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RESUMEN

Este proyecto de investigacion se enfoco en la recuperacion de las semillas y
cascaras de la uva en estado natural (proceso de néctar) y estado fermentado
(orujos del vino) para la extraccion de acido galico, con el objetivo de evaluar su
efecto inhibitorio sobre el S. aureus. Se utilizé dos disefios experimentales, en el
primer disefio se estableci6 las siguientes variables: el estado de las semillas de
uva (natural y fermentado) y el método de extraccién acuosa a 80°C, 90°C,
100°C durante una hora, para el segundo disefio se evalué la mayor
concentracion por extracto y concentracion del efecto minimo inhibitorio. La
cuantificacion del compuesto fendlicos se realiz6 por medio del método Folin
Ciocalteu, empleandose acido galico para la construccion de la curva de
calibracion. El que obtuvo contenido de compuestos fendlicos en el caso del
néctar fue el tratamiento AiB1y del orujo de vino fue el A2Bs. En los resultados
se observo que existe diferencia significativa entre tratamientos, esto dependid
principalmente en la temperatura del solvente (agua), independientemente si fue
residuo de néctar u orujo del vino. La inhibicion en residuos de uva sobre S.
aureus mostro que no existe diferencia significativa en concentraciones, mientras
la inhibicién para orujos del vino fue exactamente igual, a diferencia de la
concentracion que tuvo mayor efecto inhibitorio fue el tratamiento C2D1. Con los
resultados que se obtuvo se pudo comprobar que el acido galico presente en las
muestras de residuos de néctar y orujos de vino tiene poder inhibidor, y se
recomienda la evaluacién del compuesto extraido frente a otros patégenos es de

interés en la Industria Alimenticia.
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SUMMARY

This research project focused on the recovery of the seeds and husks of the
grape in the natural state (nectar process) and fermented state (wine marc) for
the extraction of gallic acid, with the aim of evaluating its inhibitory effect on the
S. aureus. Two experimental designs were used, in the first design the following
variables were established: the state of the grape seeds (natural and fermented)
and the aqueous extraction method at 800C, 900C, 1000C for one hour, for the
second design was evaluated the highest concentration by extract and
concentration of the minimum inhibitory effect. The phenolic compound was
quantified using the Folin Ciocalteu method, using gallic acid for the construction
of the calibration curve. The one that obtained content of phenolic compounds in
the case of nectar was the A1B1 treatment and the wine pomace was A2B3. In
the results it was observed that there is a significant difference between
treatments, this depended mainly on the temperature of the solvent (water),
regardless of whether it was nectar residue or wine residue. The inhibition in
residues of grapes on S. aureus showed that there is no significant difference in
concentrations, while the inhibition for wine pomace was exactly the same, unlike
the concentration that had the greatest inhibitory effect was the C2D1 treatment.
With the results obtained it was possible to verify that the gallic acid present in
the samples of nectar residues and wine pomace has inhibitory power, and it is
recommended the evaluation of the extracted compound against other pathogens

is of interest in the Food Industry
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|.- INTRODUCCION

La Administracion de Alimentos y Medicamentos de los EE.UU, sefala que la
conservacion quimica, distingue conservantes naturales y conservantes
artificiales, en los que se destacan tres grupos: agentes antimicrobianos
(benzoatos, sorbitos, nitratos), antioxidantes (sulfito, la vitamina E, vitamina C) y
los agentes quelantes (acido citrico, polifosfatos), algunos naturales y otros
quimicos, sin embargo muchos de los conservantes naturales son fabricados

sintéticamente para abaratar costes (Loring, 2017) .

Publicaciones como la de Rodriguez (2003) demuestran que actualmente la
busqueda de conservantes naturales ha llevado a buscar nuevas opciones como
por el ejemplo el chile picante y el dulce, los cuales en la carne, tienen el efecto
de prolongar significativamente la vida util de la misma, coartando la oxidacion,

aumentando asi su conservacion.

Como lo manifiesta Colivet (2006) , otro aspecto interesante sobre los extractos
naturales de frutas y hortalizas es el conocimiento de la medicién de la actividad
antimicrobiana de los mismos, lo cual actualmente se encuentra en auge, para
ayudar a conservar los alimentos de una forma mas natural. Este mismo autor
afirmd que el &cido gélico y la catequina, presentaron actividad bactericida y
antibacteriana sobre Helicobacter pylori y Escherichia coli en cultivo, y que el
efecto sinérgico de los dos polifenoles es variable y esta relacionado con los

niveles de acido galico y catequina que se presenten.

Es asi, que este efecto inhibitorio se mide comprobando la cantidad minima del
agente gue se necesita para privar el desarrollo de un microorganismo control,
valor que se conoce como concentracion minima inhibitoria (MIC) (Madigan
2000). Los compuestos fendlicos, tienen importantes caracteristicas
relacionadas con los alimentos, entre ellos: la uva y el vino; la importancia de
estos compuestos se debe a la relacion de la fruta y el producto antes
mencionado con sus caracteristicas sensoriales como el color, astringencia,

amargor y aromas (Monagas, et al. 2005).



Asi mismo, diversos estudios, sefialan que los compuestos fendlicos ostentan un
namero extenso de beneficios para la salud, tales como: actividades
antioxidantes, antialergénica, anticancerigena, antiinflamatoria y antimicrobiana
esta Ultima consiste en inhibir el crecimiento de algunas bacterias con incidencia

sobre la salud, tales como Helicobacter pylori y Escherichia coli (Diaz, 2012).



1.-MARCO TEORICO

1.1.- Vitis vinifera

La vid o parra, cuyo nhombre cientifico es V vinifera, es una planta semilefiosa o
trepadora que cuando se deja crecer libremente puede alcanzar mas de 30 m,
pero que, por la accibn humana, podandola anualmente, queda reducida a un
pequefio arbusto de 1 m. Su fruto, la uva, es comestible y materia prima para la
fabricacion de vino y otras bebidas alcohdlicas. A veces se denomina a la vid con
el nombre de parra, aunque en fruticultura se denomina parral o parra a un

sistema de conduccion de las plantas de vid en altura (Coscarrelli, 2008) .

1.1.1.- Taxonomia

Cuadro.1.- Taxonomia de especie Vitis Vinifera

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Vitales

Familia Vitaceae
Genero Vitis

Especie Vitis vinifera

Fuente: Quintana, 2013, citado por Koehler, 2004

1.2.- Composicién de los residuos organicos del vin 0

La produccion de uva en el Ecuador, ocupa un area total donde se produce una
cantidad pequefia, con apenas 300 hectéareas, la cual no logra abastecer un
mercado que necesita aproximadamente entre 600 y 800 hectareas, esto
representa alrededor de 24 millones de kilos anuales. La mayoria de los residuos
(orujos, lias, pieles, semillas, tallos) en el Ecuador genera la oportunidad de
utilizarlos en distintas aplicaciones. En industria cosmética, farmaceéutica,

alimenticia (Alvarado, 2015).



Castro (2014) comenta que los orujos del vino se producen durante el prensado
de la uva, y esta constituido por la piel y las semillas. El resto de residuos sin lias
gue se generan en el proceso de clarificacion de la fermentacién del vino; raspén,
constituido por ramas y hojas de la vid, y los lodos del tratamiento de las aguas

residuales.

Ruggieri (2009) menciond que los residuos de vinificacion son especialmente
ricos en compuestos fendlicos entre los que se incluyen antocianos, flavonoles,
acidos hidroxicinamicos, y por tanto pueden ser utilizados como materia prima
para la obtencion de extractos que posteriormente pueden emplearse en la
industria alimentaria como colorantes (rojo/purpura), antioxidantes naturales,

conservantes o ingredientes funcionales.

1.2.1.- Compuestos fendlicos del vino

Las uvas son relativamente ricas en compuestos fendlicos con respecto a otros
frutos comestibles. A medida que transcurre el tiempo y la tecnologia mejora
parece ser que la distribucidn de las distintas estructuras quimicas presente en
la uva depende de los genes de las distintas variedades, e contenido de los
diferentes constituyentes fenodlicos de la uva esta condicionado por factores de

orden agrondmico (Campos, 2002).

Los compuestos fendlicos o polifenoles son constituyentes naturales de la uva y
de los vinos. Con el nombre de polifenoles se agrupan numerosos compuestos
con diferente estructura quimica: &cidos hidroxibenzoicos, &cidos
hidroxicinamicos, estilbenos, alcoholes, flavanoles, flavonoles, antocianos y
taninos. Los polifenoles del vino también se asocian con los efectos fisioldgicos
beneficiosos derivados del consumo moderado de vino, ademas, la estructura
de un compuesto fendlico determina su reactividad quimica y sus propiedades
bioldgicas (Almudena, et al. 2016).

En la uva, los compuestos fendélicos son principalmente acidos hidroxicinamicos,

gue se encuentran en las vacuolas de las células de la piel y de la pupa, bajo
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forma de esteres tartaricos. En lo que se refiere a los acidos benzoicos, la uva
contiene principalmente acido gélico, un compuesto fendlico con gran poder

inhibidor sobre bacterias destructoras (Venegas, 2012).

Ademas, el estado de madurez de la uva va a condicionar la concentracion de
compuestos fendlicos que se extraiga del vino, dicha concentracion suele
aumentar durante toda la maduracién, aungque no linealmente, asi mismo, se ha
constatado que dicha extraccion no depende solo de la cantidad en la que estos
se encuentren en la uva, mas bien en la pared celular va a formar una barrera a

la difusion de compuestos fendlicos (Romero, 2008).

A modo de resumen, en el (cuadro 2) Villegas et al., 2015 recoge el rango de
variacion de las concentraciones de los principales compuestos fendlicos
identificados en vinos tintos jévenes. Por grupos de compuestos, los acidos y
derivados hidroxibenzoicos representarian el 6 % del total; los acidos y derivados
hidroxicinamicos, 1,1 %; los estilbenos, 0,5 %; los alcoholes, 3,8 %; los
flavanoles, 15 %; los flavonoles, 3,6 %; y las antocianinas, 70 %. En proporcion
muy inferior se encuentran otros derivados antocidnicos como los

piranoantocianos.

Cuadro. 2.- Composicion y rangos de contenido de compuestos fendélicos en

vinos tintos jévenes

Acidos Hidroxibenzoicos Flavonoles
Acido Galico 10-37 (+)-Catequina 16-58
Acido Protocatequico 1,2-4,7 . ()- . 10-38
Epicatequina
Acido Siringico 4,2-5,8 Procianidinas B1, B2, B3, B4 14-33
Acidos Hidroxicinamicos Flavonoles
Acido Caftarico 0,7-46 Miricetin-3-glicosidos 1,6-22
Acido Cutarico 0,7-11 Quercetin 1,3-34
Acido Cafeico 0,3-33 Miricetina 1,7-8
Acido p-cumarico 0,1-8 Quercetina 1,9-15
Estilbenos Antocianinas
Trans-resveratrol 0,4-2,5 Delfinidin 7-11
Trans-resveratrol-3-o-glucosido 0,1-3 Petunidin 14-25
Alcoholes Malvidin 170-260
Tirosol 7-26 Malvidin 23-108
Triptofol Nd-4,5 Malvidin 3,5-5,6




Fuente: Villegas et al., 2015

1.3.- Compuestos bioactivos en alimentos vegetales

En el reino vegetal podemos distinguir cuatro grandes grupos de compuestos
fitoquimicos: sustancias fendlicas, sustancias terpenicas, sustancias azufradas
y sustancias nitrogenadas (alcaloides). De estos cuatro grupos, son los tres
primeros los que tienen mayor importancia como constituyentes de las frutas y
hortalizas y los alimentos derivados con relevancia en la alimentacion humana,
y los polifenoles son los que se encuentran de forma general en todos los
alimentos de origen vegetal. (Barberan et al., Acosta et al. 2016).

Los polifenoles son un conjunto heterogéneo de moléculas con actividad
antioxidante que incluye a los fenoles acidos, la capacidad que tiene este
antioxidante le confiere la actividad para prevenir falla cardiaca, ateroesclerosis,
enfermedad cardiovascular, entre otras. Ademas, a los polifenoles se les atribuye

propiedades (Barcia, 2011).

Otro grupo interesante son los flavonoides que previenen la agregacién
plaguetaria e inducen a relajacion muscular. Por ejemplo, la procianidina B1 y el
resveratrol presentes en extractos de semillas de uva y en la uva

respectivamente, pueden aumentar la capacidad cerebral (Vicuiia, 2011).

1.3.1.- Acido galico

Segun, Gobea (2017) los polifenoles se dividen en dos grandes grupos: taninos
condensados y taninos hidrolizables. El acido galico es un polifenol, y pertenece
precisamente al grupo de taninos hidrolizables. Esto quiere decir que es de facil
obtencién porque es una molécula simple, es un anillo fendlico y gracias a la
funcionalidad que tienen los grupos hidroxilos en su estructura, le confiere

algunas caracteristicas especiales.



El acido gélico es un acido organico que se encuentra en alimentos como los
arandanos, manzanas, semillas de lino, hojas de té, corteza de roble, nueces, y
berros. Entre sus propiedades fisicas destaca que es un polvo organico blanco
cristalino, soluble en agua, y tiene un punto de ebullicion de 251°C. Mientras sus
propiedades cosméticas se ha comprobado que es antifungico, antiviral,

astringente y antioxidante (Roldan, 2017) .

Es un antioxidante fendlico, y parece tener actividades antimicrobianas y
anticancerigenas en estudios con animales. El acido galico es también parte de
la estructura de otros, compuestos polifenolicos mas grandes, las moléculas que
comprenden multiples grupos fendlicos. Comun en las plantas, algunos tienen
concentraciones particularmente grandes, incluidos los arandanos, corteza de

robe, hojas de té, y uvas (Contreras, 2016) .

1.4.- Propiedades antimicrobianas de los compuestos fendlicos

Segun Palacios (2013) el incremento de la resistencia de patégenos aislados de
humanos y animales, en combinacion con la creciente preocupacion de los
consumidores por la utilizacion de productos quimicos como agentes
conservantes, ha hecho que en los ultimos afios se evalle el empleo de nuevos

productos antimicrobianos eficientes sin efectos colaterales para la salud.

Recientemente Gomez et al. (2013) en investigaciones que han llevado a cabo
se comprueba en medio de cultivo la actividad antimicrobiana de diferentes
extractos fendlicos obtenidos a partir de productos enoldgicos como semillas de
uva y vino blanco y tinto frente a bacterias patégenas. Se han descrito que los
extractos con actividad antimicrobiana son mas activos frente a bacterias que
frente a levaduras, lo que sugiere una mayor resistencia de las levaduras a la

accion de estos compuestos.

Para evaluar el efecto de un compuesto fendlico, es importante tener en cuenta
la presencia de otros compuestos en el vino como el caso de proteinas,

azucares, y agentes oxidantes que pueden interaccionar con el compuesto en
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estudio, y por tanto, tener incidencia en su actividad. En cualquier caso, son

necesarios estudios que tengan en cuenta todos estos factores (Galvez, 2013).

1.5.- Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus pertenece al género Staphylococcus, dentro de familia
Staphylococcaceae, que incluye ademas otros cuatro géneros menos conocidos:
Jeotgalicoccus, Macrococcus, Nosocomiicoccus y Salinicoccus. ElI género
Gemella, que formaba parte de esta familia, se ha reclasificado en la familia
Bacillales XI (Becket et al., 2011; Euzéby et al. 2015).

S aureus es un microorganismo ubicuo, con predileccion por la piel, glandulas
cutaneas, y membranas mucosas de mamiferos. En el ser humano coloniza la
piel y las mucosas de diferentes partes del cuerpo humano, el sitio de mayor
colonizacion se encuentra en la parte anterior de las fosas nasales y de las axilas
(Mermel 2011).

El S aureus se encuentra habitualmente a nivel de la nasofaringe y de zonas
hamedas como pliegues inguinales y axilas. Se estima que el indice de portacién
nasal en los adultos se encuentra aproximadamente del 20 a 30%. Expresado
longitudinalmente, cerca del 30% de la poblacion puede ser portador
permanente, el 50% portador intermitente, y el 20% no es colonizado. (Prieto et
al. 2012).

En la poblacién humana los mas afectados son los que se encuentran laborando
en centros de salud tratando pacientes diabéticos, en hemodialisis, adictos a las
drogas intravenosas. A pesar que el S. Aureus posee numerosos factores de
virulencia, puede convivir sin ningun problema con la persona infectada sin
causar algun tipo de dafo. Sin embargo, este equilibrio se puede ver afectado
ya que es posible que, desde las narinas, los portadores transfieran bacterias a

diferentes sectores de la piel. (Sabando, 2013).



1.6.- PROBLEMA

Las metodologias clasicas de conservacion como son los tratamientos térmicos,
estan siendo complementadas con el empleo de antimicrobianos naturales que
refuerzan la seguridad en los alimentos, prolongando su vida util, debido a su
efecto contra bacterias, hongos y virus, un ejemplo: expertos del Institute Food
Technologist de EEUU (IFT), afirman que los frutos arandanos de manera natural
tiene la capacidad de reducir en la carne el desarrollo de Salmonella, E.coli y

otros tipos de bacterias (Piki, 2006).

Por otro lado, la mayor amenaza para el consumidor procede del deterioro e
inclusive lo toxico que puede llegar a ser un alimento, por accién nociva de
microorganismos en su interior; la mayoria de estos organismos segregan
toxinas peligrosas para la salud del mismo y que pueden llegar a ser mortales
(Méndez, 2018)

Sin embargo, inconvenientes en efectos colaterales para el consumidor han
hecho que las empresas agroalimentarias exceptien el uso de ciertos
conservantes ya que podrian ocasionar efectos negativos a la salud del
consumidor, esto es un aspecto fundamental que debe ser tomado en cuenta ya
que el empleo de estos pueden ocasionar un efecto nocivo en la digestion,
alterando claramente, no solo la microbiota del intestino y el estbmago, sino
también la bucal, dificultando el proceso digestivo de las comidas y azucares,
debido a que algunos conservantes inhiben o destruyen las levaduras presentes
en el organismo humano lo cual causa problemas en el colon y alergias en

menores de edad (Helena, 2015).

Dia a dia, se esta aumentando el uso en la Unidon Europea de antimicrobianos
naturales que refuerzan la seguridad en los alimentos y prolongan la vida util de
estos frente a las bacterias, hongos y virus, existen plantas y frutas como el apio,
la almendra, café y arandano, a los cuales se les atribuye ser antimicrobianos
naturales que tienen la capacidad de inhibir el crecimiento de microorganismos,

también muchas hierbas y especias contienen aceites esenciales que son



antimicrobianos como: ajo, albaca, anis, canela, menta, mostaza, romero, otros,

de origen vegetal contienen alto niveles de antibacterianos (Rodriguez, 2011) .

Garcia (2012) Es asi que actualmente se ha vuelto una problematica buscar
nuevas alternativas para la conservacion de alimentos, encontrando diversos
estudios que han demostrado que polifenoles provenientes de alimentos como
por el ajo, que tienen actividad anti-Helicobacter pylori. Vattem (2013), utilizo
extractos de té verde para medir el efecto antibacteriano en bajas dosis, y
Ghiselli (2011) menciona que el acido galico (polifenol) se encuentra en el vino
tinto en concentraciones cercanas a 320 mg por litros, lo que corresponde al
compuesto flavonoide con mayor concentracion en el mismo, sin embargo, el

efecto antimicrobiano del acido galico ha sido poco estudiado.

Por otro lado, las bacterias estafilocdcicas como el S aureus que son causantes
de sintomas patogénicos se encuentran cada vez mas presentes en nuestro
medio; debido a una incorrecta manipulacion de los alimentos ya sea de manera
directa o indirecta, aproximadamente entre el 30% y 60% de los manipuladores
de alimentos son portadores activos de esta bacteria, la misma que esta
sobreviviendo al tratamiento con antibiéticos encontrando cepas de S aureus que
son resistentes a la meticilina, esto preocupa especialmente por el aumento de

prevalencia en los enfermos graves hospitalizados (Sanchez, 2014)

En Latinoamérica y paises como Ecuador, es de venta libre los antibi6ticos lo
cual ha provocado un empleo desmedido para tratamiento de humanos y
animales, representando un reto al momento de parar la formacion de cepas
bacterianas resistentes, un ejemplo de ello es el S aureus, un patégeno muy
significativo a lo largo de la historia, por su amplia escala de infecciones, ademas
Se asegura que es responsable de gran parte de la morbimortalidad tanto a nivel

hospitalario como comunitario (Rivadeneira, 2014).
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1.7.- JUSTIFICACION

Basados en el problema, actualmente la poblaciéon mundial demanda consumir
alimentos saludables que contengan conservantes naturales y no artificiales
debido a estos ultimos que pueden ocasionar efectos adversos en el organismo;
este hecho se vuelve una oportunidad para el aprovechamiento de residuos
agroindustriales debido a que existen compuestos en las semillas, hojas y
cascaras de frutas y hortalizas las cuales contienen extractos a los que se les
atribuye efecto inhibitorio frente a patégenos de interés para la salud (Azua,
2006).

Es necesario mencionar que el procesado de la uva genera 20% de residuos
sélidos, en concreto, segun datos de la Organizacion Internacional del Vino
(O1V), 100 kilos de uva generan unos 25 kilos de desechos, de los que el 50%

son pieles de uva, el 25% tallos y el 25% restante semillas (EcoNoticias, 2015)

Ademas, como es de conocimiento el vino tinto es una bebida rica en polifenoles,
compuestos bioldgicos con beneficios para la salud por contener propiedades
antioxidantes, y el residuo que queda después de la fermentaciéon del vino,
denominado orujo o también conocido como borras, el cual consta de las semilla,
tallos y pieles de la fruta, contiene altos niveles de polifenoles y podria ser de
gran utilidad para las industrias farmacéutica, cosmética o alimentaria” (LT10
2017)

Por ello, se aprovecho las semillas y cascaras de las uvas en estado natural
(producto del residuo del néctar de uva) y en borras u orujos del vino (semillas y
cascaras de las uvas después de la fermentacion primaria del vino) y se analizé
el acido galico, ademas se valor6 su efecto antimicrobiano frente al

Staphylococcus aureos en ambos casos.
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Il.- HIPOTESIS

Los residuos de la produccion de vino y néctar de uva (Vitis vinifera), contiene el
acido galico con efectos inhibitorios frente al Staphylococcus aureus, aislados de

personas asintomaticas.
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lll.- OBJETIVOS

3.1.-Objetivo general

« Evaluar el efecto inhibitorio del &cido galico extraido de los desechos de
la produccion de vino y néctar de uva (Vitis vinifera) sobre el

Staphylococcus aureus.

3.2.-Objetivos especificos

e Comparar el contenido de compuestos fendlicos expresados en acido
galico de los residuos de uva del proceso de obtencion del néctar y orujos

del vino.

* Valorar la actividad inhibitoria del compuesto fendlico (acido galico)

obtenido de los extractos sobre el Staphylococcus aureus.

» Determinar el efecto minimo inhibitorio del compuesto fendlico extraido de
los desechos de la produccion de néctar de uva y orujos del vino frente el

Staphylococcus aureus.
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IV.-METODOLOGIA

La presente investigacion se realizo en el laboratorio de analisis y talleres de
procesos de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Laica Eloy

Alfaro de Manabi “ULEAM”, del Canton Manta provincia de Manabi — Ecuador.

En esta investigacion se empled las borras u orujos (residuos de semillas y
cascara) procedentes de la fermentacion primaria del proceso de elaboraciéon de
vino empleando uvas (V vinifera), y también en estado natural sin fermentar
(residuos de semilla y cascara) procedentes de la elaboracién de néctar; las
cuales se seleccionaron escogiendo aquellas que no presentaron decoloracion,
dafios por picaduras de insectos, mal olor ni degradacion del tejido por factores

mecanicos.

4.1.-VARIABLES

4.1.1.-Variables independientes del Primer Disefio

Experimental:

A: Estado de las semillas de uvas

» Ai1— Residuos de la elaboracion del néctar de uva.

» Az — Orujos de la elaboracion de vino.
B: Método de extraccion
» Bi1— Agua a 80°C por 1 hora

» B2-— Agua a 90°C por 1 hora
» Bs— Agua a 100°C por 1 hora
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Tabla # 1: Tratamientos experimentales.

TRATAMIENTOS  CODIFICACION DESCRIPCION

1 Ai1B1 Acido Galico extraido de los residuos de elaboracion
de néctar de uva con agua a 80°C por 1 horas.

2 Ai1B2 Acido Galico extraido de los residuos de elaboracion
de néctar de uva con agua a 90°C por 1 horas.

3 A1B3 Acido Galico extraido de los residuos de elaboracion
de néctar de uva con agua a 100°C por 1 horas.

4 A2B1 Acido Galico extraido de los orujos de la elaboracion
de vino con agua a 80°C por 1 horas.

5 A2B2 Acido Galico extraido de los orujos de la elaboracion
de vino con agua a 90°C por 1 horas.

6 A2B3 Acido Galico extraido de los orujos de la elaboracion
de vino con agua a 100°C por 1 horas.

7 Testigo Acido Galico en estado puro

Elaborado por:

Aguilar, C; Reyes, N, 2019

Se planteé un disefio experimental completamente al azar 2x3 + 1 con 3

repeticiones para un total de 21 unidades experimentales. Los datos fueron

tabulados con el programa Infostat empleando una Anova con probabilidad

(p<0.05), se encontro la diferenciacion estadistica empleando la prueba Tukey.

Tabla # 02: Esquema del andlisis de varianza .

F. Variacion Formula Total
Total 20
Factor A (2-1)

Factor B (3-1) 6
Interaccion A*B (2-1)*(3-1)
Testigo Vs Resto 1
Repeticiones (3-1) 2
Error

Exp())erimental 12

Elaborado por: Aguilar, C; Reyes, N, 2019

4.1.2.- VARIABLE DEPENDIENTE:

Contenido de compuestos fenodlicos expresados en acido galico.
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4.1.3.-Variables

experimental:

independientes del segundo  disefio

C: Mayor concentracion por extracto

» C1: Néctar de Uva con mayor concentracion de acido galico.

» C2: Orujo del Vino con mayor concentracion de acido galico.

D: Concentracion de efecto minimo inhibitorio

» D1: 5 mg de Extracto
» D2: 3 mg de Extracto
» D3: 1 mg de Extracto

Tabla # 3: Tratamientos experimentales para el efec  to minimo inhibitorio

TRATAMIENTOS  CODIFICACION DESCRIPCION

1 CiDa Néctar de Uva con mayor concentracion utilizando 5
mg de extracto

2 CiD2 Néctar de Uva con mayor concentracion utilizando 3
mg de extracto

3 CiDs Néctar de Uva con mayor concentracion utilizando 1
mg de extracto

4 C2Da Orujos de Vino con mayor concentracion utilizando 5
mg de extracto

5 CaD2 Orujos de Vino con mayor concentracion utilizando 5
mg de extracto

6 C2Ds Orujos de Vino con mayor concentracion utilizando 5
mg de extracto

7 Testigo Acido Galico en estado puro

Fuente: Reyes, Ney; Aguilar, Cristian. 2018

Se plante6 un disefio experimental completamente al azar 2x3 + 1 con 3

repeticiones para un total de 21 unidades experimentales. Los datos fueron

tabulados con el programa Infostat empleando una Anova con probabilidad
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(p<0.05), para encontrar la diferenciacion estadistica se empleara la prueba

Tukey.

Tabla # 04: Esquema del andlisis de varianza .

F. Variacion Formula Total
Total 20
Factor A (2-1)

Factor B (3-1) 6
Interaccion A*B (2-1)*(3-1)
Testigo Vs Resto 1
Repeticiones (3-1) 2
Error Experimental 12

Elaborado por: Reyes, Ney; Aguilar, Cristian. 2018

4.1.4.-VARIABLE DEPENDIENTE:

» Efecto inhibitorio del extracto de compuesto fenélicos extraidos.

4.2.-MANEJO EXPERIMENTAL

4.2.1.- Obtencion de las materias primas.

Para la extraccion de los compuestos fendlicos se emplearon 5 libras de uva
negra (V vinifera) que fueron seleccionadas bajo parametros de calidad
separando aquellas con dafos, de las uvas obtenidas se procedié a obtener el
néctar y se recupero las cascaras y semillas. Los orujos se obtuvieron de la
fermentacién primaria del Vino, que estaba siendo elaborado por los estudiantes
del Sexto Semestre de la Carrera de Ingenieria Agroindustrial, en la materia de

Frutas y Hortalizas.

Una vez obtenidas las materias primas fueron sometidas al proceso de

extraccién acuosa de compuestos fendlicos.
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4.2.2.- Extraccion de compuestos fendlicos.

Estos residuos de semillas y cascara, asi como los orujos fueron sometidos a un
proceso de extraccidon acuosa, con agua destilada empleando tres temperaturas:
80°C, 90°C y 100°C durante 1 hora, se emple6 100 ml de solvente por gramo de
semilla utilizada, utilizando un tubo de ensayo de 15 ml basados en la

investigacion de Paladino y Zuritz (2011)

De los residuos recuperados (cascara y semilla) proveniente del néctar y orujos
provenientes del vino, en un matraz de Erlenmeyer de 250 ml se pesaron 10 g a
los cuales se les agrego 100 ml de agua destilada esto se realizo por triplicado
para llevar a temperaturas de 80°C, 90°C y 100°C, en el agitador magnético
controlando la temperatura con un termémetro por un tiempo de una hora para

cada una de las muestras.

Después cada una de las unidades experimentales, fueron colocadas en tres
tubos de ensayo de 15 ml por cada muestra de orujo y cascara-semilla sometidas
a cada temperatura, para ser centrifugadas a 2200 r.pm por 20 minutos para
luego recuperar el sobrenadante almacenandolo en botellas ambar

manteniéndolas en la oscuridad hasta realizar la cuantificacion.

4.2.3.- Cuantificacion de compuestos fendlicos.

La cuantificacion se realizd de acuerdo al método presentado por Garcia et. al.
(2015), del ETSIAMN, Universidad Politécnica de Valencia, en su documento
titulado “Determinacion de polifenoles totales por el método de Foin-Ciocalteu”,

empleandose acido galico para construir la curva de calibracion.

Para realizar la curva de calibracion se realizaron disoluciones de acido galico
de 0.0251 g/250 ml (disolucion concentrada o madre), de esta disolucion se
prepararon disoluciones de concentraciones crecientes de &cido galico entre 1y
9 ppm.
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Tabla # 05: Preparacion de la curva patron de acido  galico a partir de una

disolucion concentrada de 0.0251 g/250 ml.

Concentracion (mg/L) de la curva patron de acido ga  lico

Reactivos
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Acido galico (ml) 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Agua (ml) 10 9 8 7 6 5 4 3

Elaborado por: Reyes, Ney; Aguilar, Cristian. 2018

Para la cuantificacién de las unidades experimentales, se procedié a tomar 250
microlitros del sobrenadante obtenido del proceso de extraccion de compuestos
polifendlicos de los orujos y de los residuos del néctar, colocandose en matraces
aforados de 25 ml. Luego con una pipeta de 10 ml se agreg6é 15 ml de agua
destilada y 1,25 ml de Reactivo Folin Ciocalteu; se homogenizo el contenido de
los matraces y se dejo reposar por 8 minutos, transcurrido este tiempo se afiadio
a cada uno de los matraces 3,75 ml de la disolucion de carbonato sodico al 7,5%

y se enraso de agua destilada a un volumen de 25 ml.

Las muestras se depositaron en un espacio obscuro durante 2 horas, para
proceder a realizar la lectura de cuantificacion de compuestos fendlicos en el
Espectrofotometro UV-VISIBLE, utilizando para ello cubetas de laminas de

cuarzo de 3ml y se midi6 la absorbancia a 765 nm.

4.2.4.- Aislamiento e identificacion de Staphylococ  cus aureus.

Para el aislamiento del S aureus, se obtuvo raspados cutaneos de la boca y fosas
nasales de 10 individuos asintomaticos de entre 18 a 35 afios, la incubacion fue
aerobia en medio Mannitol salt agar a 37°C por 48 horas, luego se realizé la
tincion de gran para identificar la presencia de cocos gram positivos agrupados
en racimos y las pruebas para su confirmacion de coagulasa y catalasa (Lazo

de Jorgge y Soriano del Valle, 2016).

El procedimiento se realiz6 preparando el agua de peptona pesando en la
balanza analitica 3 g por litro de agua destilada, mezclandose correctamente,

19



esterilizandola en el autoclave a 121°C por 15 minutos. Posteriormente el agua
de peptona ya esterilizada se coloc6 10 ml en cada tubo de ensayos de 15 ml
previamente esterilizados, y se tomaron las muestras de Staphylococcus aureus
por triplicado de cada voluntario asintomatico, efectuado raspados de boca, nariz
y palma de las manos, para ello se utilizO un hisopo por cada muestra,

depositando el hisopo en los tubos que se prepararon anteriormente.

Para la siembra se utiliz6 un medio de cultivo selectivo Agar Manitol Salt,
disolviendo cuidadosamente 111 g por medio litro de agua de peptona, después
se calent6 a ebullicion y esterilizo en la autoclave a 121°C durante 15 minutos, a
continuacion, se colocé en las respectivas cajas Petri 10 ml de medio, realizando
la siembra con una micropipeta estéril 1000 micro litros de cada una de las
muestras recolectadas por triplicado. Finalmente se dejo incubar la bacteria a

una temperatura de 35 * 2 °C durante 48 horas.

Para garantizar la presencia de Staphylococcus aureos en las siembras
realizadas, se procedio a realizar las pruebas de tincion de gran y catalasa para
confirmar la presencia del microorganismo, el cual debe responder a gran

positivo y catalasa positiva.

e Tincién de gram

1. Se realiz6 la fijacién del frotis, tomando una gota de agua destilada y
colocandola en el portaobjeto, se esteriliza el asa de platino y se remueve
un fragmento de la colonia de las cajas que mostraron presencia
microbiana, se homogeniza la muestra y se la fija al calor de la flama
evitando quemar la muestra.

2. Una vez que se ha fijado el frotis, se agregan dos gotas de cristal de
violeta, se espera un minuto y se deja escurrir el exceso de colorante.

3. Se afade Lugol a la muestra el cual reaccionara con el primer colorante
fijando de color las células y se flamea.

4. Se agrega el decolorante para lo cual se empled una solucion 1:1 de

cetonay al alcohol afiadiéndolo en el borde del portaobjeto manteniéndolo
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inclinado para que fluya, cuando ya no fluye mas color inmediatamente se
lava la muestra con abundante agua destilada.

5. Se flamea la muestra y se agregan dos gotas de safranina, se escurre el
exceso de colorante, se flamea una vez y luego se lava con agua

destilada, se deja secar la muestra cerca al mechero (Aquiahuati, 2004).

¢ Prueba de catalasa

1. Para esta prueba se coloco una gota de peréxido de hidrégeno al 3% en
un portaobjetos de microscopio

2. Luego se toma con el aza de platino previamente estéril una porcion de
bacterias a prueba de la placa de agar manitol salt.

3. Agitar la colonia bacteriana en el peréxido de hidrégeno del portaobjeto y
verificar la formacion de burbujas (Aquiahuati, 2004).

4.2.5.- Evaluacién de la actividad inhibidora del &  cido galico

frente al Staphyloccocus aureus.

Para la determinacién del halo de inhibicién de crecimiento de S aureus se siguio
la metodologia propuesta por Rodriguez et al. (2007) , previo a la inoculacion,
se realizé tres pocillos de 3mm de didmetro en las placas de cultivo Agar Manitol
Salt y por triplicado se colocé concentraciones seriadas y decrecientes del acido
galico a 5mg, 3mg y 1mg en los pocillos; de cada uno de los extractos del orujo
del vino obtenido a 100°C y de los residuos del néctar a 80°C que fueron los de

mayor contenido fendlico de la extraccion acuosa.

Las bacterias de S 4ureus fueron tomadas de las cajas petri que dieron positivo
a la identificacion del microorganismo para ello fueron suspendidas en 100 ml de
suero fisiol6gico estéril 2.5x103 células viables de la bacteria., se agito en el
vortex y se tomo una alicuota de 1000 micro litro de las bacterias suspendidas y

se inocularon en las cajas Petri que se prepararon con los pocillos que contienen

21



el extracto fendlico de los orujos y residuos del néctar. Se incubaron las muestras

a 37°C por 48 horas y se procedié a medir el halo de inhibicion.
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V.-RESULTADOS

Para evaluar el contenido de compuestos fendlicos de las muestras
experimentales de residuos de néctar y orujos, primeramente, se preparo la
curva patrén de acido galico a partir de una disoluciéon concentrada de 0.0251
9/250 ml.

Gréfico # 01: Recta de calibracidn de la curva patr ~ 6n
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Elaborado por: Aguilar, C; Reyes, N, 2019

Una vez que se aplicé el analisis metodolégico a las unidades experimentales
propuestas, se obtuvieron los resultados del contenido de compuesto fendlico de
las muestras de residuos de néctar y vino (orujos), los resultados fueron

tabulados en el programa InfoStat y se describen a continuacion.

5.1.- Resultados de compuestos fendlicos extraidos en las muestras de

residuos de néctar y orujos del vino.
La extraccion acuosa se realizo a temperaturas de 80°C, 90°C y 100°C, tal como
se describid en la metodologia, se procedio al respectivo analisis de absorbancia

a 765 nm del compuesto fendlico, expresado en porcentaje de acido galico.
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Como se observa en la (tabla 01) el coeficiente de variacion fue de 6,44, los
orujos del vino obtuvieron mayor absorbancia con el tratamiento A2Bs (Acido
Galico extraido de los orujos de la elaboracion de vino con agua a 100°C por 1
hora); y en los residuos de néctar de uva el tratamiento con mayor absorbancia
fue el A1B1 (Acido Galico extraido de los residuos de elaboracion de néctar de

uva con agua a 80°C por 1 hora).

Tabla. 01.- Analisis de Varianza de la extraccion acuosa de com  puesto

fendlico expresado en % Acido Galico.

Variable N R R (Aj) cv
mg 18 0,99 0,98 6,44
(concentracion)
/100 ml
F.V. SC gl. cM F p-valor
Modelo 4,50E-03 7 6,40E-03 146,88 <0,0001
Tratamientos 4,50E-03 5 9,00E-04 205,27 <0,0001
Replicas 8,10E-06 2 4,10E-06 0,92 0,4283
Error 4,40E-05 10 4,40E-06 0,72
Total 4,60E-03 17

Elaborado por: Aguilar, C; Reyes, N, 2019

El andlisis de Tukey (tabla 02) muestra que existe diferencia significativa entre
tratamientos y no entre replicas (lo cual muestra que fueron realizadas de forma
correcta las repeticiones), sobre todo el tratamiento A2Bs el cual es diferente del
resto, la diferencia para la categorizacion esta marcada por el 0,02%, todo esto

con una p>0.05.

Como se observa en la (tabla 02) cabe destacar que la diferencia y similitud entre
los tratamientos esta marcada principalmente por la temperatura del solvente
(agua) en el momento de la extraccién independientemente si eran residuos de
néctar o vino (orujos), mostrando que: son estadisticamente iguales los
tratamientos A2B2 y AiB2, también comparten igualdad AiBi1 y A2B1 que

corresponden a la extraccion de acido galico a 90°C y a 80°C respectivamente.

La tendencia anterior no se cumple en la extraccion a 100°C; tal como se observa

a la misma temperatura mencionada hay diferencia significativa entre los
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residuos del néctar (A1B3) y los de orujo (A2B3), siendo los ultimos los que

obtuvieron mayor porcentaje de compuestos fendlicos.

Tabla. 02.- Prueba Tukey en tratamientos y replicas (0,05) del  compuesto

fendlico expresado en % Acido Galico

Error: 0,0000 gl: 10 Alfa: 0.05 DMS: 0,00594
Tratamientos Medias n. E.E.

A2B3 0,06 3 1,2E-03 A

A1B1 0,04 3 1,2E-03 B

A2B1 0,04 3 1,2E-03 B

A1B3 0,02 3 1,2E-03 C
A2B2 0,02 3 1,2E-03 C
A1B2 0,02 3 1,2E-03 C

* Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Error: 0,0000 gl: 10 ALFA: 0,05 DMS: 0,00332
Replicas Medias n E.E.
R3 0,03 6 8,60E-04 A
R1 0,03 6 8,60E-04 A
R2 0,03 6 8,60E-04 A

* Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Elaborado por: Aguilar, C; Reyes, N, 2019

5.2.- Resultados de diametro (mm) de inhibicion de los compuestos de
acido galico de los residuos de néctar y orujos del vino sobre el

Staphyloccocus aureus

En el extracto fendlico del néctar se extrajo mayor contenido en el tratamiento
A1B1, (Acido Galico extraido de los residuos de elaboracion de néctar de uva con
agua a 80°C por 1 hora), y en los residuos u orujos del vino fue el tratamiento
A2B3 (Acido Gélico extraido de los orujos de la elaboracién de vino con agua a
100°C por 1 hora) es asi que, segun lo propuesto en el segundo disefio
experimental, de estos dos tratamientos se realizé el estudio de inhibicion del S
aureus en concentraciones de 5, 3y 1 mg del compuesto extraido a las diferentes

temperaturas estudiadas.
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Cabe destacar que en este disefio se empled un testigo que corresponde a las
mismas concentraciones estudiadas, pero con acido galico comercial en estado
puro, ademas se tomo un blanco que corresponde al cultivo de Staphyloccocus
aureos sembrado en una caja con medio manitol Salt sin ningan inhibidor es
decir no contenida ninguna concentracién de los extractos ni del acido galico

comercial.

Los halos de inhibicién fueron observados a las 48 horas de sembradas las
muestras, y se comparé su significancia estadistica entre las concentraciones

del compuesto extraidas del mismo residuo y entre ellas mismas.

5.3.- Didmetro (mm) de inhibicion de los compuestos de &cido gélico

de los residuos de néctar sobre el Staphyloccocus @  ureus

Para el extracto fendlico obtenido de los residuos del néctar a 80°C se mostro
gue no hay diferencia significativa para el caso de las concentraciones de 5, 3y
1 mg de residuos del néctar y tampoco para las réplicas mostrando la exactitud
del proceso, el efecto inhibitorio se deja plasmado debido a que la muestra
blanco presento numero incontable de células viables y 0 mm de halo de

inhibicion cubriendo toda la superficie de la caja petri.

Tabla. 03.- Andlisis de Varianza del diametro (mm) de inhibici6 n de los

compuestos de acido galico de los residuos del néct ar de uva.

Variable N R R (Aj) cv

mm 9 0,48 0 58,22

F.V. SC gl. 0,16 F p-valor
Modelo 0,93 4 0,23 0,94 0,5246
Concentracion 0,33 2 0,16 0,66 0,5642
Replicas 0,6 2 0,3 1,21 0,3881
Error 0,99 4 0,25
Total 1,92 8

Elaborado por: Aguilar, C; Reyes, N, 2019

Sin embargo, numéricamente se puede observar que el tratamiento CiD:2

(concentracion de 3 mg) tiene mayor halo de inhibicién con un diametro de 1.10
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mm, los promedios de diferencia de milimetros en los halos de inhibicién entre
las concentraciones fueron de 0.23 aproximadamente, tal como se observa en el
test de tukey p>0.05 mostrado en la tabla 04.

Tabla. 04.- Tukey (0.05) del diametro (mm) de inhibicion de los ~ compuestos

de acido galico de los residuos del néctar de uva.

ALFA: 0,05 DMS:1,44959
Error:  0,2481 gl4
Concentracion Medias n E.E.
CiD; 1,1 3 0,29 A
CiD, 0,83 3 0,29 A
CiDs 0,63 3 0,29 A

Elaborado por: Aguilar, C; Reyes, N, 2019

5.4.- Didmetro (mm) de inhibicidon de los compuestos de acido galico

orujos del vino sobre el Staphyloccocus aureus

En el caso de los compuestos fendlicos de orujos del vino tampoco hubo
diferencias significativas, mostrando que el efecto inhibitorio fue igual en todas
las concentraciones estudiadas, comparando con la muestra blanco se puede
expresar que si existe efecto inhibitorio debido al numero incontable de células

que cubrieron toda la superficie de la caja petri.

Tabla. 05.- Andlisis de Varianza del diametro (mm) de inhibici6 n de los

compuestos de acido galico de los orujos del vino.

Variable N R R (Aj) cv

mm 9 0,74 0,48 25,94

F.V. SC gl. cM F p-valor
Modelo 0,6 4 0,15 2,85 0,1675

Concentracion 0,51 2 0,26 4,85 0,0852

Replicas 0,09 2 0,04 0,85 0,499

Error 0,21 4 0,05

Total 0,81 8

Elaborado por: Aguilar, C; Reyes, N, 2019

En diferenciacién al caso de las unidades experimentales de los compuestos
fendlicos del extracto de residuos del néctar, como se observa en la (tabla 06) la
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concentracion que tuvo mayor efecto inhibitorio, en el caso de los orujos del vino
fue el tratamiento C2D:1 el cual corresponde a la concentracion de 5 mg, con un
halo de 1.22 mm, en este caso se deja de manifiesto que los tratamientos C2D3
y C2D2 son iguales numéricamente y que el tratamiento con mayor halo de

inhibicion los supera con 0.50 mm.

Tabla. 06.- Tukey (0.05) del diametro (mm) de inhibicion de los ~ compuestos

de acido galico de los de los orujos del vino.

ALFA:0,05 DMS:0,66813
Error: 0,0527 gl4
Concentracion Medias n E.E.
C2D: 1,22 3 0,13 A
C.Ds 0,72 3 0,13 A
C:D; 0,71 3 0,13 A

Elaborado por: Aguilar, C; Reyes, N, 2019

5.5.- Comparacion del diametro (mm) de inhibicibn d e los
compuestos de acido gélico de orujos (vino) versus los residuos de

néctar de uva sobre el Staphyloccocus aureus

Tabulando los datos en conjunto, se puede observar que tampoco se encuentran
diferencia significativa de halos de mayor inhibicién de los tratamientos como
fueron C1D2 y C2D1, obtuvieron un diametro de 1.10 y 1.22 mm respectivamente,
mostrando que inclusive matematicamente la diferencia es minima, esto se
demuestra con el analisis de varianza mostrados en las tabla 04 y 06

respectivamente.

Se realiz6 un analisis comparativo de las concentraciones aplicadas de los dos
compuestos fendlicos con mayor extraccion del mismo, observando que a mas
de la no diferencia entre muestras de orujo y residuos de néctar, tampoco se
encontrd diferencia significativa en las dosis, mostrando como media de

inhibicion un halo promedio de 1.03 mm, tal como se indica en la (tabla 08).
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Tabla. 07.- Andlisis de Varianza del diametro (mm) de inhibici6 n de los

compuestos de acido galico de orujos (vino) versus residuos del néctar de

uva.
Variable N R R (Aj) cv

mm 18 0,23 0 48,1

F.V. SC gl. cMm F p-valor
Modelo 0,63 5 0,13 0,72 0,6182
Producto 4,00E-03 1 4,00E-03 0,02  8,83E-01
Concentracion 0,38 2 0,19 1,08 0,3703
Replicas 0,25 2 0,13 0,72 0,5071
Error 2,1 12 0,18
Total 2,74 17

Elaborado por: Aguilar, C; Reyes, N, 2019

Cabe mencionar que esta comparacion de Tukey (0.05), agrupa las
concentraciones promediandolas en base al nimero de mm de halo inhibitorio
mostrando que existe inhibicion a pesar de no haber diferencias significativas
entre ellas. Otro punto a tener en consideracion es el hecho que se mencioné
del blanco y testigo, mostrando que el blanco tuvo crecimiento total (incontable)
del microorganismo y el testigo tuvo ausencia completa del mismo, mientras que
las muestras evaluadas mostraron los resultados ya estudiados en las tablas,
esto nos da fiabilidad en los mismos, demostrando que las células extraidas de

portadores asintométicos si fueron activadas adecuadamente.

Tabla. 08.- Prueba Tukey en tratamientos y concentraciones (0,0 5) del
diametro (mm) de inhibicion de los compuestos de ac ido galico de orujos

(vino) versus residuos del néctar de uva.

Error: 0,1752 gl: 12
Producto Medias n E.E.
Orujos 0,89 9 0,14 A
Néctar 0,86 9 0,14 A
Error: 0,1752 gl: 12
Concentracion Medias n E.E.
(1 mg) 1,03 6 0,17 A
(3 mg) 0,91 6 0,17 A
(5 mg) 0,68 6 0,17 A

Elaborado por: Aguilar, C; Reyes, N, 2019

29



VI.- DISCUSION

En la investigacion de Mufioz, W; et al (2015) se determind el contenido de
compuestos fendlicos en extractos obtenidos a partir de extraccion solido-liquido
de pulpa liofilizada de champa (Campomanesia Lineatifolia) , empleando como
disolventes agua, etanol, mezcla de etanol y agua (7:3), a tres intervalos de
temperatura (20,50,70°C). En nuestra investigacion se utilizé agua destilada en
tres temperaturas 80, 90 y 100°C respectivamente para la extraccion de acido
gélico contenido en residuos de néctar de uva (cascaras y semillas) y vino.

La extraccion que realizaron fue por medio del método solido-liquido (lixiviacidn)
a temperaturas de 20, 50 y 70 °C, empleando tres clases de disolventes agua
destilada, mezcla etanol/agua (70:30) y mezcla etanol/agua (96:4), con un lapso
de extraccion de 4 h y una relacién soluto: disolvente de 1:10. Para los ensayos
se empled etanol al 96%. En la investigacion nuestra se procedié a realizar la

extraccion por medio acuoso empleando el agua durante una hora.

En lo que respecta a la eficiencia de las temperaturas, Mufioz, W; et al ; (2015)
manifiesta que la mayor cantidad extraida de compuestos fendlicos expresados
en ug de &cido gélico/g fue a 70°C. El etanol fue el disolvente que presento
concentraciones mas bajas en cuanto a compuestos fendlicos, seguido por el
agua, el mejor disolvente que presento mejores resultados obtenidos por la
mezcla de etanol con agua (70:30) para la temperatura de extraccion de 70°C ya
mencionado antes, resultados que coinciden con nuestra investigacién en donde
la mayor extraccion de &cido galico en orujos del vino fue a 100°C, es decir, la
mayor temperatura, sin embargo en el caso de residuos de néctar de uva fue a
80°C.

En cuanto a la temperatura que manifestd la menor extraccién de acido galico
de pulpa liofilizada de champa (C lineatifolia) fue a 20°C. En nuestra
investigacion, los resultados obtenidos manifestaron una mayor extraccion de
acido galico a la menor temperatura (80°C) en el caso del néctar, sin embargo
como ya se menciond a diferencia de los orujos dieron a la mayor temperatura

(100°C) ; dichos resultados se atribuyen a que los compuestos fendlicos
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presentes en el néctar de uva se hallan intactos, debido a que se encuentran en
estado natural, caso diferente a los antioxidantes presentes en el orujo que
manifiestan estado fermentado (Mufioz, W; et al ; 2015).

En la investigacion de Thimothe, et. al , (2007) midieron el efecto antibacteriano
de Staphylococcus Aureus y resulto que todos los extractos fendlicos inhibieron
notablemente las glucosiltransferasas B y C (70-85%) en concentraciones tan
bajas de 62,5 pg / mL, donde la actividad bioldgica del orujo fermentado fue tan
eficaz que los extractos de uva de fruta entera. En nuestra investigacion una vez
gue se obtuvo la mayor concentracion de acido galico, tanto en residuos del
néctar (tratamiento A1B1) y orujos (tratamiento A2B3), se realiz lo propuesto en
el segundo disefio experimental, en ambos tratamientos se midio la inhibicidon
de S aureus en concentraciones minimas de 5, 3 y 1 mg del compuesto extraido
a las diferentes tres temperaturas, y dichos resultados manifestaron que no hubo
diferencia significativa en ninguno de los dos casos en concentraciones de 5, 3
y 1 mg, sin embargo queda plasmado el poder inhibidor, debido a que la muestra
blanco presento incontables células viables en la caja y 0 mm en halos de

inhibicion.

De igual manera en el trabajo de titulacion de Alarcon, J., (2018) el efecto
antimicrobiano in vitro del Extracto de Vitis Vinifera (Uva) sobre el S mutans, fue
efectivo con una Unica concentracion del 100% de extracto de Vitis Vinifera que
presenta una leve accion inhibitoria sobre dicha bacteria al presentar un halo de
inhibicion de 4,35 mm; en nuestros resultados numéricamente el tratamiento
CiD2 (concentracion de 3mg) tiene mayor halo de inhibiciébn con un diametro de
1.10mm, que es el promedio de las diferencias de milimetros en los halos
inhibidores esto en el caso de residuos de néctar de uva; en lo que respecta a
los orujos del vino el mejor tratamiento inhibidor fue el C2D1 (concentracion de

5mg) con un halo de 1.22mm.

Los resultados obtenidos con la concentracion de compuesto fendlico expresado
en acido galico, varian con la adiccién de semillas como lo sefala Gutiérrez,
(2017), lo cual aumenta la capacidad antioxidante de los vinos y del néctar de

uva. Ademas, dentro de su investigacion utilizo concentraciones de 10%,25%,
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50% y encontré que no hay diferencias significativas por ensayo. Los resultados
de nuestra investigacion muestran que existe diferencia significativa entre
tratamientos y no entre replicas lo que demuestra que fueron realizadas

exitosamente las repeticiones.
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VIl.- CONCLUSIONES

Hubo diferencias entre el contenido de compuestos fendlicos entre las
muestras de orujos provenientes del vino y los residuos del néctar de uva,
las cuales estuvieron en funcidon a la temperatura de extraccion, se
demostré que a la temperatura minima estudiada 80°C se obtuvo el
mayor contenido de compuestos fendlicos para ambas muestras,
mientras que a temperaturas de 90 y 100°C el contenido fendlico extraido
fue igual para todos los casos, a excepcion de las muestras de orujo que
no cumplieron con el patrén mostrado y obtuvieron a 100 °C mayor

contenido fendlicos.

Existe actividad inhibitoria de los compuestos fendlicos en todas las
muestras estudiadas, comparandose frente al blanco y al testigo,
demostrandose que el acido galico comercial tiene gran capacidad de
inhibicion, mientras que las unidades experimentales mostraron un efecto

inhibitorio de 10% en relacion con el testigo.

El efecto minimo inhibitorio de las concentraciones estudiadas de
compuestos fendlicos de residuos del néctar y orujos de vino se dioa 3y
1 mm respectivamente, lo cual deja de manifiesto que los compuestos
fendlicos extraidos de los residuos del néctar se encuentran intactos,
mientras que en los orujos la mayor composicion de antioxidantes queda
en el vino, dejando a estos con contenido fendlicos, pero de menos

actividad frente al Staphyloccocus aureos.

El aprovechamiento de los residuos generados en el &rea Alimenticia es
una fuente de ingreso ya que se puede dar valor agregado a los mismos,
ademas abriéndose campo en areas de cosmética, farmacéutica,
naturista; debido al contenido de compuestos fendlicos que se pueden
encontrar en dichos residuos que pueden prevenir una enfermedad,
transmision de algun agente indeseable y nocivo (bacteria) que ingrese a

nuestro metabolismo.

33



VIll.- RECOMENDACIONES

Se recomienda aumentar el volumen de relaciobn de extraccidon
soluto/solvente para verificar si existe aumento de contenido fendlico, ya
gue en nuestra investigacion utilizamos 100 ml de solvente por 10 gramos

de semilla utilizada.

Seguir investigando y evaluando el efecto de los compuestos fendlicos
extraidos de frutas (arAndanos, manzanas, otros) y hortalizas frente a
otros patdégenos de interés para la industria de alimentos, como el caso

de Helicobacter Pylori
Estudiar la actividad antioxidante, antitumoral, anticancerigena del acido

galico para comparar dicha actividad con el efecto inhibitorio demostrado

en la investigacion.
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ANEXOS

ANEXO. 1-2.- Preparacion del medio de Cultivo

ANEXO. 3.- Muestras de raspados cutaneos de 10 individuos asintomaticos
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ANEXO. 4-5-6.- Siembra de la Bacteria depositadas en el medio de Cultivo
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ANEXO. 7.- Crecimiento de Gram Positivos (Staphylococcus Aureus) en el medio
de cultivo

ANEXO. 8.- Presencia de Gram Positivos en forma de racimos agrupadas
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ANEXO. 9-10.- Extraccion del &cido galico empleando agua como solvente

45



ANEXO. 11-12.- Método Folin Ciocalteu
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ANEXO. 13-14-15.- Cuantificacién de acido Galico mediante Espectrofotometria
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ANEXO. 16.- Preparacion del medio de Cultivo

ANEXO. 17.- Control de Temperatura sobre extraccion acido galico
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ANEXO. 18.- Actividad Inhibitoria de 5mg de Acido Galico del Néctar sobre el
Staphylococcus Aureus

ANEXO. 19.- Actividad Inhibitoria de 1mg de Acido Galico del Vino sobre el
Staphylococcus
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ANEXO. 20.- Actividad Inhibitoria de 3mg de Acido Galico del Néctar sobre el
Staphylococcus Aureus

ANEXO. 21.- Actividad Inhibitoria de 3mg de Acido Galico del Vino sobre el
Staphylococcus Aureus
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ANEXO. 22-23.- Presencia de Staphylococcus Aureus transcurridos 5 dias de
la Siembra
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Tukey en tratamientos y replicas (0,05) del
compuesto fendlico expresado en % Acido
Galico
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ANEXO. 24.- Prueba de Tukey en tratamientos y replicas (0,05) del compuesto
fendlico expresado en % Acido Galico

Tukey (0.05) del didametro (mm) de inhibicion de
los compuestos de acido galico de los residuos
del néctar de uva
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ANEXO. 25.- Prueba de Tukey (0.05) del didmetro (mm) de inhibicion de los
compuestos de acido galico de los residuos del néctar de uva
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TUKEY (0.05) DEL DIAMETRO (MM) DE
INHIBICION DE LOS COMPUESTOS DE ACIDO
GALICO DE LOS DE LOS ORUJOS DEL VINO
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ANEXO. 26.- Prueba de Tukey (0.05) del diametro (mm) de inhibicion de los
compuestos de acido galico de los orujos del vino

Prueba Tukey en tratamientos y concentraciones (0,05) del diametro (mm)
de inhibicion de los compuestos de acido gélico de orujos (vino) versus
residuos del néctar de uva.
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ANEXO. 27.- Prueba Tukey en tratamientos y concentraciones (0,05) de
diametro (mm) de inhibicion de los compuestos de acido galico de orujos (vino)
versus residuos del néctar de uva
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