimismo, punica viene del latin panicum y es alusivo a los fenicios, a quienes se
les atribuye como pioneros de su cultivo, y granatum deriva del adjetivo latino granatus,
cuyo significado es “con muchos granos”. Actualmente la granada tiene mucha importancia
a nivel mundial por que tiene propiedades antioxidantes, que esta incluido en la tendencia
del consumo de los denominados “superalimentos”. Ademas, en este caso también se le
atribuye propiedades del tipo farmacoldgico, anticancerigeno, antitumoral, antimicrobiano
y hepaprotector. A aquello se le suma que contiene alto contenido de vitamina A, B5, C, E
y minerales como el &cido folico y el potasio los cuales brindan efectos saludables (Becerra,
2019).
Una de las sustancias presentes en la granada es el acido eldgico, este neutraliza los
radicales libres, asi como sustancias toxicas y activas enzimas antioxidantes, los cuales
ayudan a que se consolide las defensas del organismo humano. Asimismo, se ha encontrado
diferentes propiedades para el-acido eldgico y compuestos fendlicos, las cuales son
antialergénicas, antimicrobianas y antiinflamatorias que han sido confirmados por varios
cientificos (Djuric et al., 2014).
Entre los componentes que estan presente en la Punica granatum L. estan los polifenoles,
cuya hidrolisis produce monofenoles que son de mucha importancia médico-farmacéutico,
industrial, agrondémico y alimentario (Cruz et al., 2010; Djuric et al., 2014).
En general, la granada contiene muchos nutrientes en minerales como el potasio, ademas
contiene fosforo, hierro, calcio, hierro y magnesio. Dentro de su grupo vitaminico estan las

vitaminas C, B1 Y B2 en pocas cantidades. Sin embargo , los compuestos bioactivos en el
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jugo de granada no es constante y tiende a variar dependiendo de los manejos de cultivo,
factores genéticos y grado de madurez del fruto (Gil et al., 1996; Miguel et al., 2004).

En la recoleccion de granadas se toma en cuenta el criterio de los productores quienes
indican al cosechador bajo que parametros deberan cosechar el fruto, para decidir el estado
de madurez de la fruta los productores apelan a su experiencia cuando presionan. el fruto
muy suavemente notaran el sonido crujiente de los granos el cual serd el indicativo de
maduracion (Pastor, 2015).

En el Perd, debido a los multiples climas, la cosecha de granada se daen-el lapso de Enero
hasta Junio, en otras palabras se da en el lapso de seis meses, no obstante la mayor
concentracion de cosecha es de los meses entre marzo y mayo (Becerra, 2019).

Es importante destacar que el sabor de granada depende mucho de la variedad y madurez.
Puede ser muy agrio, dulce o fuerte. Los componentes del jugo de granada dependen en su
mayoria por factores como el estado de maduracion, almacenamiento del fruto, la forma de
extraccion, asi como la variedad de la granada. Todos estos factores anteriormente
mencionados deben ser tomados en cuenta a la hora de realizar un proceso industrial con la
granada (Fischer et al., 2013).

Se ha estimado la capacidad antioxidante del jugo de granada y su relacion con los
componentes fendlicos-en un cultivo de Wonderful, donde también se cuantifico las
antocianinas y el acido elagico por métodos de cromatografia liquida en alta resolucion
(HPLC) que dio resultados de cantidades de capacidad antioxidante mas altos para el jugo
de granada comercial comparado con el té verde y el vino tinto (Mousavinejad et al., 2009).
En los componentes fendlicos se evidencia propiedades benéficas debido a que se
neutralizan los radicales libres que son los originarios del dafio oxidante, la importancia

gue toma la granada en la actualidad es muy relevante debido a su accion biolédgica. De esta
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manera se sefiala la importante actividad antitumoral y antioxidante de los taninos en las
cortezas de las granadas.

Existen muchos antioxidantes de origen natural originarios de plantas que fueron utilizados
en varios campos en el comercio de farmaceuticos en forma de preservantes de alimentos
y como productos médicos. Quercetina, a-tocoferol y p-caroteno, son algunos, los cuales
presentan una actividad antioxidante comparable con los antioxidantes sintéticos.como 2-
terbutil-hidroxitolueno (BHT) y 2-terbutil-hidroxianisol (BHA); no obstante.estos ultimos
tienen la desventaja de presentar un alto grado de toxicidad (Ito et al., 1983).

Es por eso que la Punica Granatum L. “granada” se convierte en una gran opcion de
consumo debido no solo por su gran capacidad antioxidante sino a que posee muchos
compuestos bioactivos como acido citrico, polifenoles; taninos y muchos otros compuestos
que son muy Utiles para contribuir con la salud del-ser humano.

Por lo expuesto anteriormente es importante. desarrollar investigaciones sobre esta fruta
que contiene una gran cantidad de antioxidantes en comparacién con otras frutas para asi
dar a conocer acerca de sus caracteristicas de esta fruta para su posterior consumo, asi como
fomentar la industria de medicina complementaria en productos naturales, que ayuden a
servir como base para el desarrollo de investigaciones futuras mas profundas sobre el tema
de la capacidad antioxidante y otras propiedades en diversas variedades de granada .

La presente investigacion tuvo como objetivo general determinar los niveles de actividad
antioxidante, contenido de fenoles totales y antocianinas en el jugo de tres variedades de
granada (Punica granatum L.). Asimismo, tuvo como objetivos especificos:

-Caracterizar y comparar la actividad antioxidante, el contenido de fenoles totales y
antocianinas del jugo de tres variedades de granada.

-Caracterizar y comparar los niveles de pH, sélidos solubles y acidez titulable del jugo de

tres variedades de granada.
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2.1.

Il. MATERIALES Y METODOS

Material de Estudio

Se realizo el anélisis del jugo de tres variedades de granada. Las variedades estudiadas

fueron Mollar de Elche, Wonderful y Mollar Valenciana procedentes de las ciudades de

Casma, Viru e Ica respectivamente.

2.2.

2.3.

Reactivos e Insumos de Experimentacion
2,2-difenil-1-piricrilhidrazil (DPPH). Lab. Sigma-Aldrich
Solucidn acido gélico
Etanol grado alimentario 96%
Carbonato de Sodio al 20%
Reactivo Folin-Ciocalteu. Lab. Merck
Buffer PH 1.0 &cido clorhidrico/cloruro de potasio (0,025 M)
Buffer PH 4.5 acido acético/acetato sddico (0,4 M)
Agua destilada.

Materiales de Laboratorio
Materiales de vidrio: pipetas, fiolas, vasos de precipitacion, tubos falcon 15y 50
ml
Cocina eléctrica (marca Finezza, modelo FZ-203D3S)
Refrigerador dos puertas (marca Samsung, modelo RS-21HKLMR)
PH metro digital (marca SI ANALYTIS, modelo HANDYLAB 100)
Espectrofotdmetro (marca Thermo Scientific Orion, modelo AQ8000)
Licuadora (marca Oster, modelo 4555-053)
Refractometro (marca HANNA, modelo H196801). Rango 0-30 °Brix
Agitador magnético (marca SBS, modelo ANM)

Centrifuga (Hettich, modelo EBA20)
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Termometro (marca KYNTEL, modelo TP101)

Balanza analitica (marca Radwag, modelo AS 82/220.X2)

Balanza digital (marca SHS, modelo GX-6100)

Estufa (MEMMER, modelo UF260 Plus).

2.4. Extraccion del Jugo de Granada

En la Figura 1 se muestra el diagrama de flujo para la obtencion de jugo de granada.

A continuacion se describe cada operacion.

Recepcion. Las granadas variedad Mollar de Elche, Wonderful 'y Mollar Valenciana
procedentes de las provincias de Virt, Casma e Ica respectivamente, se seleccionaron
limpias y evitando que puedan tener deterioro a algun tipo de podredumbre, sin plagas que
puedan afectar la apariencia del producto final. También se seleccion6 granadas que tengan
un color y tamarfio uniforme.

Lavado. Se lavo las granadas por medio de aspersion con agua con la finalidad de retirar
toda la tierra y algin otro material extrafio que podria estar adherido.

Seleccién. Se seleccionaron granadas con un estado de madurez Optimo para esta
investigacion, por lo tanto, se tuvo que comprobar con presionar muy suavemente el fruto
con lo cual se llega a notar un sonido caracteristico que indica que el fruto esta maduro.
Pelado. Se realizo el pelado de forma Manual, para poder sacar la cascara y no tener dafios
en los arillos.

Desgranado. Manualmente se tuvo que desgranar los arillos de cada granada, con la
finalidad. de no tener dafios en los arillos y que no se reventaran, para asi tener un

rendimiento optimo del jugo de granada.

5

Esta obra ha sido publicada bajo la licencia Creative Commons Reconocimiento-No Comercial-Compartir bajola misma licencia 2.5 Peru.
Para ver una copia de dicha licencia, visite http://creativecommons.org/licences/by-nc-sa/2.5/pe/



Biblioteca Digital - Oficina de Tecnologias de la Informacién

Figura 1
Diagrama de Flujo de Extraccion del Jugo de Granada
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Extraccion del jugo. Utilizando una licuadora, se procedié a licuar los arillos de granada
por 25 segundos a velocidad media, en la cual solo se obtuvo el jugo de granada y las
semillas quedaron en el sedimento. Seguidamente se procedio a filtrar con un colador en
una jarra el jugo de las semillas, repitiéndose este procedimiento hasta haber extraido el
jugo de la totalidad de los arillos.

Envasado. El jugo de granada extraido fue colocado en tubos falcon de 15y 50 ml,
previamente desinfectados y enjuagados con agua destilada.

Rotulado. Se coloco rétulos sobre los tubos para identificar y diferenciar las variedades de
granadas.

Almacenamiento. Una vez que el jugo de granada ya estuvo almacenado en tubos falcon
se almaceno en congelacion a -23 °C con la finalidad de poder analizarlo posteriormente
(pH, sélidos solubles, acidez titulable, actividad antioxidante, contenido de fenoles totales
y antocianinas).

2.5. Esquema Experimental

En la figura 2 se muestra el esquema experimental utilizado para llevar a cabo los analisis
de pH, soélidos solubles, acidez titulable, actividad antioxidante, fenoles totales y

antocianinas del jugo de granada previamente almacenado de las variedades a estudiar.
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Figura 2

Esquema Experimental para el Analisis del Jugo de Granada

Jugo de Granada

Variedad Mollar Variedad Variedad Mollar
de Elche Wonderfull Valenciana
R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
| | | I ; |
-PH
-Solidos solubles
-Acidez titulable

Analisis de —— -Actividad
antioxidante

-Fenoles totales
- Antocianinas

Analisis

Estadistico

Nota. R1: Repeticion 1, R2: Repeticion dos, R3: Repeticion 3.

2.6. Disefio Experimental

Enla tabla 1 se muestra el disefio experimental usado en este trabajo, el cual consistié en
determinar los niveles de pH, acidez, solidos solubles, capacidad antioxidante, contenido
de fenoles totales y antocianinas en el jugo de granada en las tres variedades de granadas

analizadas, realizando tres repeticiones de cada una.

8

Esta obra ha sido publicada bajo la licencia Creative Commons Reconocimiento-No Comercial-Compartir bajola misma licencia 2.5 Peru.
Para ver una copia de dicha licencia, visite http://creativecommons.org/licences/by-nc-sa/2.5/pe/



Biblioteca Digital - Oficina de Tecnologias de la Informacién

Tabla 1

Disefio Experimental de los Distintos Parametros Evaluados

Repeticid °Bri A. C. C. Antocianina
Variedad P Ph " Titulabl antioxidant Fendlico
e e S
R1
Mollar de
Elche R2
R3
R1
Wonderfu
| R2
R3
Mollar R1
Valencian R2
a R3

2.7. Métodos de Anélisis

2.7.1. Determinacion del PH

Se utilizara un potenciometro digital previamente calibrado (AOAC, 1997). (Ver anexo 3).
2.7.2. Determinacion de Solidos Solubles

Se utilizara un refractometro calibrado de rango 0-30 °Brix (AOAC, 1997). (Ver anexo 4).
2.7.3. Determinacion de la Acidez Titulable

Se utilizd el método volumétrico (AOAC, 1997). (Ver anexo 5).

2.7.4. Determinacioén.de la Actividad Antioxidante

El método del DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidracilo) fue utilizado para hallar la capacidad
antioxidante, el cual fue desarrollado por Brand-Williams et al. (1995) el fundamento del
método. Asimismo fue descrito por Scibisz & Mitek (2009) este método. Los resultados se
expresan en: porcentaje de inhibicion de DPPH. (Ver anexo 6).

2.7.5. Determinacion de Fenoles Totales

El método de Folin —Ciocalteau se uso para la determinacion de la cantidad de fenoles

totales, cuyo principio se basa en la capacidad de reaccionar de los fenoles con agentes
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antioxidantes (Wu etal., 2010). Los resultados se expresan en: mg é&cido galico
equivalente/100 mL de muestra. (Ver anexo 7).

2.7.6. Determinacién De Antocianinas

El método de pH-diferencial fue utilizado, el cual fue descrito por Giusti & Wrolstad
(2001). Los resultados se expresan en: mg de cianidina-3-gluc6sido/100 mL de muestra.
(Ver anexo 8).

2.8. Analisis Estadistico

El método estadistico correspondié a un disefio de bloques completamente aleatorizado con
un factor (variedad de granada), con 3 réplicas. Para las variables medidas en escala
numeérica: pH, °Brix, acidez titulable, capacidad antioxidante, compuestos fendélicos y
antocianinas, se evalué el cumplimiento de los supuestos de homogeneidad de varianzas y
normalidad de residuales (para el uso de herramientas de analisis parametricos) mediante
las pruebas de Levene y de Shapiro-Wilk, respectivamente; posteriormente al cumplirse
los supuestos, se realiz6 un analisis de varianza (ANVA), y a continuacion, al existir
diferencias significativas (p<0,05) se aplico la prueba de comparaciones multiples de Tukey
la cual compard los resultados mediante la formacion de subgrupos y se determiné de esta
manera la mejor variedad. Todos los andlisis estadisticos se realizaron con un nivel de
confianza del 95%. Para procesar los datos se utilizo6 el software R 4.0.2 con los paquetes

"agricolae" y "car".
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I1l. RESULTADOS Y DISCUSION
En la figura 3 se observa que la variedad de granada Mollar Valenciana presenté mayor
valor de pH de 3,53, seguido de Wonderful con 3,44 y en menor cuantia Mollar de Elche
con 3,16.
Figura 3

PH en el Jugo de las Variedades de Granadas Analizadas
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Nota. Las barras de error que estan como marcadores sobre los graficos representan la
desviacion estandar en las'muestras.

Segun los niveles de pH mostrados no hubo mucha diferencia de pH entre las variedades
evaluadas. Ademas concuerda con respecto al trabajo de investigacion realizado por Mena
et al. (2011) en el que los niveles de pH de las granadas varian en el rango de 3 a 4 de pH.
Ademas concuerda a otro reporte donde se observa que las variedades dulces tienden a tener
mayor pH que las variedades acidas (Diaz, 2014).

En la tabla 2, el analisis de varianza indica que las variedades de granada presentaron
diferencia significativa (p<0,05) en el pH. No se evidencia diferencias entre bloques
(p>0,05).
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Tabla 2

Anélisis de Varianza para los Valores de pH de las Variedades de Granadas

Grados Suma de Media
Fuente de variacion de e F p

) cuadrados cuadratica

libertad
Variedad 2 0.230 0.115 333.323 0.000
Bloque 2 0.004 0.002 5.839 0.065
Residuales 4 0.001 0.000
Total 8 0.235

En el pH se obtuvo diferencia significativa entre las variedades estas diferencias también
se comprobaron aplicando la prueba de Tukey.

En la tabla 3, la prueba de Tukey indica que la variedad de granada Mollar Valenciana
presentd mayor valor de pH de 3,53, seguido de Wonderful con 3,44 y en menor cuantia
Mollar de Elche con 3.16, siendo estadisticamente diferentes al presentar distintas letras.
Tabla 3

Prueba de Tukey para los Valores de Ph.de las Variedades de Granadas

Variedad pH Agrupacion
Mollar Valenciana 3.53 + 0.03 a
Wonderful 344 + 0.04 b
Mollar de Elche 3.16 + 0.02 C

En la figura 4 se observa que la variedad de granada Wonderful presenté mayor valor de
°Brix.de 17,43, seguido de Mollar Valenciana con 15,80 y en menor cuantia Mollar de

Elche con 15,13.
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Figura 4

°Brix en el Jugo de las Variedades de Granadas Analizadas
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Nota. Las barras de error que estan como marcadores sobre los graficos representan la
desviacion estandar en las muestras.

Los resultados de solidos solubles(SST) encontrados son similares a lo encontrado por Diaz
(2014) que encontrd valores en un rango de 14,9 a 17,2 °Brix en las variedades de granadas
que analizd. Cabe destacar gue los solidos solubles no solo se componen del azlcar estan
presentes también los acidos, sales entre otros compuestos que son solubles en agua; los
cuales componen el jugo. De entre todos estos componentes la mayor parte lo conforman
los azucares y acidos organicos que estan en el interior de las frutas (Cazar, 2016).

En la tabla 4, el analisis de varianza indica que las variedades de granada presentaron
diferencia significativa (p<0,05) en los grados Brix. No se evidencia diferencias entre

bloques (p=>0,05).
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Tabla 4

Anélisis de Varianza para los Valores de °Brix de las Variedades de Granadas

Grados Suma de Media
Fuente de variacion de e F p

) cuadrados cuadratica

libertad
Variedad 2 8.402 4.201 444,824 0.000
Bloque 2 0.036 0.018 1.882 0.265
Residuales 4 0.038 0.009
Total 8 8.476

En los °Brix se obtuvo diferencia significativa entre las variedades de igual modo para las
pruebas Tukey.

En la tabla 5, la prueba de Tukey indica que la variedad de granada Wonderful presentd
mayor valor de °Brix de 17,43, sequido de Mollar Valenciana con 15,80 y en menor cuantia
Mollar de Elche con 15,13, siendo estadisticamente diferentes al presentar distintas letras.
Tabla 5

Prueba de Tukey para los Valores de °Brix de las Variedades de Granada

Variedad °Brix Agrupacion
Wonderful 17.43 + 0.15 a
Mollar Valenciana 15.80 + 0.10 b
Mollar de Elche 15.13 + 0.06 c

En la figura 5 se observa que la variedad de granada Wonderful presenté mayor valor de
acidez titulable de 1,13 g/ 100 mL de &cido citrico, seguido de Mollar de Elche con 0,45 g/
100-mL de &cido citrico y en menor cuantia Mollar Valenciana con 0,33 g/ 100 mL de acido

citrico.
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Figura 5

Acidez Titulable en el Jugo de las Variedades de Granadas Analizadas
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Nota. Las barras de error que estan como marcadores sobre los graficos representan la
desviacion estandar en las muestras.

Lo cual muestra que hay diferencia en la acidez ente la variedades encontradas, ademas
concuerda con lo encontrado por Mena et al. (2011) que indica que los valores méas bajos
de AT fueron para las variedades dulces, mientras que para variedades mas acidas los
niveles de AT aumentan. Domene y Segura (2014) Afirma gque esto ayuda a la conservacion
de las variedades con niveles altos de AT y que el sabor de los alimentos, asi como su
consistencia, color, inocuidad microbiana y la calidad de su conservacién de los mismos

estan altamente influenciados por los acidos presentes en los alimentos.

En la tabla 6, el analisis de varianza indica que las variedades de granada presentaron
diferencia significativa (p<0,05) en la acidez. No se evidencia diferencias entre bloques

(p>0,05).
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Tabla 6

Anélisis de Varianza para Acidez Titulable de las Variedades de Granada

Grados Suma de Media
Fuente de variacion de e F p

) cuadrados cuadratica

libertad
Variedad 2 1.135 0.568 632.781 0.000
Bloque 2 0.000 0.000 0.205 0.823
Residuales 4 0.004 0.001
Total 8 1.139

Del mismo modo en la acidez titulable se obtuvo diferencia significativa entre las
variedades estas diferencias también se comprobaron aplicando-la prueba de Tukey. Esto
se debe a que probablemente las pequefias diferencias ya sea en la zona de cultivo o entre
las variedades fisicas provocan una gran diferencia a nivel fisicoquimico incluso cuando
salen nuevas variedades que pueden repercutir en-la conservacion de la fruta. Cada una de
las nuevas variedades tiene una composicion quimica ligeramente distinta que repercute
en su conservacion (Bartual et al., 2019).

En la tabla 7, la prueba de Tukey indica que la variedad de granada Wonderful presentd
mayor valor de acidez titulable de 1,13 g/ 100 mL de &cido citrico, seguido de Mollar de
Elche con 0,45 g/ 100 mL de acido citrico y en menor cuantia Mollar VValenciana con 0,33

g/ 100 mL de &cido citrico, siendo estadisticamente diferentes al presentar distintas letras.
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Tabla7

Prueba de Tukey para Acidez Titulable de las Variedades de Granada

Variedad °Brix Agrupacion
Wonderful 17.43 + 0.15 a
Mollar Valenciana 15.80 + 0.10 b
Mollar de Elche 15.13 + 0.06 c

En la figura 6 se observa que la variedad de granada Wonderful presentd6 mayor valor de
capacidad antioxidante de 93,10%, seguido de Mollar de Elche con 88,56% y en menor
cuantia Mollar Valenciana con 52,82%.

Figura 6

Capacidad Antioxidante en el Jugo de las Variedades de Granadas Analizadas
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Nota. Las barras de error que estan como marcadores sobre los graficos representan la
desviacion estandar en las muestras.
Esto concuerda con lo encontrado por Mena et al., (2011) que encontro que la variedad

Wonderful tenia mayor nivel de capacidad antioxidante que otras variedades que analizo.

Sin embargo Diaz (2014) encontré que la capacidad antioxidante del jugo de granada de
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las variedades que analiz6 no hubo diferencia significativa y que las granadas analizadas
con todo y cascara arrojaban un nivel muy superior de capacidad inhibitoria.

En la tabla 8, el andlisis de varianza indica que las variedades de granada presentaron
diferencia significativa (p<0,05) en la capacidad antioxidante. No se evidencia diferencias
entre bloques (p>0,05).

Tabla 8

Analisis de Varianza para la Capacidad Antioxidante de las Variedades de Granada

Grados Suma de Media
Fuente de variacion de e F p

) cuadrados cuadratica

libertad
Variedad 2 2919570 1459.790 ~“4630.959 0.000
Bloque 2 0.740 0.370 1.177 0.396
Residuales 4 1.260 0.320
Total 8 2921.570

En cuanto a la capacidad antioxidante se obtuvo diferencia significativa entre las
variedades, estas diferencias también se comprobaron aplicando la prueba de Tukey.

En la tabla 9, la prueba de Tukey indica que la variedad de granada Wonderful presentd
mayor valor de capacidad antioxidante de 93,10%, seguido de Mollar de Elche con 88,56%
y en menor cuantia Mollar Valenciana con 52,82%, siendo estadisticamente diferentes al
presentar distintas letras.

Tabla 9

Prueba de Tukey para Capacidad Antioxidante de las Variedades de Granada

Capacidad
Variedad antioxidante (% de  Agrupacion
inhibicidn)
Wonderful 93.10 + 0.13 a
Mollar de Elche 88.56 + 0.99 b
Mollar Valenciana 52.82 + 0.10 c
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En la figura 7 se observa que la variedad de granada Wonderful presenté mayor contenido
de compuestos fendlicos con 828,32 mg AGE/100 mL, seguido de Mollar de Elche con
762,01 mg AGE/100 mL y en menor cuantia Mollar Valenciana con 463,62 mg AGE/100
mL.

Figura 7

Compuestos Fenolicos en el Jugo de las Variedades de Granadas Analizadas
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Nota. Las barras de error que estdn como marcadores sobre los graficos representan la
desviacion estandar en las'muestras.

Se obtuvieron valores similares a los encontrados por Diaz (2014) y Garcia (2016) que
encontraron que las variedades de granadas catalogadas como dulces tenian menos
compuestos fendlicos que las variedades catalogadas mas acidas en este caso seria la
variedad Wonderful la mé&s acida, seguida por la variedad Mollar de Elche y seguida por la
Mollar Valenciana, en contraste con lo reportado por Mena et al. (2011) el cual hallé que
en los valores de compuestos fendlicos en la variedad Mollar de Elche (156 a 235) mg
AGE/100 mL tenia menos concentracion de compuestos fendlicos que en la variedad
Mollar Valenciana (200 a 250) mg AGE/100 mL de muestra, mientras que los valores mas
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elevados de compuestos fendlicos fue la variedad Wonderful (200 a 450) mg AGE /100 mL
de muestra.

Es muy comun encontrar que el contenido de fenoles totales es mayor en plantas o flores
que en frutos lo cual puede observarse en distintas investigaciones como en Moreno
et al.(2014) que analizé 6 tipos de frutos en colombia: Passiflora tripartida (tumbo),
Passiflora edulis (maracuya), Persea America (aguacate), Solanum quitoense. (lulo) ,
Cyphomandra betacea (cocona) y Physalis peruviana (aguaymanto) los-cuales reportaron
diferentes valores que estuvieron en el rango de 250 a 700 mg AGE /100 g de muestra, y
fue el extracto de tumbo el que presentd mayor concentracion con el valor de 638,48 +
18,48 mg AGE/100 g de muestra y el aguacate que presentd.un valor de 582,96 + 18,83 mg
AGE/100 g de muestra. Al igual que Doroteo et al. (2013) que estudi6 a seis planas que
crecen en el Peru : Smallanthus sonchifolius (yacon), Krameria triandra (ratania),
Lepidium meyenii (maca), Zea mays (maiz morado), Physallis peruviana (aguaymanto) y
Uncaria tomentosa (ufia de gato), con el fin de desarrollar fitocosméticos y/o nutracéuticos,
encontraron que los compuestos fenélicos totales de la corteza de dichas plantas estaban en
el rango de 930 a 3320 mg AGE/100 g de muestra, siendo los mayores valores en los
extractos de la corteza de -maiz morado con 3320 + 340 mg AGE/100 g de muestra y la
corteza de ratania con 3010 + 20 mg AGE/100 g de muestra.

Es importante mencionar que para la cuantificacion de fenoles totales 0 compuestos
fenolicos de la granada solo se analizo el jugo especificamente el extracto de los arillos de
la granada sin contar la pepa, la cual fue separada al momento de colar para obtener el jugo
de granada, por su parte Diaz (2014) estudio el contenido de fenoles totales en el jugo de
granada incluyendo la cascara y los arillos y encontré que un mayor nivel de fenoles totales
dependiendo de la variedad cuya lectura de fenoles totales estaba en el rango de 1252 a

1464 mg AGE/100 g de muestra, a diferencia de la lectura del jugo donde se incluyen solo

20

Esta obra ha sido publicada bajo la licencia Creative Commons Reconocimiento-No Comercial-Compartir bajola misma licencia 2.5 Peru.
Para ver una copia de dicha licencia, visite http://creativecommons.org/licences/by-nc-sa/2.5/pe/



Biblioteca Digital - Oficina de Tecnologias de la Informacién

los arillos sin semilla 160 a 215 mg AGE/100 g de muestra, en otras palabras en un extracto
hecho a base del fruto completo se encuentra un nivel mas elevado en compuestos fendlicos,
como consecuencia el consumo del extracto del fruto de la granada completa traeria mejores
propiedades benéficas.

En la tabla 10, El analisis de varianza indica que las variedades de granada presentaron
diferencia significativa (p<0,05) en el contenido de compuestos fenolicos. No se evidencia
diferencias entre bloques (p>0,05).

Tabla 10

Analisis de Varianza para los Compuestos Fenolicos de las Variedades de Granada

Grados Suma de Media
Fuente de variacion de Y F p

) cuadrados cuadratica

libertad
Variedad 2 226434 113217 687.818 0.000
Bloque 2 180 90 0.546 0.617
Residuales 4 658 165
Total 8 227272

Del mismo modo en el contenido de contenido de fenoles totales se obtuvo diferencia
significativa entre las variedades, estas diferencias se comprobaron aplicando la prueba de
Tukey. Se observa una diferencia marcada entre las variedades en los niveles de
compuestos fendlicos y capacidad antioxidante, esto se deberian a diversos factores ademas
de ser variedades distintas y de proceder de distintos lugares del Per(. Las variaciones en
los niveles en los ensayos se deben a diferencias entre cultivares, temporadas de cultivo,
précticas agricolas y variaciones en los ensayos (Cam et al., 2009; Tehranifar et al., 2010).
En la tabla 11, la prueba de Tukey indica que la variedad de granada Wonderful presentd
mayor contenido de compuestos fendlicos con 828,32 mg AGE/100 mL, seguido de Mollar
de Elche con 762,01 mg AGE/100 mL y en menor cuantia Mollar Valenciana con 463,62
mg AGE/100 mL, siendo estadisticamente diferentes al presentar distintas letras.
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Prueba de Tukey para Compuestos Fendlicos de las Variedades de Granada

Compuestos
Variedad fendlicos (mg Agrupacion
AGE/100 mL)
Wonderful 828.32 + 16.43 a
Mollar de Elche 762.01 + 10.18 b
Mollar Valenciana 463.62 + 6.77 C

En la figura 8 se observa que la variedad de granada Wonderful present6-mayor contenido

de antocianinas con 32,83 mg/100 mL, seguido de Mollar de Elche con 8,14 mg/100 mL y

en menor cuantia Mollar Valenciana con 3,19 mg/100 mL.

Figura 8

Antocianinas en el Jugo de las Variedades de Granadas Analizadas
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Nota. Las barras de error que estan como marcadores sobre los graficos representan la

desviacion estandar en las muestras.

Es similar a lo reportado por Garcia (2016) que investigoé el nivel de antocianinas en las

variedades Wonderful y Mollar Elche ademas de otras frutas y encontrd que las frutas tales
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como el arandano, la mora y la grosella negra poseian un nivel elevado de antocianinas
totales en el rango de 300 a 400 mg/100g, seguido de otros frutos como uva Sweet
Enchantment, la granada Wonderfull y la grosella cuyos valores de antocianinas estaban en
torno a los 50 mg/100g, y en niveles mas bajos se encontraban la fresa, la frambuesa y la
granada Mollar Elche los cuales tenian concentraciones inferiores a 50 mg/100g de
antocianinas totales.

También concuerda con lo encontrado por Mena et al. (2011) quienes-indican que se las
antocianinas son los responsables del color de la granada, ademas encontraron que los
niveles de antocianinas totales estaban en el orden que muestra la figura 8 por cada variedad
analizada.

Se puede apreciar que la tonalidad del color de los arillos variaban entre las variedades
desde un color transparente al rojo, color que esta regulado por las antocianinas, las cuales
son parte de los compuestos fenolicos, asi como que se les atribuye la capacidad de dar los
colores azul, rojo y violeta a las flores, frutos y hojas en las plantas (Leguizamon et al.,
2005).

Cabe resaltar que la medicion de-las antocianinas se hizo en base a las unidades cianidina
3- glucoésido que es un tipo de antocianina (Ccaccya etal., 2019) y la antocianina
mayoritaria en las granadas es la delfinidina (Bueno et al., 2012).

En la tabla 12, El analisis de varianza indica que las variedades de granada presentaron
diferencia significativa (p<0,05) en el contenido de antocianinas. No se evidencia

diferencias entre bloques (p>0,05).
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Tabla 12

Anélisis de Varianza para las Antocianinas de las Variedades de Granada

Grados Suma de Media
Fuente de variacion de e F p

) cuadrados cuadratica

libertad
Variedad 2 1512.480 756.240 602.187 0.000
Bloque 2 4.080 2.040 1.623 0.305
Residuales 4 5.020 1.260
Total 8 1521.580

Del mismo modo en el contenido de antocianinas se obtuvo diferencia significativa entre
las variedades, estas diferencias también se comprobaron aplicando la prueba de Tukey.
En la tabla 13, La prueba de Tukey indica que la variedad de granada Wonderful presentd
mayor contenido de antocianinas con 32,83 mg/100 mL, seguido de Mollar de Elche con
8,14 mg/100 mL y en menor cuantia Mollar Valenciana con 3,19 mg/100 mL, siendo
estadisticamente diferentes al presentar distintas letras.

Tabla 13

Prueba de Tukey Para Antocianinas de las Variedades de Granada

Antocianinas

Variedad (Mg/100 mL) Agrupacion
Wonderful 32.83 + 0.04 a
Mollar de Elche 8.14 + 0.03 b
Mollar Valenciana 3.19 + 0.02 c
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IV. CONCLUSIONES
Los valores encontrados para la actividad antioxidante, expresada como porcentaje de
inhibicion de DPPH, en las variedades de granada Mollar de Elche, Wonderful y Mollar
Valenciana fueron 88,56 + 0,99; 93,10 £ 0,13 y 52,82 + 0,10 % respectivamente, siendo
estadisticamente diferentes.
Los valores encontrados para el contenido de compuestos fendlicos las variedades de
granada Mollar de Elche, Wonderful y Mollar VValenciana fueron de 762,01 +10,18; 828,32
+ 16,43 y 463,62 + 6,77 mg AGE/100 mL respectivamente, siendo estadisticamente
diferentes.
Los valores encontrados para el contenido de antocianinas en las variedades de granada
Mollar de Elche, Wonderful y Mollar Valenciana fueron de 8,14 + 0,36; 32,83 + 2,10 y
3,19 + 0,02 mg cianidina 3-gluc6sido/100mL respectivamente, siendo estadisticamente
diferentes.
Los valores encontrados para el pH en las variedades de granada Mollar de Elche,
Wonderful y Mollar Valenciana fueron 3,16 = 0,02; 3,44 = 0,04 y 3,53 £ 0,03 %
respectivamente, siendo estadisticamente diferentes.
Los valores encontrados para €l contenido de sélidos solubles en las variedades de granada
Mollar de Elche, Wonderful y Mollar VValenciana fueron de 762,01 + 10,18; 828,32 + 16,43
y 463,62 + 6,77 mg AGE/100 mL respectivamente, siendo estadisticamente diferentes.
Los valores encontrados para la acidez titulable en las variedades de granada Mollar de
Elche, Wonderful y Mollar Valenciana fueron de 8,14 + 0,36; 32,83 £ 2,10 y 3,19 + 0,02

mg cianidina 3-glucdsido/100mL respectivamente, siendo estadisticamente diferentes.
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Anexo 1

Datos Recopilados de la Experimentacion en las Variedades de Granadas Analizadas

Acidez Capacidad
titulable S Compuestos _—
. oo s antioxidante [ Antocianinas
Variedad pH Brix (g/l(l)O'mL (% de fendlicos (mg (Mg/100 mL) Bloque

de acido R AGE/100 mL)

citrico) inhibicion)
Mollar de Elche 3.170 15.200 0.443 87.580 773.656 7.765
Mollar de Elche 3.140 15.100 0.443 88.535 757.527 8.182
Mollar de Elche 3.160 15.100 0.466 89.554 754.839 8.475
Promedio 3.157 15.133 0.450 88.556 762.007 8.141
Desviacion estandar 0.015 0.058 0.013 0.987 10.177 0.357
Wonderful 3.430 17.400 1.095 93.057 813.978 30.475
Wonderful 3.400 17.300 1.142 93.248 846.237 33.481
Wonderful 3.480 17.600 1.165 92.994 824.731 34.525
Promedio 3.437 17.433 1.134 93.100 828.315 32.827
Desviacion estandar 0.040 0.153 0.036 0.133 16.425 2.102
Mollar Valenciana 3.5650 15.900 0.349 52.739 469.892 3.173
Mollar Valenciana 3.500 15.700 0.326 52.803 464.516 3.173
Mollar Valenciana 3.5650 15.800 0.303 52.930 456.452 3.215
Promedio 3.5633 15.800 0.326 52.824 463.620 3.187
Desviacion estandar 0.029 0.100 0.023 0.097 6.765 0.024
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Anexo 2
Anélisis del Cumplimiento de Supuestos

Cumple con el supuesto de homogeneidad de varianzas y

Ho: normalidad de residuales p=0,05
Ha: No cumple con el supuesto de homogeneidad de varianzas y 0<0,05
normalidad de residuales
. Shapiro-
Variable Levene p Wilk P
pH 0.404 0.684 0.964 0.841
°Brix 0.600 0.579 0.927 0.453

Acidez titulable (g/100 mL

e 0.610 0.574 0.932 0.504
de &cido citrico)

Capacidad antioxidante (%

de inhibici6n) 3.017 0.124 0.985 0.985

Compuestos fendlicos (mg

AGE/100 mL) 0.454 0.656 0.979 0.959

Antocianinas (mg/100 mL) 1.941 0.224 0.952 0.717

Se presenta el andlisis de cumplimiento de supuestos de homogeneidad de varianza y
normalidad de residuales; donde la prueba de Levene indica homogeneidad de varianzas y
la prueba de Shapiro-Wilk indica que los residuales estan normalmente distribuidos
(p>0,05) para todas las variables respuesta; por lo que se cumple con estos supuestos
estadisticos para el uso de herramientas paramétricas como el analisis de varianzay la post-

prueba de Tukey.
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Anexo 3

Determinacion del pH

El pH es el indicativo del nivel de iones de hidrogenos presentes en un alimento. En su
medicidn se usa una escala que es del 1-14; si el nivel de pH es inferior a 7 se le considera
acido, mientras mas bajo es el nivel de pH maés acido es el alimento. Por el contrario, si el
nivel de pH es superior a 7 se le considera alcalino, mientras mas alto es el nivel de pH méas
alcalino es el alimento.

Procedimiento:

-En vaso de precipitacion se coloca la muestra.

-Sumergir la membrana de vidrio del pHmetro en la muestra.

-Esperar a que se fije la medida en el pHmetro y tomar la lectura.
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Anexo 4

Determinacion de Solidos Solubles

El porcentaje de solidos solubles también conocido como grados Brix mide la cantidad de
solidos solubles en una sustancia. En el caso de las frutas el valor de grados Brix o sélidos
solubles esta referido a la cantidad de azlcar que se encuentra en la fruta. No obstante, se
usan ambas formas para representar la cantidad de solidos solubles presentes en algun
alimento (g s6lidos solubles/100 g de producto o °Brix) en la industria de alimentos.
Procedimiento:

-Colocar la muestra sobre el prisma del refractémetro cerrar-con el cubre objetos

-Tomar la lectura que indica en el ocular del refractometro.
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Anexo 5
Determinacion de la Acidez Titulable
Para la estimacion del grado de madurez y el estado de acidez en el sabor de una fruta se
toma frecuentemente la acidez titulable como principal indicativo. Los acidos mélicos,
tartarico, y citrico son algunos de los acidos predominante en las frutas. En el caso de la
granada se utiliza el &cido citrico como acido predominante. De esta manera la acidez
titulable en las frutas se presenta en g/100 mL del &cido predominante 0 como porcentaje
del acido predominante.
Procedimiento:
-Coger 10 mL de muestra seguidamente aforar hasta 50 mL con agua destilada.
-Titular la solucion con NaOH 0,1 N y dos gotas de fenolftaleina, como elemento
indicador, hasta alcanzar el color rosa tenue en la alicuota.
-El célculo de la acidez titulable se hizo empleando la siguiente formula:

Vi * N * meq del acido * V5

% acidez = a7 * 100 ()
2

Donde:

V3: mL de NaOH gastados en titulacion.
V2. Volumen de alicuota (mL)

V1: Volumen de la disolucion (mL)

N: Normalidad de NaOH

A: mL de la muestra.
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Anexo 6
Determinacion de la Actividad Antioxidante
El método del DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidracilo) fue utilizado para hallar la capacidad
antioxidante, el cual fue desarrollado por Brand-Williams et al. (1995) el fundamento del
método. Asimismo fue descrito por Scibisz & Mitek (2009) este método.
Preparacion de la solucion patron:
Disolver 0.004 g de DPPH en etanol 80° y aforar en una fiola de 50 mL. Leer laabsorbancia
de la solucion luego de 30 minutos. El resultado de la absorbancia deberd marcar siempre
un valor cercano a 1. Caso contrario repetir la preparacion de la solucion.
Preparacion de la muestra:
Colocar 3 mL de jugo de granada previamente filtrada y aforar la fiola de 10 mL de
capacidad con el alcohol etilico de 80°, dejar reposar la solucion durante 30 minutos y se
centrifuga con 4200 rpm durante 15 minutos. Teniendo la solucién ya centrifugada coger
una alicuota de 50 pL y verter 950 uL de solucion patron. Por altimo, dejar reposar por 30
minutos y leer la absorbancia a 512 nm.
Luego se utiliza la lectura de la absorbancia para hacer el calculo de porcentaje de
inhibicion del radical DPPH:
% inhibicidnpppy = 100 — M} 100 (2)
Abspppy

Donde:

AbSyestra - AbSorbancia de muestra

Abspppy  : Absorbancia de solucion de DPPH.
El porcentaje de inhibicion (% inhibicionpppy) indica la cantidad reducida de la muestra

con respecto a la concentracion original de DPPH por el agente antioxidante.
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Anexo 7

Determinacion de Compuestos Fendlicos Totales

En la determinacién de compuestos fendlicos, los cuales son compuestos que tienen una
presencia muy importante en la naturaleza como en el caso de los flavonoides, se utilizé el
método de Folin-Ciocalteu para lo cual se utiliza una curva de calibracion de &cido gélico.
Procedimiento:

Solucion de carbonato de sodio:

Preparar la solucion de carbonato de sodio disolviendo 20 g de carbonato de sodio
(Na2CO3) en 80 mL de agua destilada, luego calentar la solucion (cuando la solucién llegue
a los 50 °C, remover la solucién para que quede disuelto), después dejar enfriar la solucion
y aforar en una fiola de 100 mL con agua destilada.

Preparacion de la muestra

En una fiola de 10 mL colocar 3 mL de jugo de fruta ya filtrada con anterioridad, aforar la
fiola de 10 mL con alcohol etilico de 80°, finalmente se agita la muestra por 30 minutos y
se centrifuga a 4200 rpm durante 15 minutos.

Procedimiento para determinar-los compuestos fendlicos totales

Colocar 40 uL de muestra en un tubo de ensayo, luego se afiade 3160 uL de agua destilada,
para luego ser agitada en el tubo de ensayo con la mezcla, después se adiciona 200 uL de
Folin—Ciocalteu de- 2 N de concentracion, posteriormente se deja en reposo por 15 minutos.
Adicionar 600 pL de solucion de carbonato, se mezcla bien y se incuba por 2 horas en

temperatura ambiente. Por ultimo, se lee en el espectrofotémetro a 760 nm

Esta obra ha sido publicada bajo la licencia Creative Commons Reconocimiento-No Comercial-Compartir bajola misma licencia 2.5 Peru.
Para ver una copia de dicha licencia, visite http://creativecommons.org/licences/by-nc-sa/2.5/pe/



Biblioteca Digital - Oficina de Tecnologias de la Informacién

Anexo 8

Determinacion de Antocianinas por Ph Diferencial

La antocianina sufre un cambio reversible con las variaciones del pH, el cual se ve reflejado

con el cambio en su absorbancia.

Procedimiento

La preparacion se realiza colocando 4 mL de jugo de granada previamente filtrado, luego

adicionar etanol de 80° aforando a 10 mL con el etanol, el etanol ha de haber sido

acidificado previamente con una solucion de HCL hasta que tenga pH 2, después

centrifugar la mezcla a 4200 rpm durante 15 minutos.

Se usa dos soluciones tampdn una de &cido acético/acetato sodico de pH 4,5 de 0,4M y otra

solucidn de acido clorhidrico/cloruro de potasio de pH 1 de 0,025M. Entonces se coge 1

mL de muestra liquida y se afiade 9 mL de solucién tampén de pH 1, la misma cantidad

con la otra muestra liquida y la solucién tampdn pH de 4,5. Se utiliza un blanco para medir

la absorbancia en el espectrofotometro a 512 y 700 nm. La absorbancia se calcula:
(A515nm —A700nm)pH1 — (A515nm — A 700 nm) pH4.5=A

La concentracion de pigmentos monoméricos se expresa en unidades de mg cianidina 3-

gluc6sido/100 mL de muestra.

. - A*PM+FD*100
Antocianinas monomericas (mg/100 mg)= — (3)

Donde:

A: Absorbancia

PM: Peso molecular (PM: 449.2 g/mol)
FD: Factor de dilucion

€: Absortividad molar (26900 L/mol.cm)

Esta obra ha sido publicada bajo la licencia Creative Commons Reconocimiento-No Comercial-Compartir bajola misma licencia 2.5 Peru.
Para ver una copia de dicha licencia, visite http://creativecommons.org/licences/by-nc-sa/2.5/pe/



Biblioteca Digital - Oficina de Tecnologias de la Informacion

Anexo 9

Almacenamiento de Jugo de Granada en Tubos Falcon Variedad Mollar de Elche
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Anexo 10

Almacenamiento de Jugo de Granada en Tubos Falcon Variedad Wonderful
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Anexo 11

Almacenamiento de Jugo de Granada en Tubos Falcon Variedad Mollar Valenciana
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Anexo 12

Toma de las Lecturas de la Absorbancia para la Prueba de DPPH
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