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RESUMEN

En el presente estudio el objetivo fue evaluar y comparar la capacidad antioxidante de
harinas de trigo comercializadas en el Perl. Los materiales ymétodos en forma
resumida se emplearon 13 muestras de harinas de trigo, la capacidad antioxidante fue
evaluado mediante dos métodos DPPH y ABTS+, ademasen cada método se evalud dos
procedimientos, una con la extraccion tradicional de dos fases (Metanol/agua 1/1 v/v pH=2.2
y luego Acetona/Agua 70/30 v/v) y el otro de forma directa sin extraccién denominada como
Quencher. En los Resultados parael método DPPH extractable se obtuvo un rango de 10.96
a 29.07 uMol DPPH/100g de harina, con el méetodo directo el rango fue de 45.75 a 155.18
uMol DPPH/100 gde harina, en el caso de la medicion con el reactivo ABTS+ para la forma
extractablela capacidad antioxidante el rango obtenido fue de 71.12 a 138.89 uMol ET/100 g
deharina y en el modo directo el rango fue de 636.46 a 853.49 uMol ET/100 g de harina,
ademas se encontrd que hay diferencia significativa (p<0.05) entre las muestras comparadas
en el mismo método, y que la medicion directa tipo quencher supera a la metodologia
extractable en 4.17 a 7.36 veces para el caso DPPH y de 5.75 a 9.95 veces mas en el ensayo
ABTS+, dando entender que hay compuestos no extraibles de la matriz solida de la harina
de trigo y sin forma de medir el efecto de la fortificacion que tienen este producto.
Conclusion; todas las harinas de trigo mostraron cierta capacidad para el secuestro de
radicales libres, pero hay diferencia estadistica significativa entre muestras en cada método,
siendo adecuado medir la capacidad antioxidante total mediante la metodologia directa

guencher.

Palabras claves: Quencher, Harina Panera, Actividad Antioxidante, Inhibicion DPPH



ABSTRACT

In the present study the objective was to evaluate and compare the antioxidant capacity
of wheat flours commercialized in Peru. The materials and methods in summary form
were used 13 samples of wheat flour, the antioxidant capacity was evaluated by two
methods DPPH and ABTS +, in addition in each method two procedures were evaluated,
one with the traditional extraction of two phases (Methanol/water 1/1 v/v pH = 2.2 and
then Acetone /Water 70/30 v/v) and the other directly without extraction called Quencher.
In the Results for the extractable DPPH method, a range of 10.96 to 29.07 uMol DPPH /
100 g of flour was obtained, with the direct method the range was from 45.75 to 155.18
uMol DPPH / 100 g of flour, in the case of measurement with the ABTS + reagent for the
extractable form the antioxidant capacity the range obtained was from 71.12 to 138.89
uMol ET/100 g of flour and in the direct mode the range was from 636.46 to 853.49 uMol
ET/100 g of flour, it was also found that there are significant difference (p <0.05) between
the samples compared in the same method, and that the direct quencher-type measurement
exceeds the extractable methodology by 4.17 to 7.36 times for the DPPH case and from

5.75 to 9.95 times more in the ABTS + test, giving understand that there are non-
extractable compounds in the solid matrix of wheat flour and there is no way to measure
the effect of fortification that this product has. Conclusion; All wheat flours showed some
capacity for free radical sequestration, but there is a statistically significant difference
between samples in each method, being adequate to measure the total antioxidant capacity

using the direct quencher methodology.

Keyword: Quencher, Bread Flour, Antioxidant Activity, DPPH Inhibition



INTRODUCCION

La harina de trigo es un insumo importante en la industria alimentaria, y por su
gran demanda se puede considerar como un producto de primera necesidad y de
consumo masivo de la poblacion en general, por asi se emplean en la fabricacion de
fideos, galletas, pastas, pasteleria, pan, etc., siendo la mayor parte dedicada a la
panaderia. Debido a que la produccion nacional Peruana en trigo es deficiente en
cantidad y calidad, la mayor parte de las harinas de trigo son importadas, dando como
resultados diferentes procedencia y ofertdndose comercialmente diversas marcas, y
dado que es un insumo de la cual depende la calidad del producto final se ha puesto
mucho énfasis en evaluar su calidad principalmente relacionadas con la de panera es
decir las caracteristicas de la harina relacionadas con el comportamiento de la masas
durante la fermentacion, asi también la composicion proximal y el contenido de
minerales, con respecto a este ultimo las normas indican que todo harina de trigo
comercializada en el Per( debe ser fortificada con micronutrientes, reglamentacion
que se sustenta en la lucha para evitar enfermedades como la anemia. Una de las
preocupaciones de los consumidores es saber las caracteristicas nutricionales y
funcionales de los alimentos que consume, cada vez mas hay preocupacion por la
adquirir alimentos que estén relacionados con la mejora de la salud y que no
contengan ingredientes que afecten ese objetivo, en el caso de las harinas de trigo no
es ajena en saber sus caracteristicas funcionales, pero muy poco se sabe de ello, por
lo que se es necesario evaluar una de las propiedades basicas como es la capacidad
antioxidante en las harinas comercializadas en el Per( y compararlas para identificar

cuél de ellas tiene mayor valor funcional.

Bajo el contexto de evaluar y comparar la capacidad antioxidante de 13 muestras
de harinas comerciales, se propuso emplear dos métodos basados en los reactivos
DPPH y ABTS+, ademas para obtener un valor més real o total se emple6 el método
directo conocido como Quencher que a diferencia del método tradicional extractable
se realiza de modo que se genere una reaccion directa entre la muestra sélida y los

reactivos mencionados.



CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
1.1. Descripcion de la realidad problematica

La harina de trigo es un producto de primera necesidad y de consumo masivo dela
poblacion en general, ya que se pueden elaborar variedad de subproductos alimenticios
que dia a dia los consumimos, siendo su consumo per capita 44 kg (persona / afio). En
el Peru, anualmente se produce aproximadamente 1.2 millones de toneladas de harina
de trigo, esta produccion es destinada principalmente a la industria panificadora (69%),
seguido por la industria de fideos (16%), la industriade galletas (9 %) y otros (6%)

segun la Asociacion Latinoamericana de IndustrialesMolineros. (ALIM, 2018)

Actualmente existen estudios que demuestran que los antioxidantes dietéticos estan
relacionados con la prevencion de enfermedades como la cardiopatia coronaria,
canceres y diversos procesos degenerativos. Los antioxidantes mas abundantes en los
granos enteros de trigo son los &cidos fendlicos y se encuentran en mayor
concentracion en el salvado y germen de trigo, los que son eliminados durante el
proceso de molienda para obtener la harina refinada. En el Perd se dispuso la
fortificacion de todas las harinas de trigo con micronutrientes (Hierro, Tiamina,
Riboflavina, Niacina, Acido Félico) para compensar la pérdida de nutrientes, mediante
Ley N° 28314. (Legua & Ramirez, 2018) Estos macronutrientes contribuyen a las
propiedades antioxidantes de la harina, a pesar de ello difieren de las fuentes naturales.
La harina de trigo comercial, como la materia prima directa enla industria panificadora,
requiere mayor investigacion de sus propiedades antioxidantes. En nuestro pais,
actualmente no cuenta con un estudio de la capacidadantioxidante en harinas de trigo

empleadas en la industria panadera.

Dado el alto consumo de harina de trigo es preciso conocer las propiedades funcionales
que posee, por ello se busca evaluar y comparar la capacidad antioxidantede las harinas
de trigo méas comercializadas en el Per(, para identificar cual tiene mayor potencial

antioxidante.



1.2. Formulacién del problema

1.3.

1.4.

1.2.1. Problema General.
¢Presentaran capacidad antioxidante las harinas de trigo comercializadasen

el Per y si estas seran iguales o diferentes?

1.2.2. Problemas Especificos.
¢Cudl sera la capacidad antioxidante de las harinas de trigo

comercializadas en el Per(i?

¢Seran iguales las capacidades antioxidantes de las harinas de trigo

comercializadas en el Per(?

Objetivos de la Investigacion
1.3.1. Objetivos General.
Determinar y comparar las capacidades antioxidantes de las harinas de

trigo comercializadas en el Perd.

1.3.2. Objetivos Especificos.

Determinar la capacidad antioxidante de las harinas de trigo comercializadas

en el Peru

Comparar la capacidad antioxidante de las harinas de trigo comercializadas

en el Perd.

Justificacion de la Investigacion

En el Pert se consumen gran cantidad de alimentos elaborados a base de harinade
trigo, existen diversas marcas de harina que se comercializan en nuestro pais, y asi
mismo no se han realizados estudios para cuantificar su poder antioxidante. Por lo que
importante brindar informacion de las caracteristicas funcionales de la harina.Con
respecto a esta Gltima caracteristica se conoce muy poco, por lo que se es necesario
evaluar la capacidad antioxidante en las harinas comercializadas en el Perly

compararlas para identificar cual tiene mayor valor funcional.



1.5. Delimitacion del estudio
Esta investigacion se limita a la determinacion de la capacidad antioxidante totalde 13
marcas de harinas de trigo, como Anita, Don Bitute, Dofia Vera, Las Mercedes,La
Panera, Inca, EI molino, Don Lucciano, Don Lucho, La Italiana, Blanca Flor, Gran
Panadero y Del Cielo, utilizadas directamente en la industria de la panificacion y

comercializadas en el Peru.



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la Investigacion

2.1.1. Antecedentes Internacionales.

Vargas (2016), en su tesis “Valoracion del producto tradicional “siete harinas”
como fuente de antioxidantes y compuestos fenolicos”, realizada en la
universidad técnica particular de Loja, Ecuador. En la que evalud la capacidad
antioxidante y compuesto fenolicos del producto tradicional “siete harinas”, las
muestras empleadas provenian de dos productores de la ciudad de Loja.
Obtuvieron extractos con acetona al 70%. Los métodos empleados fueron
polifenoes totales (Folin-Ciocalteu), capacidad antioxidante (ABTS, FRAP y
DPPH). Sus resultados fueron: 446 + 7.47 y 382 + 6.56 mg EAG/100 ¢
(Polifenoles), 37 £1.16 y 30 + 2.15 uM ET/g (ABTS), 24 £ 1.12y 23 + 1.39
15 uM ET/g (FRAP), 97 £ 2.20 y 101 £1.94 uM ET/g. Encontré diferencia
significativa en los dos proveedores. Concluyo que existe un contenido

importante antioxidantes y bioactivos en el producto siete harinas.

Yu et al. (2013), realizaron la investigacion titulada “Comparacion de las
propiedades antioxidantes de la harina y el pan de trigo integral y refinado”,
Universidad de Manitoba, Canadd. En la que estudiaron las propiedades
antioxidantes de la harina de trigo integral y refinad y su pan resultante para
documentar los efectos de la coccion. Se evalud polifenoles totales, la
capacidad antioxidante por el método DPPH y el método ORAC. Se us6 HPLC
para detectar la presencia de &cidos fenolicos antes de su confirmacion
utilizando LC-MS / MS. La harina de trigo integral mostré una actividad
antioxidante significativamente mayor que la harina refinada (p<0,05). Hubo
un efecto significativo del proceso de elaboracion del pan con el TPC de pan
integral (1.50-1.65 mg / g) y pan blanco (0.79-1.03 mg / g) mostrando una
reduccion respectiva de 28% y 33% de los niveles. Se encuentra en harina
integral y refinada. De manera similar, la coccién disminuyd la capacidad de
eliminacién de radicales del DPPH en un 32% y un 30%. Sin embargo, los
valores de ORAC indicaron que la coccion incrementd las actividades
antioxidantes del trigo integral y la harina refinada en 1.8 y 2.9 veces,
respectivamente. El analisis de HPLC mostr6 un aumento de 18% a 35% en



acido ferulico después de hornear para obtener pan de trigo entero y refinado
que contenia 330.1 y 25.3 ug /g, respectivamente. La harina y el pan de trigo
integral fueron superiores a la harina y el pan refinados en sus propiedades

antioxidantes in vitro.

Lv et al. (2012), estudiaron “Composiciones fitoquimicas, propiedades
antioxidantes y actividades antiproliferativas de la harina de trigo”, University
of Maryland, E.E.U.U. siendo su objetivo evaluar por primera vez 10
variedades y lineas de trigo rojo suave de invierno por sus composiciones
fitoquimicas y propiedades de eliminacion de radicales libres. Para ello se
compard 10 variedades de trigo blando de Maryland (composicion fitoquimica,
propiedad antioxidante y actividad antiproliferativa). En las 10 muestras se
detectd importante capacidad de eliminacion de radicales libres frente a
radicales DPPH, oxigeno, hidroxilo y ABTS. Se encontré polifenoles totales
dentro del rango 1,66 y 2,01 mg de harina de trigo GAE / g. la presencia de
acido feralico total en las harinas fue de 172.91 — 297.55 ug / g de acido ferdlico
unido insoluble, en cuanto a la luteina y zeaxantina: 0.27 — 0.46 y 0.08 — 0.13
Hg/ g, respectivamente. La harina de trigo de Jamestown mostro una actividad
antiproliferativa significativa contra las células de cancer de colon HT-29 y
Caco-2 en la concentracion de 50 mg equiv. de harina / ml, mientras que la
harina de USG3555 mostro un efecto inhibidor solo en las células de cancer
HT-29, lo que sugiere diferentes y posible propiedad antiproliferativa selectiva
de las harinas de trigo. Los resultados pueden empelarse para producir
variedades de trigo de invierno suave con propiedades de salud mejoradas.

Inglett et al. (2011), publicaron su investigacion titulada “Actividad
antioxidante de las harinas de trigo sarraceno comerciales y sus composiciones
fenodlicas libres y unidas”, University Street, E.E.U.U. Teniendo como objetivo
investigar la efectividad de la extraccion de polifenoles libres y unidos, la
actividad antioxidante y los flavonoides de las harinas de trigo sarraceno
comerciales, para ello se investigaron las harinas de trigo sarraceno
comerciales por sus actividades antioxidantes, composiciones fendlicas libres
y unidas utilizando espectrofotometro, LC — ESI - IT - MS y LC — ESI-Q-

TOF-MS. La harina de Farinetta contenia los contenidos fendlicos libres y



aglomerados mas altos, seguida de Supreme, trigo sarraceno entero y harina de
lujo, respectivamente. La extraccion de etanol al 50% logré un contenido
fendlico libre significativamente mayor en comparacion con el agua y el
alcohol absoluto. La extraccion absoluta de etanol contenia considerables
compuestos fendlicos y flavonoides mas unidos. Una alta temperatura de
extraccion incrementé los contenidos fenolicos. EI método espectral fue
reproducible para analizar los contenidos totales de flavonoides. Los estudios
LC — ESI-Q-TOFMS sobre harina de trigo sarraceno integral mostraron que se
encontraron acidos p-cumarico y galico en los fenolicos unidos junto con
isoquercitrina, pero no estaban presentes en los compuestos fenolicos libres.
Los flavonol-glucosidos libres se encontraron en la harina de trigo sarraceno

entero, pero no en ninguna otra harina de trigo sarraceno.

Sedej et al. (2010), desarrollaron la investigacion titulada: “Actividad
antioxidante de las harinas de trigo y trigo sarraceno”, University of Novi Sad,
Serbia. Su objetivo fue investigar las la capacidad antioxidante de las harinas
de trigo sarraceno comercialmente accesibles en comparacion con la harina de
trigo tipo 500 y la harina de trigo integral, midiendo la actividad antioxidante
por el método DPPH, reduciendo el poder, el efecto quelante sobre Fe2+ vy el
contenido de fendlicos totales. Ademas, se estimo el contenido de polifenoles
totales de los extractos etanolicos. El contenido de polifenoles en las harinas
de trigo vario entre 37,1 y 137,2 mg de extracto de GAE / g, mientras que su
contenido en harina de trigo sarraceno fue al menos cuatro veces mayory oscilo
entre 476,3 y 618,9 mg de extracto de GAE / g. Los extractos etandlicos de las
harinas de trigo sarraceno mostraron una mayor actividad antioxidante en todos
los ensayos, excepto la actividad quelante. Concluyeron que los productos de
panaderia producidos con harina de trigo sarraceno podrian considerarse como

posibles alimentos funcionales.

Hung et al. (2009), investigaron “Compuestos fenolicos totales y capacidad
antioxidante de las harinas clasificadas de trigo por método de pulido”, Toyo
College of Food Technology, Kawanishi, Japan. En este estudio, todo el trigo
céreo se molio en cinco fracciones utilizando el método de molienda gradual y

se investigaron los polifenoles y la capacidad antioxidante de estas harinas. Los



polifenoles y flavonoides totales de extractos fendlicos libres y unidos
aumentaron gradualmente en el orden de las fracciones internas a las externas.
Las harinas molidas de las partes externas del grano contenian una cantidad
significativamente mayor de fendlicos y exhibian una capacidad antioxidante
significativamente mayor que la de todo el grano. Del mismo modo, las
fracciones internas de la harina molidas en su mayoria de parte del endospermo
tenian una cantidad significativamente mayor de fendlicos y exhibian una
capacidad antioxidante significativamente mayor que la harina blanca, que se
molia mediante un método de molienda convencional. Por lo tanto, las harinas
clasificadas de trigo ceroso entero deben ser alentadas para que se utilicen en
el procesamiento de alimentos integrales para mejorar tanto las cualidades de

los productos de uso final como los beneficios para la salud.

Yu et al. (2004), realizaron el estudio “Comparacion de harinas de trigo
cultivadas en diferentes lugares por sus propiedades antioxidantes”, Colorado
State University, E.E.U.U. En el presente estudio, se examinaron las fracciones
de harina de las tres variedades de trigo de invierno duro (Akron, Trego y
Platte) cultivadas en cinco lugares diferentes de Colorado y se compararon por
sus propiedades de eliminacion de radicales, capacidades de quelacion y
contenido fendlico total. Por ello los extractos de harina de tres variedades de
trigo de invierno ("Trego", "Akron™ y "Platte™) cultivadas en cinco lugares de
prueba se evaluaron para determinar su capacidad antioxidante por el método
DPPH vy el cation (ABTS+), y para las capacidades quelantes de Fe*" y los
contenidos fendlicos totales. Todas las muestras de harina mostraron DPPH
significativo. Las actividades de captacion y las capacidades de quelacion, y
contenian niveles significativos de compuestos fenolicos, pero ninguna harina
contenia una cantidad detectable de secuestradores ABTS+. Tanto la variedad
como la ubicacion de crecimiento pueden tener una influencia significativa en
las propiedades de captacion de radicales y quelantes del DPPH., asi como en
el contenido fendlico de las muestras de harina. Las pruebas de correlacién de
Pearson no detectaron ninguna correlacion significativa entre una propiedad
antioxidante Unica de cada variedad de trigo y un factor ambiental
seleccionado, incluida la radiacién solar total, la radiacion solar promedio

diaria o las horas que superan los 32° C. Los resultados de este estudio indican



2.1.2.

el potencial para producir una harina de trigo rica en antioxidantes naturales
para mejorar la nutricion humana al optimizar las condiciones de crecimiento

de una variedad seleccionada.

Antecedentes Nacionales.

Legua & Ramirez (2018), en su Informe del Centro Nacional de Alimentacion
y Nutricion-Cenan Lima, Perld. Su objetivo es presentar los resultados del
Control analitico de la fortificacion de la harina micronutrientes,
micronutrientes de fortificacion: Hierro (55 mg /kg), Tiamina (5 mg/kg),
Riboflavina de trigo en los molinos del Perd, Afio 2017. Mediante Decreto
Supremo N° 012-2006-SA3 (25-06-2006) se aprueba el Reglamento de la Ley
N° 28314. El Reglamento sefiala su aplicacion a la harina de trigo de
produccion nacional, importada o donada, que se destina al consumo humano
en el territorio nacional, la cual debe ser fortificada con los siguientes (4
mg/kg), Niacina (48 mg/kg) y Acido Félico (1.2 mg/kg). También sefiala que
Centro Nacional de Alimentacion y Nutricion es responsable de realizar
inspecciones, muestreos y analisis periodicos a la harina de trigo a fin de

asegurar el cumplimiento del Reglamento de la Ley N° 28314.

Artica (2014), en su investigacion, Caracterizacion de harina extruida de linaza
(Linum usitatissimum L.) y la evaluacién de compuestos fenolicos y capacidad
antioxidante, realizada en la Universidad Nacional Mayor de San Marcos,
Lima, Perd. Estudio la composicion quimica, polifenoles totales,capacidad
antioxidante y propiedades funcionales de harina de linaza, antes y despues de
la extrusidn; la linaza se recolecto en Sincos provincia de Jauja, Junin. Se aplicd
métodos AOAC para analizar las muestras de harinas sin desgrasar y sin extruir
(HLE), harina de linaza desgrasada (HLD), harina de linaza sin desgrasar y
extruida (HLEEX) y harina de linaza desgrasada y extruida (HLDEX): humedad
(3.44 % - 7.82 %), proteinas (19,52% - 28,33%), grasa (15,23% - 44,27%),
fibra cruda (12,61% - 32,58%), cenizas (3,84% - 5,51%) y carbohidratos
totales (9,39% - 17,01%). Los polifenoles totales en harinas estan en un rango
de (963,93 a 1258,32 mg EAG/100 g). La capacidadantioxidante va de 262,47
a 343,25 uM Trolox/100 g. En las muestras HLE y HLEEX, los indices de
solubilidad varian de 3,87 a 5,44%; absorcion 2,760 a 4,363g/g; densidad



aparente (0,185 a 0,297g/mL) y expansion (2,367 a 3,460).En conclusion,
existe diferencia significativa entre las muestras estudiadas antes y despues de

la extrusion.

Véasquez & Matos (2009), desarrollaron el estudio: Evaluacion de Algunas
Caracteristicas Fisicoquimicas de Harina de Trigo Peruano en Funcién a su
Calidad Panadera, Universidad Peruana Unién, Lima, PerQ. Esta investigacion
tuvo como objetivo evaluar las caracteristicas fisicoquimicas de 5 variedades
de harina de trigo (Andino, Centenario, Gavilan, INIA Canan, Anita T4)
procedentes diversos departamentos del Perl (Cajamarca, Lima Piura,
Huancavelica y La Libertad) para conocer cual de ellas presenta los parametros
necesarios de una harina panadera. Las cinco muestras se molieron de manera
experimental para extraer sus harinas y se analiz6: humedad, cenizas, gluten,
alveograma y consistograma. Los resultados arrojaron que las caracteristicas
de las muestran varian, la variedad Gavilan del departamento de Piura es la que

cumple con las caracteristicas optimas de una harina de calidad panadera.

2.2. Bases Teoricas
2.2.1. Trigo.
El trigo es uno de los granos mas valorado en el mundo, crece en todas las
regiones, menos en las regiones articas. Es cultivado desde tiempos
prehistoricos. Es ampliamente utilizado desde los granos enteros hasta su
molienda fina. Ademas, es un ingrediente importante en la panificacion.
(Anticona, 2017; Cutipa, 2014)

Taxonomia.

El género Triticum incluye una amplia gama de especies, pero sélo dos
especies se cultivan en grandes cantidades: Triticum aestivum y Triticum
durum. Mas del 90% del trigo que se cultiva en todo el mundo es T. aestivum.
Se utiliza para elaborar pan, pasteles, bolleria, bizcochos, espesantes y fideos.
T. durum (trigo duro) se utiliza principalmente para la produccién de pasta.
(Uthayakumaran & Wrigley, 2017).



Becerra & Tufioque (2018), refiere que la clasificacion taxonémica del

trigo es:

Reino: Vegetal
Clase: Liliopsida
Subclase: Liliidae
Orden: Poales
Familia: Poaeae
Género: Triticum
Especie: aestivum
Nombre cientifico: Triticum aestivum

Nombres comunes: Trigo harinero

Clasificacion.

En la actualidad, el trigo se puede clasificar empleando tres conjuntos de
términos. El primer término (es decir, "duro” o "blando™) se refiere a la dureza
del grano. El trigo duro requiere mas energia para moler que el trigo blando,
porque cada grano individual requiere méas fuerza para triturarlo. El segundo
término (es decir, "rojo" o "blanco") se refiere a la presencia o ausencia de un
pigmento rojizo en las capas externas del grano de trigo. El tercer término (es
decir, "invierno" o "primavera") generalmente describe el "habito" de
crecimiento del trigo. Son posibles todas las combinaciones de temporada de

crecimiento, color y dureza. (Finnie & Atwell, 2016)

De acuerdo al color del grano.

La clasificacion del trigo segun el color de sus granos se muestra en la tablal, se

divide en rojo, blanco, &mbar y amarillo.
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Tabla 1

Clasificacion del trigo por color

Clase Caracteristicas

Trigorojo Porcentaje de proteinas mas alto. Excelente para la
elaboracion de pan. Caracteristicas molineras y de horneados
superiores.

Trigo blanco Genéticamente modificado a partir de trigo rojo. Moderado
porcentaje de proteina. Empleado en la fabricacion de panesblancos
y pastas.

Trigo ambar SON trigos duros. Moderado porcentaje de proteina.Generalmente
empleado para elaborar pastas.

Grano muy duro. Gluten fuerte y tenaz, Utilizado paraelaborar

Trigo )
de pastas: espagueti, macarrones, sopas secas.

amarillo

Nota. Tomado de Becerra & Tufioque (2018).

De acuerdo a la dureza del grano.

Las caracteristicas de dureza y suavidad en la industria de la molienda estan
relacionadas con la manera en que se fragmenta el endospermo. En el trigo
duro, también lo llaman Triticum durum, las fracturas se producen en la
direccidn de los limites de las células, el endospermo del trigo blando también
Ilamado Triticum aestivum puede fragmentarse accidentalmente al azar. Por otro
lado, los trigos duros comparado con otras variedades, proporciona un mayor
porcentaje de fibra, menos almiddn y bajo porcentaje de grasa, se obtiene una
harina gruesa, arenosa, fluida y facil de cernir, sus particulas presentan forma
regular, muchas de las cuales son células de endospermo intactas. El Trigo
blando presenta un contenido proteico moderadamente bajo. Producen una
harina muy fina, sus particulas son irregulares y algunas aplastadas, lo dificulta
el tamizado. (Anticona, 2017).

De acuerdo a la época de siembra.

En otofio se siembra el trigo de invierno, brota en primavera y se cosecha en
verano. Requiere un periodo de temperaturas bajo cero antes que pueda
formar espigas que finalmente contienen los granos de trigo. El trigo de
primavera no requiere clima frio para formar espigas, se siembra en primavera

y se cosecha a fines del verano u otofio. Son posibles todas las combinaciones
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de temporada de crecimiento, color y dureza (Finnie & Atwell, 2016).

Variedades de trigo en el Peru.
Segun MINAGRI (2015), las variedades de trigo cultivadas en el Peru son:

Triticum aestivum L: Nazareno, Centenario, San Isidro, Moray, San Francisco,

Ayacuchano, Santa Elena, EI Molinero.

Triticum thargidum ssp. Durum): Crown, Braveador, Platinum, Huamanguino.
Estructura y composicion del grano de trigo.

El grano de trigo es caridpsides seco de forma ovalada y eliptica con sus
extremos redondeados. Consta de tres partes: salvado, endospermo y germen.
El salvado consta de muchas capas ricas en proteinas, minerales y vitaminas.
El salvado esta dividido en pericarpio (4-5 %), testa (1%) y aleurona (6-9%),
siendo el pericarpio y la testa las capas externas y rodean el grano entero. La
capa de aleurona se encuentra entre el salvado y el endospermo (Wieser,
Koehler, & Scherf, 2020)

El endospermo (82 a 85%), su textura puede ser vitrea o harinosa. De esta
parte del trigo se obtiene la harina blanca. Por un extremo del grano sobresale
un mechon de pelos finos y por el otro el germen (3%), es una de las fuentes
mas ricas en vitaminas del grupo B y E y minerales (Anticona, 2017). En la
figura 1, se presenta la composicion de grano de trigo.

Pelos de Cepilo Epidermis

Hipodermis

Capas Cruzadas

=2 Capa Tubular

g .
‘ﬂl Testa de la
: ‘, | Semilla

Tejido Nuclear

Capa Aleurona

Endosperma

Germen

Figura 1. Estructura del grano de trigo. Tomado de Chambi (2015).

12



La composicién quimica de cada parte del grano de trigo, expresada en %

materia seca, se muestra en la tabla 2.

Tabla 2

Composicion quimica de las partes del grano de trigo (% materia seca)

Parte del  proteinas  Minerales  Lipidos Celulosa  Hemicelulosa Almidén
grano (%)
Pericarpio 7-8
(4%) 3-5 1 25-30 35-43 0
Testa (1%) 15-20 10-15 3-5 30-35 30-35 0
Aleurona
30-35 6-15 7-8 6 6 10
(6-9%)
Germen 56 15 1 1 20
(%) 35-40
Endospermo 8-13 0.35-0.60 1 0.3 0.3 70-85
(82-85%)
Grano 10-14  16-21 15-25 23 2.3 60 — 70
entero
(100%)

Nota. Becerra and Tufioque (2018).

El trigo contiene carbohidratos, compuestos nitrogenados, acidos grasos y
minerales. Siendo la lisina el aminoacido limitante. El trigo presenta un poco
méas de contenido proteico en comparacion del arroz y el maiz. También
contiene gluten, que representa el 80 — 85 % de las proteinas del trigo, formado
por la glutenina y gliadina. Y es la proteina de mayor importancia en la
industria panificadora. (Huayhuas, 2017; Loayza, 2014; Zavala, 2019). La
composicion quimica del grano entero de trigo, Segun las tablas peruanas de

composicion de alimentos se presenta en la tabla 3.

La humedad del trigo varia, depende del clima y ambiente del cultivo. Es un
importante indice comercial debido a que influye en el peso especifico del
grano y en la conservacién de las caracteristicas tecnoldgicas de la harina.
(Chambi, 2015).
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Tabla 3

Composicion quimica del grano entero de trigo

Componente Contenido
Energia (kcal) 303
Agua (g) 11.6
Carbohidratos totales (g) 74.7
Carbohidratos disponibles (g) 62.5
Fibra cruda(g) 3
Fibra dietaria (g) 12.2
Proteinas (g) 10.3
Lipidos (g) 1.9
Ceniza (g) 15
Calcio(mg) 36
Fosforo(mg) 314
Hierro (mg) 3.87
Zinc (mQ) 2.98
Tiamina(mg) 0.42
Riboflavina (mg) 0.17
Betacaroteno (mg) 169.00
Niacina (mg) 3.89
Vitamina C(mg) 4.8

Nota. Tomado de (Reyes, Goméz-Sanchez, Espinoza, Bravo, & Ganoza, 2009).

Produccioén.

El trigo es el grano alimenticio que domina el comercio mundial,representa
aproximadamente el 23.8% de la produccion mundial. El Departamento de
Agricultura de Estados Unidos estima que la produccion de Trigo a nivel
mundial durante 2020/2021 seria de 768.49 millones de toneladas, lo que
significaria un incremento de 0.55 % en la produccion respecto al afio 2019
(Produccionagricolamundial.com, 2020). En la figura 2, se muestra los 10

paises con la mayor estimacion de la produccion de trigo a nivel mundial.
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Estimacion de la Produccion Mundial de Trigo
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Figura 2. Estimacion de la Produccién Mundial de Trigo 2020/2021
(Produccionagricolamundial.com, 2020).

El principal productor trigo a nivel mundial es la Unién Europea con 18.6%,
seguido por China con 17.6%, India con 13.4 %, Rusia con 10 %, Estados
Unidos con 6.6 % y Canada con 4.4 %. En la figura 3, se presenta la

estimacion de la produccién de trigo en Latinoamérica.

Produccion de Trigo en Latinoamérica

Argentina & J) 21,000,000
=——=79 5,500,000
México === 3,300,000
(=1 1,290,000
Paraguay [E3 1,250,000
& 740,000
Bolivia @ 275,000
0 230,000
Colombia I 6,000
f 5,000
Guatemala # 1,000

0 5,000,000 10,000,000 15,000,000 20,000,000 25,000,000
Volumen (Toneladas)

Figura 3. Estimacion de la Produccion Latinoamericana de Trigo 2020/2021.
Adaptado de (Produccionagricolamundial.com, 2020).
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En la figura 3, se muestra que el pais con mayor produccion de trigo es
Argentina con 21 millones de toneladas, en segundo lugar, esta Brasil con 5.5
millones de toneladas, México con 3.3 millones de toneladas y los paises con
menor produccién son Colombia, Ecuador y Guatemala (6 mil, 5 mil y mil

toneladas respectivamente).

Produccién de trigo, Enero - Diciembre 2009 - 2019

230.10
240.00 226.30 926.20
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200.00 10110 19210 =
180.00
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140.00

100.00

Volumen (Miles de Toneladas)

2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019
ARos

Figura 4. Produccion de Trigo en el Peru periodo Enero - Diciembre 2009 -
2019. Adaptado de Santamaria et al. (2020).

En la Figura 4, se presenta el volumen produccion de trigo en el Perd, en los
afios 2009 al 2019, con volumen mas bajo dio en el 2019 con 190.6 mil
toneladas y en el 2013 alcanz6 el volumen mas alto con 230.1 mil toneladas de

trigo.

Huayhuas (2017), menciona que el trigo Triticum aestivum se siembran en la
costa (4%) y en la sierra (96%), en los departamentos de Cajamarca, La
Libertad, Ancash Cusco, Piura, Hudnuco, Ayacucho y Junin).

En la Figura 5, se observa que departamentos presentaron mayor volumen de
produccion de trigo en el Per(: Cajamarca (21.97%), La Libertad (25.47%),
Piura (7.8%), Ancash (7.72%), Ayacucho (7.51%), Cuzco (6.95%), Huanuco
(6.93%), Apurimac (4.69%) (MINAGRI, 2019).
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Figura 5. Mapa de Intenciones de Siembra 2019-2020 del cultivo de trigo a
nivel distrital (MINAGRI, 2019).

2.2.2. Harina de trigo
Definicion.
Codex-Alimentarius (2007), define a la harina de trigo como:

“El producto elaborado con granos de trigo comun, Triticum aestivum
L., o trigo ramificado, Triticum compactum Host., 0 combinaciones
de ellos por medio de procedimientos de trituracién o molienda en los
que se separa parte del salvado y del germen, y el resto se muele hasta

darle un grado adecuado de finura” (p. 31).
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La harina de trigo es el ingrediente fundamental en la tecnologia panadera.Es
un polvo fino impalpable, resultado de la molienda del grano, con o sin la
separacion de la céscara, cualquiera que sea su granulometria 0 nombre
comercial (Huayhuas, 2017). Y esta constituido por dos grupos de compuestos
principales para la panificacion: Los azucares y almidones del grano; las

proteinas de la harina (gluten). (Cutipa, 2014).

La denominacion “harina” es tinica del producto de la molienda del granode
trigo. Las harinas sucedaneas, son obtenidas de la molienda de otros granos,
tubérculos o raices. A estas harinas se les nombra como “harina” seguida del

nombre del vegetal que provienen. (Anticona, 2017).

Obtencidn de harina.

El proceso de obtencion de harina de trigo, se logra mediante las operaciones
de: recepcion, limpieza y seleccion, acondicionamiento, molienda,tamizado,

incorporacion de aditivos, empacado y almacenado.

Recepcion.

En esta etapa ingresa la materia prima con 11-12% de humedad, se verificala
calidad y la variedad del trigo. También se pesa le trigo para calcular
rendimientos (76% harinas y 24 % derivados de trigo). (Ale, 2019; Becerra &
Tufoque, 2018).

Limpieza.

Durante la limpieza se separa el grano de materiales extrafios e impureza
(pajillas, semillas de otros granos, metales, piedras, insectos, etc.). Para ello se
el trigo pasa por maquinas para limpiar el trigo, estas pueden clasificarse por
separacion por tamafio, forma, densidad y magnetismo. Los diferentes molinos
varian mucho con respecto al orden de las operaciones de un proceso de
limpieza. (Finnie & Atwell, 2016).

Acondicionamiento.
Consiste en la adiccion de agua, con la finalidad de endurecen el salvado,

volviéndolo maés flexible, facilitando la separacion del endospermo y del
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germen y favoreciendo la molienda. En este proceso el trigo tiene que tener
15.5 % de humedad (trigos blandos) y 16.5% de humedad (trigos duros), a una
temperatura menor a 45°C, para evitar la desnaturalizacion del gluten, este

proceso tarda 48 horas. (Becerra & Tufioque, 2018).

Molienda.

Esta etapa tiene como objetivo separar la epidermis del grano de laalmendra
harinosa. Transformando el endospermo en harinay la separacion delsalvado y
el germen. En esta operacion se obtiene fracciones de diferentes tamafos y
composicion, las cuales se separan. Para esta operacion se intercalanequipos
para la molturacion, tamices y equipos para la clasificacion y purificacion de
las distintas fracciones. La granulometria de los productos de la molturacion
es: harinas (<130 mm), Granillo (1000-130 mm) y el salvado (particulas mas

gruesas). (Anticona, 2017).

Tamizado.

Becerra & Tufioque (2018), refiere la harina obtenida en la molienda, pasa por
los Planchister o cernidores, el cual permite la clasificacion de la harina por
granulometria. El Planchister tiene muchas bandejas superpuestas cubiertas
con mallas para diferente tamafio de particula, las cuales son sometidas a

movimientos vibratorios.

Incorporacion de aditivos.

En esta etapa, se afiaden los aditivos: de acuerdo a la peruana Ley N° 283141,
la harina debe ser fortificada con Hierro, Tiamina, Riboflavina, Niacina y
Acido Félico (Legua & Ramirez, 2018). Adicionalmente algunos molinos
afiaden vitamina C y un mix enzimatico con la finalidad de obtener unproducto
con una mayor calidad panadera y mejorar su calidad nutricional (Becerra &
Tufioque, 2018).

Empacado y almacenamiento.
La harina se empacada en bolsas de papel, protegiendo al producto de la

humedad durante el proceso de maduracion. El almacenamiento de la harina se
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realiza a una temperatura ambiental de 20 a 27°C y una humedad relativa
inferior a 75%, protegiéndolos de insectos y roedores. (Ale, 2019). En esta etapa
se lleva a cabo la maduracion de la harina durante unas 2 a 3 semanas, esto
mejorara sus propiedades de trabajo en especial si serdn destinadas a la
panificacion (tolerancia de amasado elevado, piezas con mayor volumen)
(Quispe, 2012).

Tipos de harina.

Finnie & Atwell (2016), clasifica las harinas en dos: harina integral y blanca.
La harina integral es el 100% del grano molino, la harina se muele mediante
uno de dos procesos: a través de un molino integrado donde el trigo se muele
todo junto o mediante la reconstitucién de las diversas corrientes de harina que
se forman en la molienda tipica de harina blanca. Por otro lado, la harina blanca
representa el 72% del grano de trigo, es una harina de calidad pura. Las harinas
patentes tienen menor cantidad de salvado con una tasa de extraccion inferior
a 72%, y se divide en harina clara o harina de baja calidad (tasa de extraccién
entre 65 y 72% de extraccion), suele ser oscura porque estasfracciones son
bastante ricas en salvado y la harina de corte (tasa de extraccionentre 45y el
65%). Esta tltima se divide en harina patente larga (tasa de extraccion 65%) y

harina patente corta (tasa de extraccion de 45%).

Por otro lado, Huayhuas (2017), menciona que en argentina de clasifican las
harinas por su dureza: Harina Integral (trigo completo), Harinas %2 0, 0, y 00
(obtenidas del endospermo cercano al salvado, es usada para galletas o
balanceados), Harina 000 (Separando s6lo el salvado y el germen, es de
excelente calidad para uso panadero), Harina 0000 (Es de color blanco,
obtenida de la parte central del endospermo y es excelente para uso pastelero).
En México se clasifica en, harina de Grado I, utilizada para panificacion y

harina Grado |1, empleada para galletas.

En el Perd, la harina de trigos se clasifica en: harina extra y especial.
Harina de trigo extra.
La NTP 205.064: 2015, menciona que esta harina es de color blanco

ligeramente crema y debe tener 0.76% a 1.17% de ceniza, 15 % de humedad

20



y 0.15% de acidez. Su tasa de extraccion esta entre 80 a 83 % y es utilizada

para pastas, panetones, panes y galletas. (Coaguila, 2018; Huayhuas, 2017)

Harina de trigo especial.

Esta harina posee una taza de extraccion de 72 a 78% y tienen color blanco
cremoso. En la NTP 205.064: 2015 Refiere que debe presentar 0.75% de
cenizas como maximo, 15 % de humedad y 0.10% de acidez. Se utiliza en la

pasteleria y panificacion de alta calidad. (Huayhuas, 2017; Reque, 2007).

Composicion guimica.

En la tabla 4, se observan los principales nutrientes de la harina de trigo encada
100 gramos. Los principales componentes son los carbohidratos, proteinas,
agua y fibra. En cuanto a los micronutrientes tenemos el fosforo, calcio, &cido

ascorbico, niacina, el hierro, etc.

Tabla 4

Composicion quimica de la harina de trigo fortificada
COMPONENTES CANTIDAD
Energia(kcal) 354
Agua(g) 10,8
Proteina(g) 10,5
Grasa(g) 2,0
Carbohidratos(g) 76,3
Fibra(g) 15
Ceniza(g) 0,4
Calcio(mg) 36
Fésforo(mg) 108
Zinc (mg) 0.7
Hierro (mg) 55
Tiamina (mg) 0,5
Riboflavina (mg) 0,4
Niacina(mg) 4.8
Acido ascorbico reducido (mg) 1,8

Nota. Tomado de (Reyes et al., 2009)
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Por otro lado, Coaguila (2018), menciona que las harinas especiales y/o harinas
extras presentan variacion en su composicion, lo que se debe a las variedades
de trigo empleadas en su elaboracion, procedencia del mismo, tipo de
fortificacion, etc. E la tabla 5, se muestra la composicion de la harina de trigo

extra y especial.

Tabla s

Composicion de las harinas como producto terminado

Clements Harina Extra Harina Especial
(80-83%) (75-78%)

Proteinas 12-13.5% 8-11 %

Almidon 67% 2%

Azucares 2-3% 1.5-25%

Grasas 2.2% 1-2 %

Cenizas 0.65 a mas 0.55-0.65 %

Humedad 15% 15 %

Vitaminas 0.1% 0.3%

Fibra 11% 3%

Nota. Tomado de Introduccion al grano de trigo, Producciéon NPI, 2015,
ALICORP S.A.A (Coaguila, 2018)

Antioxidantes.

Yu et al. (2004), Detecto niveles significativos de actividades de captacionde
radicales libres contra radicales estables de DPPH, capacidades quelantes de
Fe*? y fenolicos totales en las fracciones de harina de trigo de tres variedades
cultivadas en los cinco lugares de prueba en Colorado, concluyendo que tanto
la variedad como la ubicacion de crecimiento podrian alterar
significativamente las propiedades antioxidantes y el contenido fendlico total

de la harina de trigo.
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Lv et al. (2012), mencionan que los extractos de variedades seleccionadasde
harina de trigo poseian actividad antiproliferativa contra células de cancer de
colon humano, debido a ciertos componentes aislados de la harina de trigo:
acido ferulico, pcoumarico acido y tocotrienoles. También demostraron que las
harinas de trigo blando pueden contener niveles significativos de antioxidantes

naturales, acido ferdlico, a- y d-tocoferol, y luteina y zeaxantina.
Produccion de harina de trigo.

La demanda anual de trigo por parte de la industria molinera es de 2 millones
de toneladas, sin embargo, la produccion nacional no logra cubrir la demanda
interna ya que solo una parte se destina a esta industria. Por ello cercadel 90%
del consumo de trigo es importado de Canada (66%), Argentina (19%) y
Estados Unidos (8%) (Comercio, 2019).

La produccion de harina de trigo en el Pert para el periodo Enero-Septiembre
de 2020 esde 1048 123toneladas, el volumen anual de produccion del afio 2019
fue 1 380 354 toneladas, superior al del afio 2018 1 244 333 toneladas.

ALIM (2018), menciona que el principal destino de la harina de trigo es la
panificacion (69%), seguido por las pastas (16%), galletas (9%). En el Peru el
consumo per capita de harina de trigo es 44 kg/habitante/afio, inferior al
promedio en América Latina (46 kg/habitante/afio), siendo Argentina y
Uruguay los paises con mayor consumo con 90 kg / habitante/ afio. En consumo
per capita de pan es 33 kg/habitante/afio, igual que Brasil, inferior al promedio
en america latina (36 kg/habitante/afio), siendo Chile y Argentina los paises
con mayor consumo con 86 y 65 kg/habitante/afio respectivamente. En cuanto
a las galletas el consumo es de 4.0 kg/habitante/afio, igual al promedio en
América latina y en las pastas es de 10 kg/habitante/afio, superior al promedio
(7 kg/habitante/afio).

Ale (2019), refiere que, entre las empresas Molineras en el Per(, la empresaes
Alicorp representa el 35%, seguida por Molicentro S.A. con 13% de
participacion en esta industria. En la figura 6, se presenta el porcentaje de

participacion de las empresas molineras peruanas.
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Participaion de las Empresas Molineras
En el Peru 2017
%

= ALICORP SAA
= MOLICENTRO SA
= COGORNO S.A.

= ANITA FOOD SA

5 CORPORACION ADC
SAC
MOLINO EL TRIUNFO S
A
MOLITALIA S.A

Otros

\\._

Figura 6. Participacion de las empresas molineras del Pert (Ale, 2019).

Legua & Ramirez (2018), en el Informe del Centro Nacional de Alimentacion
y Nutricion, menciona las siguientes marcas de harina de trigo comercializadas
en nuestro pais: Anita, Benoti, Blanca Nieve, Cogorno, Del Cielo, Don Angelo,
Don Bitute, Don Catalino, Don Lucho, Don Luciano, Dofia Angela, Dofia Vera,
El Molino, Espiga de Oro, Favorita, Gran Panadero, Grano de oro, Inca, La
Italiana, La Panera, Las Mercedes, Molicentro, Nicolini, Santa Catalina, Santa

Rosa, Sayon, Torre Blanca, Victoria.

Los molinos peruanos de harina de trigo son 22 y estan ubicados en los
departamentos de: Arequipa (Alicorp S.A.A. - Molino Arequipa, Alicorp
S.A.A. - Molino Sid Sur, Molino Las Mercedes SAC, Molinera Industrial
Peruana SAC, Huanuco (Molinera Kuennen & Duanne S.A.), La Libertad
(Cogorno S.A. - La Libertad), Lima (Agroindustria Santa Maria S.A.C, Anita
Food S.A., Corporacion El Trigal SAC, Industrias Unidas del Perd S. A,
Molinera del Centro S.A., Molitalia S.A., Poder Panadero S.R.L, Procesadora
de Alimentos Cielo SAC), Piura (Industrias Teal S.A.), Tacna (Corporacion
ADC SAC) y la Provincia Constitucional del Callao (Alicorp S.A.A. - Molino
Callao, Alicorp S.A.A. - Molino Faucett, Alicorp S.A.A. - Molino Santa Rosa,
Cogorno S.A., Molino El Triunfo S.A.) (Legua & Ramirez, 2020). En la figura

7, se muestra la ubicacion de los molinos y la cantidad por departamento.
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Figura 7. Ubicacién geografica de las Molinos productores de
harina detrigo en el Peru, (Legua & Ramirez, 2020).

2.2.3. Antioxidantes.

Moharram & Youssef (2014), menciona que, en la ciencia de los alimentos,
antioxidante estd definido como una sustancia que cuando estd presente en
bajas cantidades comparado con los de un sustrato oxidable y lo reduce de

manera significativa o evita los efectos adversos de especies reactivas.

Los antioxidantes estdn presentes en los alimentos naturalmente o pueden
formarse durante el procesamiento. Los antioxidantes dietéticos son
importantes en el cuerpo porque contrarrestan la oxidacién y previene
enfermedades cronicas causadas por el estrés oxidativo, estos compuestos
retrasan o inhiben la oxidacion a través de diversos mecanismos: captacion de

radicales libres, quelacién de iones metalicos que aceleran los procesos de
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oxidacion, extincion del oxigeno singlete e inactivacion de la lipoxigenasa.
(Cémert & Gokmen, 2018).

Los antioxidantes pueden estar presentes en los alimentos en forma libre o
ligada, su ubicacion puede subdividirse en cinco categorias: libre de interaccion
quimica o fisica con otras macromoléculas, unido quimicamente a
macromoléculas de alto peso molecular, unido iénicamente a la matriz
alimentaria, atrapado fisicamente en la matriz del alimento y atrapado
fisicamente en varias estructuras celulares. No obstante, un antioxidante puede
estar presente en forma libre y ligada, eso dependera de la matriz alimentaria en
la que se encuentre (Comert & Gokmen, 2017). En la figura 8, se muestra las
diferentes formas de antioxidantes unidos en una matriz alimentaria (las lineas
verdes continuas y las lineas de puntos verdes indican antioxidantes unidos

covalentemente y unidos i6nicamente, respectivamente).

Unido quimicamente a la matriz alimentaria Atrapado fisicamente en la matriz alimentaria

. Compuesto (s) antioxidante

Figura 8. Formas en las que los antioxidantes unidos pueden encontrarse en un
alimento (Comert & Gokmen, 2017).

2.2.4. Capacidad antioxidante.

Se define como el nimero de moles de un radical libre especifico secuestrado
por la solucién en estudio de forma independiente por un antioxidante en la
mezcla. La potencia antioxidante total que se analiza mediante las actividades
reductoras combinadas de la sustancia dada. Ademas, refieren que el ensayo de
antioxidante individual no muy util comparado con la capacidad antioxidante
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total. Los ensayos de antioxidantes individuales son de utilidad cuando se
busca estudiar la relacion estructura - actividad de compuestos antioxidantes.
(Shivakumar & Kumar, 2018).

La capacidad antioxidante de una mezcla es més que la suma de capacidad
antioxidante de cada uno de sus componentes, también se considera la
interaccion de los antioxidantes, la cual esta influenciada por la concentracién
de los mismos, esta interaccion puede darse de dos formas: sinérgica o
inhibitoria. Esto quiere decir que, si la suma de la capacidad individual de los
antioxidantes es menor a la capacidad antioxidante total de la sustancia, el tipo

de interaccion producida es sinérgica. (Comert & Gokmen, 2018; Lopez, 2016).

Métodos.

Shahidi and Zhong (2015), menciona que los métodos para determinar
capacidad antioxidante se dividen en ensayos basados en reacciones de
transferencia de &tomos de hidrégeno (HAT) y ensayos basados en reacciones
de transferencia de electrones simples (ET). Ambas reacciones pueden ocurrir
en paralelo, y el mecanismo dominante depende de la estructura, propiedades
antioxidantes, solubilidad y el sistema del disolvente. La actividad antioxidante
se puede expresar como inhibicion contra la oxidacion de la sonda mediada por
ROS, o equivalentes de un antioxidante de referencia (trolox, acido ascérbico
u otro compuesto). Las tecnologias de deteccion de capacidad antioxidante
pueden  realizarse con un  espectrofotométrico,  fluorométrico,
qguimioluminiscente, EPR (resonancia paramagnética de electrones), FT-IR
(infrarrojo por transformada de Fourier), RMN (resonancia magnética nuclear)

y métodos amperométricos, entre otros.

Ensayos basados en ET, miden la capacidad reductora de los antioxidantes.Al
reducirse los compuestos antioxidantes se produce el cambio de color del
reactivo, el cual se correlaciona con la capacidad antioxidante, y se mide por el
cambio de absorbancia. Por otro lado, los ensayos basados en HAT, estos
ensayos cuantifican la capacidad de donacion de atomos de hidrégeno de los
compuestos antioxidantes mediante una reaccion ET acoplada a protones,
donde mide la capacidad antioxidante de ruptura de cadena. Estos ensayos

estan basados en la reaccion entre el generador sintético de radicales libres, la

27



sonda molecular oxidable y un oxidante donde la cinética de reaccidn se deriva

de la curva cinética (Dontha, 2016).

Las reacciones basadas en HAT y ET dependen del pH; en particular, la ET
también esté controlada por el potencial de ionizacion. Las reacciones basadas
en ET son relativamente lentas en comparacion con los ensayos basados en
HAT debido a la estabilizacién de las especies cargadas en el entorno del
disolvente (Shivakumar & Kumar, 2018).

Existe una gran dificultad al elegir el un método de andlisis adecuado, debido
a sus diversos mecanismos de reaccion, ningiin método es capaz de capturar
los distintos modos de accion de los antioxidantes. Durante mucho tiempo se
ha empleado el ensayo de cubeta convencional, el cual emplea un
espectrofotdbmetro UV-Visible para medir la absorbancia, estos ultimos afios
esta siendo reemplazado por el ensayo de titulacion en placa de 96 pocillos, el
cual utiliza un lector de placa ELISA para la absorbancia. Este ultimo ensayo
necesita menos tiempo, analiza hasta 96 muestras al mismo tiempo y requiere
menor cantidad de reactivo en comparacion con el primer ensayo (Badarinath
etal., 2010).

Niki (2010), menciona que actualmente existen diversos ensayos paral
cuantificar la capacidad antioxidante in vitro, pero solo algunos son confiables
y rapidos. Todos estos métodos espectrofotométricos emplean soluciones
coloreadas de radicales/oxidantes, tales como: ABTS, DPPH, CUPRAC, Folin-
Ciocalteu y FRAP, o se basan en la fluorescencia: ORAC. Estos métodos solo

cuantifican a los antioxidantes solubles debido a que dependen de extraccion.

Moharram and Youssef (2014), refiere que la comparacién de la capacidad
antioxidante por diferentes métodos no esta altamente relacionada y por ello

debe ser analizada por mas de un método.

Serpen, Gokmen, and Fogliano (2012), menciona que los metodos basados en
extraccion, ignoran los antioxidantes insolubles, limitando la cuantificacion de

capacidad antioxidante de los vegetales en estudios.
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Tabla 6

Principio y ventajas / desventajas de los ensayos de medicion de la capacidad antioxidante y representacion esquematica de sus mecanismos

Ensayo

Sonda de deteccidn

Principio de medida

Representacion esquematica
del mecanismo

TRAP

Oxidacién de
LDL

ORAC

TEAC
(ABTS)

Oxigeno

B-ficoeritrina

Disenos conjugados

B-ficoeritrina

Fluoresceina

ABTS +

Determinacion del consumo de oxigeno durante la inhibicion de la
oxidacion plasmatica por antioxidantes.

Monitoreo de la descomposicion de la fluorescencia de la B-ficoeritrina
durante la inhibicion de la oxidacion por antioxidantes y determinacion del
tiempo de retardo

Seguimiento del aumento de absorbancia debido a la formacidn de dienos
conjugados por oxidacion de LDL y su inhibicion por antioxidantes

Monitoreo cinético de la descomposicion de la fluorescencia de la j3-
ficoeritrina en presencia de antioxidantes y un agente oxidante, seguido del
calculo del area bajo la curva de descomposicion de la B-ficoeritrina

Monitoreo cinético de la disminucion de la fluorescencia de la fluoresceina
en presencia de antioxidantes y un agente oxidante, seguido del célculo del
area bajo la curva de disminucion de la fluoresceina.

Monitorizacién de la disminucion de absorbancia espectrofotométricamente
debido a la decoloracidon del radical cation ABTS  + reducido por
antioxidantes

RoNy == 2R'+ N>

R'+ 0; —» ROO"
PH p*
. Ct
ROO %RDOH } e
AH A

ROO'+ A" —» ROOA
ROO'+ P* =3 ROOP

ABTS™ TY A
AH iy
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DPPH

DMPD

Folin-
Ciocalteu
capacidad
reductora

FRAP

CUPRAC

QUENCHER

Monitoreo de la disminucién de absorbancia debido a la decoloracion de
DPPH — DPPH  radical reducido por antioxidantes en espectrofotdmetro

Monitoreo de la disminucion de absorbancia debido a la decoloracion de
DMPD + DMPD + catién radical reducido por antioxidantes en espectrofotdmetro

Refactlvo de Folin- Monitoreo del aumento de absorbancia debido a la reduccién de FCR
Ciocalteu (FCR)

mediante agentes reductores en espectrofotometro.

férrico 2,4,6-tripiridil- Monitoreo del aumento de absorbancia debido a la reduccion del complejo
estriazina (Fe + 3 TPTZ) Fe + 3 TPTZ por antioxidantes en espectrofotometro
Cobre (1) - reactivo de Monitoreo del aumento de absorbancia debido a la reduccién del reactivo
neocuproina (Cu (11) -Nc) Cu (1) -Nc por antioxidantes en espectrofotometro
ABTS + L
DPPH El enfoque QUENCHER se puede adaptar a_Ios ensayos clasicos (ABT_S,
Fe + 3 TPTZ DPPH, FRAP, CUPRAC, ORAQ, ECR). La.dlf,er.enma con Ig forma original
Cu (I1) -Nc (_je estos ensayos es que los antioxidantes h_|(;lrofllos y lipofilos, sglubles 0
FCR |r]solubles, ent_rgn en c_ontagto con la §unC|9n Qe raQwaIes a traves de los
fluoresceina tipos de reaccion liquido-liquido y sélido-liquido sin procedimientos de

extraccion.

DPPH® ﬁ

AH A

DMPD™* ﬁ C
A i
Mo (VI) ﬁ M
AH iy

[Fe (11) [TP]Z]Z]""'?_? [Fe (IT)

AH AT

Cu(ll)-Nc fr__\’ Cu(

AH A’
AH AH A
7SN A
AH o Radical Reduced
Bound probe radical
antioxidant probe

Nota. (R2N2 = compuesto azo, PH: sonda diana, AH = compuesto antioxidante, A | = antioxidante oxidado, P | = sonda diana oxidada, R | = radical, ROO | = radical
peroxilo) (Comert & Gokmen, 2018).
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QUENCHER

Es un ensayo simple y directo para la medicion de la capacidad antioxidante
llamado "QUENCHER" (rapido, facil, nuevo, econémico, reproducible),
permite determinar la capacidad antioxidante sin extraccion de muestras de
alimentos, los antioxidantes solubles, insolubles, o hidréfilos y los
antioxidantes lipofilicos entran en contacto directo con los radicales (Coémert
& Gokmen, 2018). Pero tiene como puntos criticos: la molienda y la
ponderacion exacta del material (Henrion, Servaes, Thielecke, & Fogliano,
2017).

La metodologia estd basada en el contacto directo de alimento solido
(antioxidante) y un liquido (solucion del radical). La reaccion puede darse de
dos formas: Reaccién liquido-liquido (parte soluble de la muestra) y Reaccion
en la interfaz sélido-liquido (antioxidantes unidos a la parte insoluble). El area
de superficie total influye en la velocidad de reaccion, debido a que facilita el
contacto entre los reactivos y eleva la cantidad de colisiones (Di Benedetto et
al., 2015; Samotyja, Matecka, & Sielicka, 2016).

Serpen et al. (2012), mencionan que el método QUENCHER, a sido aplicado
a diversas matrices alimentarias (cereales, frutos secos, semillas, productos
fritos, productos de panaderia, nanoparticulas y proteinas). Este método de
especial interés en muestras donde la mayor cantidad de antioxidantes estan

unidos a la matriz.

Samotyja et al. (2016), menciona que este procedimiento tiene pocos pasos.
Dependiendo de la humedad de las muestras serd necesario un tratamiento
previo, si la humedad es alta (carnes, frutas y verduras) debe eliminarse el agua
(Liofilizacion), si la humedad es baja (cereales, nueces algunos alimentos
procesados) no serd necesario. Después es necesario reducir el tamafio hasta
conseguir particulas de 0,1- 0,3 mm, en caso las muestras presentan una
capacidad antioxidante alta, deben ser diluidas en seco con celulosa en polvo.
Luego, se mezcla el radical con el que se trabajara, requiere de un tiempo para
el contacto de los restos reactivos, se centrifuga y finalmente se debe separa el
sobrenadante para medir su absorbancia.
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2.3.

2.4.

Este procedimiento se introdujo hace mas de una década, y actualmente existen
muchos articulos de investigacion en los que han adaptado la técnica
QUENCHER para determinar la capacidad antioxidante de los alimentos que
contienen grandes cantidades de antioxidantes insolubles ligados Comert 2018.
Inicialmente se adapt6 al método ABTS y DPPH. Finalmente se logr6 adaptara
a otras metodologias utilizadas para evaluar la actividad antioxidante como
FRAP, CUPRAC, ORAC y Folin-Ciocalteu (Di Benedetto et al., 2015;
Samotyja et al., 2016).

Definiciones conceptuales

Capacidad Antioxidante: capacidad de una sustancia de inhibir la oxidacion
oxidativa, es la capacidad de un antioxidante para reaccionar frente a radicales libres
y asi promover efectos preventivos sobre algunas enfermedades.

Antioxidantes: son sustancias presentes a bajas concentraciones en los alimentos o
en el cuerpo, que tiene la capacidad de retrasar o prevenir algunos dafios celulares

causados por diversos tipos de enfermedades.

DPPH: 2,2-difenil-picril-hidracilo, es una sonda colorimétrica y de radicales libres
estable para la deteccion de captadores de radiales libres, reacciona con antioxidantes
y cambia de color violeta oscuro a amarillo. Es empleado para medir el potencial

antioxidante de extractos de plantas, alimentos y compuestos puros.

Harina: es el polvo fino que se obtiene de la molienda de alimentos con alto
contenido en almiddn, como los cereales, legumbres y otras semillas.

Hipotesis de investigacion

2.4.1. Hipotesis General
No existe diferencia significativa entre las capacidades antioxidantes de

lasharinas de trigo comercializadas en el Peru.
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2.4.2. Hipdbtesis Especificos

Las harinas comercializadas en el Per( si presentan capacidad antioxidante.

No son iguales las capacidades antioxidantes de las harinas comercializadas

en el Peru.

2.5. Operacionalizacion de Variables e indicadores

En latabla 7, se presentan las variables operacionales de la investigacion:

Tabla 7
Operacionalizacion de las variables e indicadores del estudio

Variables Dimensiones  Indicadores  Instrumentos  Unidad de
de medicién medida
Independiente  Harinas Harinas balanza Marca
Harina de comerciales panificables pero
trigo
Quencher — Promedio
Método DPPH Lector CAT
directo Microplacas
Quencher — Promedio
ABTS+ CAT
Dependiente  \14todo
Capacidad extractable
DPPH- Promedio
extractable TEAC
Lector
ABTS- microplacas  promedio
extractable TEAC
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CAPITULO IIl: METODOLOGIA

3.1. Disefio Metodoldgico

3.1.1.

3.1.2.

3.1.3.

3.14.

Tipo de Investigacion.

El tipo de investigacion de este estudio es experimental, transversal y de caracter
cualitativo, aplicado y observacional debido a que se obtienen datos y se
observan los sucesos ocurridos durante el proceso de ejecucion de la

investigacion.

Nivel de Investigacion.

Esta investigacion es de nivel explicativo y descriptivo, ya que se pretende
determinar la capacidad antioxidante de harinas de trigo comerciales en el Peru,
paracompararlas e identificar cual de todas las muestras tiene mayor valor

funcional.

Disefo.

Para alcanzar los objetivos planteados en este estudio, en la figura 9 se presenta
el disefio metodoldgico de esta investigacion.

Enfoque.

La investigacion estd enfocada a determinar la capacidad antioxidante de las
harinas de trigo comercializadas en el Per( de uso directo en la panificacion y
tiene un sentido cuantitativo, este estudio busca brindar informacion del poder
antioxidante de diferentes marcas de harina de trigo e identificar cual tiene

mayor valor funcional, ya que no existen otros estudios.

Para llevar a cabo esta investigacion, la parte experimental se realizara en el
Laboratorio de Proyecto de Investigacion - Modalidad FOCAM “Formulacion
de bebidas funcionales con capacidad antioxidantes a base de frutas y verduras”
en la Escuela Académica Profesional de Ingenieria en Industrias Alimentarias

de la Universidad Nacional José Faustino Sanchez Carrién - Huacho.
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HARINAS DE TRIGO COMERCIALIZADAS EN EL
PERU

Método Método Método Método
DPPH ABTS+ DPPH ABTS+
QUENCHER QUENCHER Extractable extractable

- Comparacién

Figura 9. Esquema del proceso experimental de la investigacion.
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3.2. Poblacion y Muestra

3.2.1.

3.2.2.

Poblacion.

La poblacion en esta investigacion esta conformada por las harinas de trigo

comercializadas en el Per.

Muestra.

La unidad de andlisis seran 13 muestras de harina de trigo comercializadas en
el Per( de uso directo en panificacion: harina especial Anita, Don Bitute, Dofia
Vera, Las Mercedes, La Panera, Inca, EI molino, Don Lucciano, Don Lucho,
La Italiana, Blanca Flor, Gran Panadero y Del Cielo.

3.3. Técnicas de recoleccion de datos

3.3.1.

Técnicas a emplear.

Extraccion de antioxidantes.

Para obtener el extracto de antioxidantes, se realizan dos extracciones:

Extraccion metanolica:

Se pesa 2 g de cada muestra de harina de trigo y se la afiade 10 mL de
metanol/agua (50:50, v/v, pH 2), luego se colocan en un vortex a velocidad
méaxima durante 10 a 30 minutos cubriéndolos de la luz, dejamos reposar 24 h
a temperatura ambiente. Centrifugar durante 10 minutos a 10000 rpm a de 4°C.
Separar el sobrenadante, se reserva el pellet.

Extraccion acetonica:

En pellet de la primera extraccion, se afiade 10 mL de Acetona/agua (70:30,
v/v) y se agita a velocidad méaxima durante 10 a 30 minutos cubriéndolos de
la luz, se centrifuga durante10 minutos a 10000 rpm a de 4°C. Dejamos reposar

24 h a temperatura ambiente Se separa el sobrenadante.

Se mezclan los sobrenadantes de la extraccion aceténica y metanolica en la

misma cantidad y se mantienen a — 40 °C, hasta ser analizado (Anexo 1).
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Método DPPH — extractable.

Este método descrito por Brand-William et al (1995), se emplea para medir la
actividad antioxidante. La investigacion sigue lo propuesto por Abderrahim,
Arribas, Gonzalez, and Condezo-Hoyos (2013) empleando un lector de
microplacas, primero se prepararon los reactivos (Anexo 2), luego en una
microplaca de 96 pocillos se afiadié 10 uL. muestra o control por tripicado y
se mezcla con 200 uL. de DPPH (80 umol L-1 disuelto en metanol 1: 1/10
mmol L-1 Tris-HCI buffer pH 7,5), se agito por diez minutos a temperatura
ambiente cubriéndolo de la luz. Finalmente se midi6 la absorbancia a 520 nm

con un lector de microplacas.

Método ABTS — extractable.

Este método mide el TEAC, inicialmente fue usado por Re et al. (1999), este
método ha pasado por muchas modificaciones ligeras para convertirlo en un
analisis micrométodo. Para formar el radical se pesa 0.0192 g de ABTS y se
afiade 0.0033 g de persulfato pototasico, se mezcla con agua ultra pura, hasta
enrasar en una fiola de 5 mL, se mantiene a oscuras durante 16 horas
(temperatura ambiente). Para realizar la lectura se transfieren 10 uL de la
muestra en cada uno de los pocillos de la microplaca (3 repeticiones), se afiade
100 uL de la solucién de trabajo de ABTS+. Se prepar6 una curva de
calibracion con Trolox en concentraciones seriadas de 150 a 1.1718 uM, todas
disueltas en etanol: agua (50:50), se lee a 734 nm con un lector de microplacas,
los resultados se expresan en uMol Equivalente Trolox/g de harina de trigo
(Anexo 3).

Método directo DPPH-QUENCHER.

Para evaluar la capacidad antioxidante por este método se siguié lo propuesto
por Condezo-Hoyos, Abderrahim, Arriba, and Gonzalez (2015). Se pesé 0.050
g de harina de trigo, se mezcla con 1 mL de DPPH (120 uM disuelto en Etanol-
agua 1: 1/10 mmol L-1 Tris-HCI buffer pH 7,5) y se agita a 200 rpm por10
minutos en temperatura ambiente con un agitador orbital, cubriendo las
muestras de la luz con papel de aluminio. Después las muestras se centrifugan
10000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Finalmente 200 uL de los sobrenadantes

son transferidos a cada pocillo de la microplaca, por triplicado. La absorbancia
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3.3.2.

se midio a 520 nm empleando un lector de microplacas. La capacidad
antioxidante total se calculé como indice de capacidad de secuestro (SCI) y se

expresara en mMol DPPH inhibido/ Kg de harina de trigo (Anexo 4).

Método directo ABTS-QUENCHER.

El catién radical ABTS ¢ + se genero por oxidacion quimica con persulfato de
potasio como describen Re et al. (1999) y luego se diluy6 en una mezcla de
etanol: agua (50:50, v / v). Se prepara una curva estandar Trolox de (400 uM
a 50 uM). Se pes6 0.004 g de harina de trigo, se le afiadié 900 pL de solucion
ABTS y 100 pL etanol-agua, se agito por 1 hora (para facilitar La reaccion
superficial entre las particulas solidas y el reactivo), se centrifugé 10000 rpm
durante 10 minutos a 4°C. Se transfiriéo 200 uL del sobrenadante a cada pocillo
de la microplaca, por triplicado. Para la curva estandar trolox se afiadio 900
uL de solucion ABTS y 100 pL de las diluciones. Finalmente, la absorbancia

se mide a 734 nm en un lector de microplacas. (Anexo 5).

Descripcion de instrumentos

Materias primas e insumos
e Harina de trigo harina especial Anita, Don Bitute, Dofia Vera, Las
Mercedes,La Panera, Inca, ElI molino, Don Lucciano, Don Lucho, La

Italiana, Blanca Flor, Gran Panadero y Del Cielo.

Reactivos

e Metanol, para analisis, 99.9 %. Marca Scharlau.

e Etanol absoluto

e Acetona para andlisis, EMSURE™ ACS, ISO, Reag. Ph Eur. 99%.
Marca Merck, Espafia.

e 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), Marca Sigma-Aldrich.

e 2.2'-azino-bis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS)

e Acido Hidroclorhidrico, marca Merck, Espafia.Tris base

¢ Buffer fosfato 75 mMAgua grado ultra pura, Milli Q (<18.2 mQ)

e Agua destilada

e Trisma base, 99 %. Marca Sigma-Aldrich.
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Trolox (&cido 6-hidroxi-2, 5, 7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico) 1
mM (98.1%- Merck).

Equipos

Balanza semi-micro analitica, precision de 0,01 mg, marca Radwag.
USA.

Centrifuga universal (MPW-251 Med. Instruments)

Microcentrifuga Refrigerada, Marca Hermle,

Refrigeradora marca Electrolux

Ultra congelador ULUF, Marca Arctiko, Lammefjordsvej, Dinamarca.
Agita tubos (VM-300 Vortex Mixer)

Agitador orbital (Shaker) TOS-4030FD, Marca MRC, Laboratory
Equipment, Israel.

Agitador Vortex, modelo BenchMixer XL, Marca Benchmark

Agitador giratorio con asadores para tubosde 1,5/2,0, 15y 50ml, Marca
Benchmark

Agitador Vortex, modelo SA8, marca Stuart

Lector de microplaca (Synergy HTX Multi-Modal, Marca Biotek,
Rochester, VT, USA).

Materiales

Vasos de vidrio (5,10,25,50 y 100 ml)

Microplacas de 96 pocillos, marca Nunc ™ MicroWell ™ de 96 pozos,
Thermo Scientific, Madrid, Espafia.

Tubos de centrifuga de 15, 50 ml (Falcon)

Micropipetas Transferpette electronicas de 5a 50 uL, 10 a 10 ul y 100 a
1000 ul, Marca Brand, GmbH, Alemania.

Papel aluminio

Espatula

Pizetas

Bolsas herméticas de cierre zip
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3.4. Técnicas para el procesamiento de la informacion

Las técnicas empleadas en el procesamiento de analisis de datos, se utilizo el analisis
estadistico Prueba de T-Student, desviacion estdndar, coeficiente de variabilidad, para
ello emplearon programas como Microsoft Excel y el Software GENS del equipo lector
de microplaca multimodal. Los resultados se presentaron en graficos lineales,

diagramas de resultados por analisis.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

4.1. Determinacion de la capacidad antioxidante.

La capacidad antioxidante de las 13 marcas de harina de trigo especial se cuantificd
por los métodos: DPPH (Extractable y QUENCHER), ABTS (Extractable y

QUENCHER).

4.1.1. Método DPPH Extractable.

La capacidad antioxidante mediante este método, se determina desde un

extracto de dos fases expresado en pMol DPPH inhibido/100g de Harina de

trigo. En la tabla 8 se muestra los resultados correspondientes a la capacidad

antioxidante de las harinas de trigo por el método DPPH Extractable.

Tabla 8

Capacidad Antioxidante en harinas de trigo por el método DPPH Extractable

Marca de harina  UMol DPPH Inhibido/100g harina Desv.
Promedio

de trigo R1 R2 R3 Estandar
La panera 18.48 19.18 20.16 19.27 0.84
Las Mercedes 26.88 29.30 27.62 27.93 1.24
La italiana 15.40 17.92 15.54 16.29 1.42
Dofia vera 26.32 25.62 25.01 25.65 0.65
Don bitute 19.04 17.78 19.78 18.87 1.01
El molino 23.52 23.10 25.90 24.17 1.51
Don lucciano 27.72 27.44 25.20 26.79 1.38
Del cielo 11.48 10.40 11.01 10.96 0.54
Gran panadero 27.16 28.84 24.64 26.88 2.11
Inca 23.24 21.00 22.26 22.17 1.12
Anita 14.28 13.44 15.12 14.28 0.84
Blanca flor 28.00 31.22 28.00 29.07 1.86
Don lucho 30.52 26.46 25.76 27.58 2.57

Los promedios sefialan que la harina Blanca flor tienen mayor poder

antioxidante, seguido de las Mercedes, Don Lucho, Gran Panadero, Don

Lucciano no tienen diferencia significativa (p<0.05), las harinas Dofia Vera, El
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4.1.2.

Molino, Inca se agrupan con valores similares, otro grupo esta conformado por
La Panera, Don Bitute, La Italina y Anita; la harina Del cielo posee menor

capacidad antioxidante.

Método DPPH-QUENCHER.

Este es un método directo, el cual no requiere extraccion y se expresa en uMol
DPPH inhibido/100g de Harina de trigo. En la tabla 9 se observa los
resultados de Capacidad antioxidante de harina trigo por el método directo.

Tabla 9

Capacidad antioxidante de harina trigo por el método directo DPPH-

QUENCHER
Marca de Promedio | Desv.
harina de trigo R1 R2 R3 Estandar
La panera 99.24 | 91.92 93.37 94.84 3.88
Las Mercedes | 146.29 | 162.84 | 156.40 155.18 8.34
La italiana 126.18 | 111.02 | 122.33 119.84 7.88
Dofia Vera 138.06 | 133.28 | 122.47 131.27 7.99
Don bitute 103.70 | 118.66 | 109.38 110.58 7.55
El molino 156.45 | 146.03 | 142.93 148.47 7.08
Don lucciano | 122.84 | 130.42 | 122.46 125.24 4.49
Del cielo 44.46 43.90 48.91 45.75 2.75
Gran panadero | 116.11 | 12497 | 117.70 119.59 4.72
Inca 112.77 | 116.27 | 110.85 113.30 2.75
Anita 7131 | 86.81 85.49 81.21 8.59
Blanca flor 121.15| 133.20 | 13241 128.92 6.74
Don lucho 158.65 | 156.26 | 141.06 151.99 9.54

Los resultados obtenidos por el método DPPH-QUENCHER indican que la
harina las mercedes presenta mayor poder antioxidante con 155.18 uMol
DPPH Inhibido/100g harina, seguido de Don Lucho y El molino; y las harinas
con menos capacidad antioxidante son la panera, Don Bitute y Del Cielo posee
menor capacidad antioxidante, siendo esta ultima la que posee 45.75 puMol
DPPH Inhibido/100g harina.
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4.1.3. Método ABTS"-Extractable.
Los valores obtenidos de capacidad antioxidante de las 13 marcas de harina de
trigo, mediante el método ABTS+-Extractable, se calcularan en referencia a

una curva patron del trolox y se expresan uMol ET/100 g.

Tabla 10
Capacidad antioxidante de harina trigo por el método directo ABTS*-

Extractable

Marca de harina -‘F,'\f&') P , Desv.
de trigo romedio Estandar
R1 R2 R3
La panera 98.50 100.95 100.34 99.93 1.28
Las Mercedes 90.76 102.58 97.06 96.80 5.91
La italiana 75.95 84.99 80.68 80.54 4.52
Doiia vera 131.58 135.17 136.01 134.25 2.36
Don bitute 115.79 116.47 118.18 116.81 1.23
El molino 66.76 69.59 77.00 71.12 5.29
Don lucciano 106.81 111.08 104.94 107.61 3.15
Del cielo 103.09  116.75 109.92 109.92 6.83
Gran panadero 106.81 108.74 116.29 110.61 5.01
Inca 143.38 142.87 130.43 138.89 7.34
Anita 112.04 106.81 116.63 111.83 491
Blanca flor 108.75 113.62 115.26 112.54 3.39
Don lucho 103.27 112.72 123.64 113.21 10.19

En la tabla 10, se presentan los resultados de capacidad antioxidante por el
método ABTS+ extractable, donde se observa que la harina Inca y Dofia Vera
poseen mayor promedio con 138.89 y 134.25 uMol ET/100g; las harinas El
molino y la italiana presentan menor capacidad inhibidora con valores de 71,
12 y 80.54 uMol/ ET/ 100g. respectivamente.
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4.1.4. ABTS-QUENCHER.
Al igual que el método ABTS+-QUENCHER en este método se realiza el
analisis de manera directa. Los resultados se expresan en pMol ET/100g.

Tabla 11
Capacidad antioxidante de harina trigo por el método directo ABTS*
QUENCHER
Marca de harina uMol ET/100 g Desyv.

detrigo Promedio

R1 R2 R3 Estandar

La panera 786.49 744.72 727.91 753.04 30.16
Las Mercedes 677.85 678.53 656.01 670.80 12.81
La italiana 786.31 812.89 805.89 801.70 13.78
Dofia vera 899.55 840.58 820.35 853.49 41.15
Don bitute 684.14 662.74 666.80 671.23 11.36
El molino 724.61 668.54 707.93 700.36 28.79
Don lucciano 735.80 707.68 656.12 699.87 40.41
Del cielo 625.52 651.48 632.39 636.46 13.45
Gran panadero 666.80 688.30 649.33 668.14 19.52
Inca 821.50 866.52 782.49 823.50 42.05
Anita 670.80 684.60 670.94 675.45 7.93
Blanca flor 692.65 649.57 671.17 671.13 21.54
Don lucho 706.61 710.49 718.79 711.96 6.22

En latabla 11, se observan los valores de capacidad antioxidante obtenidos por
el método ABTS+-QUENCHER. Donde las harinas Dofia Vera, Inca, la Italina
tienen mayor promedio con 853.49, 823.50 y 801.7 pMol ET/100g
respectivamente; seguido de la harina La panera con 753.04 umol ET/100g.;
después se agrupan las harinas Don Lucho, el Molino y Don Luciano con
valores de 711.96;700.36, 699.87 uMol ET/100g respectivamente: otro grupo
estd formado por las harinas Anita, Don Bitute, Blanca Flor, Las mercedes y
gran panadero con valores dentro del 675.45 a 668.14 uMol ET/100g; la harina

del cielo es la que posee menor poder antioxidante con 636,46 uMol ET/100g.
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4.1.,5. Comparacion del método DPPH.

Enlatablal2 yfigura 10, se presentalos valores promedio por los dos métodos

DPPH (Extractable y QUENCHER),

significativa.

Tabla 12

En los que se observa diferencia

Comparacion de los métodos DPPH-Extractable y DPPH-QUENCHER
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0.0

uMol DPPH Inhibido/100 g ms

Marca de harina

uMol DPPH Inhibido/100g harina

O Extractable EQuencher

de trigo Extractable QUENCHER  Quencher/Extractable
La panera 19.27 94.84 4.92
Las Mercedes 27.93 155.18 5.56
La Italiana 16.29 119.84 7.36
Doiia Vera 25.65 131.27 512
Don Bitute 18.87 110.58 5.86
El molino 24.17 148.47 6.14
Don Lucciano 26.79 125.24 4.67
Del cielo 10.96 45.75 4.17
Gran panadero 26.88 119.59 4.45
Inca 22.17 113.3 5.11
Anita 14.28 81.21 5.69
Blanca Flor 29.07 128.92 4.43
Don Lucho 27.58 151.99 5,51
ENSAYO DPPH
o8 I T

E8 £ B

m 0 e ml‘lﬂmﬂﬁﬂmﬂﬁ

Q@(\?}% q}&b@ @@(\% 0‘23‘\\ 6‘6\&0 o@é\o Qe}(}q}o Q%%’éo & ‘?@? {\c’;(\O\ (\\/5\0
\;S"é\ v & ¢ QO"\\ 'z&\qu &

Figura 10. Comparacion de la capacidad antioxidante de las harinas de trigo mediante
los ensayos DPPH.
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4.1.6.

En ambos métodos se observa que las marcas de harina Del Cielo y Anita

presentan menor capacidad antioxidante; por otro lado, las marcas Las

Mercedes y Don Lucho se encuentran en los que poseen mayor poder

antioxidante.

Comparacion del método ABTS".
En latabla 13 y figura 11, se comparan los resultados obtenidos por el método
ABTS" (Extractable y QUENCHER). Donde se observa gran diferencia en los
resultados obtenidos.
Tabla 13
Comparacion de los métodos ABTS+-Extractable y ABTS+ -QUENCHER
Marca de harina de uMol Equiv. Trolox/100 g
trigo Extractable QUENCHER  Quencher/Extractable
La panera 99.93 753.04 7.54
Las Mercedes 96.8 670.8 6.93
La Italiana 80.54 801.7 9.95
Doria Vera 134.25 853.49 6.36
Don Bitute 116.81 671.23 5.75
El molino 71.12 700.36 9.85
Don Lucciano 107.61 699.87 6.50
Del cielo 109.92 636.46 5.79
Gran panadero 110.61 668.14 6.04
Inca 138.89 823.5 5.93
Anita 111.83 675.45 6.04
Blanca Flor 112.54 671.13 5.96
Don Lucho 113.21 711.96 6.29

En ambos métodos ABTS" -Extractable y ABTS* -QUENCHER), las marcas
Inca y Dofia Vera son las que presentan mayor poder antioxidante.
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Figura 11. Comparacion de la capacidad antioxidante de las harinas de trigo mediante

los ensayos ABTS".
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CAPITULO V: DISCUSION

5.1. Discusion
Capacidad antioxidante por el ensayo DPPH extractable

De acuerdo a los resultados de la tabla 8 para un ensayo de capacidad antioxidante por
el método tradicional extractable se tiene que la harina Blanca flor tienen mayor poder
antioxidante (29.07 uMol DPPH/100 g), luego hay un grupo de 6 muestras de harinas
que sus medias no presentan diferencia significativa (p<0.05) y sus valores van de
27.93 a 24.17 uMol DPPH/100 g en las que se encuentran las harinas etiquetadas como
las Mercedes, Don Lucho, Gran Panadero, Don Lucciano, Dofia Vera y el Molino, un
tercer grupo de harinas lo conforman las muestras de Inca, La panera 'y Don Bitute con
medias que van de 22.17 a 18.87 uMol DPPH/100 g, asi mismo ascendentemente
continua las harinas La Italiana y Anita con valores de 16.29 y 14.28 uMol DPPH/100
g respectivamente, la muestra con menor actividad antioxidante se encontrd en la
harina Del cielo con 10.96 uMol DPPH/100 g. Estos resultados muestran que las
harinas evaluadas tienen un rango de 10.96 a 29.07 uMol DPPH/100 g con una media
de 22.30+5.85 uMol DPPH/100 g como capacidad antioxidante extractable, otras
investigaciones como las de Hung et al. (2009) encontrd que la harina a diferentes
formas de refinacion van de 38 a 42 uMol DPPH/100 g, Lv et al. (2012) que reportaron
en 10 tipos de trigo que las harinas enteras van de 144 a 214 uMol DPPH/100 g, Yu et
al. (2013) evaluaron 10 harinas refinadas y encontraron valores de 918 a 1000 uMol
DPPH/100 g. Ranjbar, Heshmati, Momtaz, and Vahidinia (2019) encontr6 que la
harina fortificada con hierro tiene una capacidad antioxidante de 156 a 190 uMol
DPPH/100 g. Todos estos reportes indican que las harinas evaluadas en esta
investigacion tienen menor valor en capacidad antioxidante extractable, pero hay
diferencias en la metodologia de extraccion, en el tipo de harina si es entera o refinada,
hay poca informacion sobre harinas refinadas y enriquecidas para una mejor
comparacion, ya que por reglamentacion las harinas comerciales evaluadas son
enriquecidas, preparadas para un mejor horneado, y cada componente afiadido
responde de modo diferente frente al poder del reactivo de radical libre DPPH, asi
mismo hay poca informacion del efecto cada componente de fortificacion en la

determinacion de la capacidad antioxidante.
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Capacidad antioxidante por el ensayo ABTS+ extractable

Para la medicion de la capacidad antioxidante por el método ABTS+ extractable los
valores medios fueron de 108.01+18.48 uMol ET/100 g en un rango de 71.12 a 138.89
uMol ET/100 g, siendo la harina Inca con mayor valor sin presentar diferencia
significativa (p<0.05) con la harina Dofia Vera, la harina con menor valor fue en la
muestra ElI Molino sin presentar diferencia significativa (p<0.05) con la harina La
Italiana, tal como se aprecia en la tabla 10, la otras muestras de harinas se agrupan en
un bloque intermedio donde sus medias no presentan diferencia significativa entre
ellas. Estos resultados son inferiores a lo reportados por Lv et al. (2012) que evaluaron
10 tipos harinas enteras de trigo donde su capacidad antioxidante fue de 201 a 248
uMol ET/100 g y de las encontradas por Wang et al. (2020) que la harina procesada
tiene un valor de 390+20 uMol ET/100 g, esto generalmente las harinas no estan
enriquecidas, por lo que no es comparable con las harinas evaluadas en este estudio
que son refinadas, enriquecidas y contienen leudantes, el porcentaje de estos
ingredientes y el nivel de refinacion serian lo que explicaria la baja determinacion de

la capacidad antioxidante por este método extractable.

Capacidad antioxidante por el ensayo DPPH Quencher

La capacidad antioxidante por el método directo DPPH-Quencher fueron expuesto en
la tabla 9, los valores van en un rango de 45.75 a 155.18 uMol DPPH/100 g con un
valor medio de 117.40+£30.28 uMol DPPH/100 g de harina, las harinas de las
Mercedes, Don Lucho y el Molino tienen mayor valor y no presentan diferencia
significativa (p<0.05) entre ellos, un segundo grupo lo conforman las muestras de
Doiia vera, Blanca Flor, Don Lucciano, La Italiana, Gran Panadero, Inka y Don Bitute,
las muestras la Panera, Anita y Del cielo fueron las que expusieron menor valor de
capacidad antioxidante por este método, estos valores en comparacion con el método
extractable es 4.17 a 7.36 veces, esto debido a que en esta metodologia no depende de
la extraccion y las partes soluble e insolubles de la harina estan expuestas directamente
con el reactivo DPPH, asi se tiene que Condezo-Hoyos et al. (2015) valoro a muestras
de trigo reportando un valor de 194.20+£6.72 uMol DPPH/g de muestra, y Serpen et al.
(2012) reportaron para muestras de trigo valor de 6.60+0.20 uMol ET/g ambos
empleando el método DPPH-Quencher, lo que nos una idea que las harinas evaluadas

tiene una baja actividad antioxidante aunque no es una comparacion real ya que los
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reportes son para muestras de trigo y son diferentes que las harinas refinadas,
enriquecidas y que contienen leudantes como ingredientes que estan en las muestras

estudiadas en esta investigacion.

Capacidad antioxidante por el ensayo ABTS+ Quencher

En la tabla 11 se muestran los resultados del método directo ABTS+-QUENCHER en
la capacidad antioxidante de las muestras de harina, los valores mas altos corresponden
a las muestras de Dofia Vera, Inca y La Italiana con 853.50 a 801.70 uMol ET/100 g
las tres no presentan diferencia significativa (p<0.05), la otras muestras forman un
grupo cuyos valores van de la harina Del cielo con 636.46 hasta la harina la panera
con 753.00 uMol ET/100 g, esta metodologia directa que no depende de la extraccion
fue de 5.75 a 9.95 veces mas en comparacion con el ABTS+ extractable, al respecto
Laus et al. (2015) explica que las particulas de harina exponen sus compuestos
fenolicos no extraible frente al reactivo por lo que mejora su medicion frente al método
tradicional, y en la evaluacion de diferentes muestras de trigo encontrd valores por el
método Quencher que van de 25.6 a 45.8 umol ET/g siendo muy superiores a las
muestras de harina refinada evaluadas, asi mismo Di Benedetto et al. (2015) evaluo el
efecto de particula en muestras de trigo y reporto valores que van de 20.30+0.2 a
38.30+0.9 umol ET/g siendo factible que a menor tamafio de particula se obtiene

mejores valores de capacidad antioxidante con el método directo Quencher.

Para responder si la capacidad antioxidante de las harinas comerciales es igual entre
ellas, los resultados obtenidos por ambos métodos indican que hay diferencia
significativa (p<0.05) entre las muestras, los que indicaria que hay harinas con
diferentes grados de refinacion, contenido de leudantes y niveles de enriquecimiento,
asi mismo se puede indicar que las harinas evaluadas tiene bajo contenido de
compuestos fendlicos extractables, por lo que la evaluacion directa Quencher lo supera
en ambos métodos lo que da sentido a lo expuesto por Laus et al. (2015) donde explica
que cada matriz alimentaria experimenta de modo diferente con el reactivo debido a
los compuestos fenolicos que algunos tienen poca o0 mayor relevancia en la capacidad
de secuestro del radical antioxidante. Por otro lado, el método Quencher queda
demostrado que es mas sencillo y rapido a diferencia del método extractable, y se
estaria determinando la capacidad antioxidante total del alimento evaluado.
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1. Conclusiones
La capacidad antioxidante de las muestras de harinas de trigo comercializadas en el
Perl expone valores en el método DPPH extractable que van de 10.96 a 29.07 uMol
DPPH/100 g de harina en el orden siguiente; Blanca flor>Las Mercedes>Don
lucho>Gran panadero>Don lucciano>Dofia vera>El molino>Inca>La panera>Don

Bitute>La italiana>Anita>Del cielo.

La capacidad antioxidante de las muestras de harinas de trigo comercializadas que
fueron evaluadas por el método directo DPPH-Quencher dio valores en un rango de
45.75 a 155.18 uMol DPPH/100 de harina en el orden siguiente; Las Mercedes>Don
lucho>El molino>Dofia vera>Blanca flor>Don Lucciano>La italiana>Gran

panadero>Inca>Don Bitute>La panera>Anita>Del cielo.

La capacidad antioxidante por el método ABTS+ extractable en las muestras de harinas
de trigo dieron valores que van de 71.12 a 138.89 uMol Equiv. Trolox/100 g de harina
en el orden siguiente; Inca>Dofia vera>Don bitute>Don lucho>Blanca
flor>Anita>Gran panadero>Del cielo>Don Lucciano>La panera>Las Mercedes>La

italiana>El molino.

La capacidad antioxidante de las muestras de harinas de trigo evaluadas por el método
ABTS+ Quencher reporto valores que van de 636.46 a 853.50 uMol Equiv. Trolox/100
g de harina en el orden siguiente; Dofia vera>Inca>La italiana>La panera>Don
lucho>El molino>Don lucciano>Anita>Don bitute>Blanca flor>Las Mercedes>Gran

panadero>Del cielo.

La capacidad antioxidante de las harinas de trigo comerciales muestra diferencias entre
si, incluso entre métodos y exponen que el método directo Quencher supera a la
metodologia extractable en 4.17 a 7.36 veces para el caso DPPH y de 5.75 a 9.95 veces
méas en el ensayo ABTS+, por lo que se puede considerar como la capacidad

antioxidante total de las harinas evaluadas.
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6.2. Recomendaciones

Realizar investigacion de como afecta la adicion de los elementos fortificantes en la
harina de trigo comercial en la evaluacion de la capacidad antioxidante y compuestos

fenélicos.

Realizar investigacion de como afecta la adicion de compuestos leudantes en las
harinas de trigo preparadas en la evaluacion de la capacidad antioxidante y

compuestos fendlicos.

Evaluar otros métodos de extraccion empleando técnicas como ultrasonido,
microondas u otras y medir su eficiencia con la capacidad antioxidante y compuestos

fenolicos, flavonoides y/o carotenoides.

Evaluar otros métodos de medicidn extractable de la capacidad antioxidante como el
caso de los ensayos FRAP, ORAC, PCL, etc.
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Anexo 1
METODO DE EXTRACCION DE ANTIOXIDANTES

CHET N T— UNIVERSIDAD NACIONAL JOSE FAUSTINO SANCHEZ CARRION -
| @ |
| :L | HUACHO
/ 4 . :.\;.. PROYECTO DE INVESTIGACION MODALIDAD FOCAM:
{ ag
A @H\,\ ' FORMULACION DE BEBIDAS FUNCIONALES CON CAPACIDAD ANTIOXIDANTE A
\_, BASE DE FRUTAS Y VERDURAS
Método de extraccion de antioxidantes
2 g de muestra 10 mL de metanol/ agua
l v (1:1vivPh 2.0) 10 mL de acetona

: (70:30 v/iv)
Pellet
B

Agitar x 10 min a N—

temperatura ambiente Agitar x 10 min a
l temperatura ambiente

e—

—

Centrifugar a 10000 - Pellet
rpm x10 min (4°C) Centrifugar a 10000
rpm x10 min (4°C)

Sobrenadante 1 Sobrenadante 2 Preparacion de reactivos:
(extracto metandlico) (extracto aceténico)
A i Metanol/ agua (1:1 v/v pH 2
o e TP I ajustar con HCI:
AR R = 100 mL de metanol + 100 mL de

agua.

Acetona/ agua (70:3 v/v):
Extracto metandlico + Extracto 140 mL de acetona + 60 mL de
acetonico (50:50 v/v) agua.

Referencias
-Abderrahim F, Estrella S, Susin C, Arribas SM, Gonzales MC, Condezo-Hoyos L. J Med Food. 2011 May; 14(5):517-27

-Sara Arranz, Fulgencio Saura Calixto. Journal of Cereal Science, Volume 51, issue 3, May 2010, Pages 313-318.
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Anexo 2
METODO DE DPPH

HUACHO

PROYECT O DE INVESTIGACION MODALIDAD FOCAM:

BASE DE FRUTAS Y VERDURAS

UNIVERSIDAD NACIONAL JOSE FAUSTINO SANCHEZ CARRION -

_'r FORMULACION DE BEBIDAS FUNCIONALES CON CAPACIDAD ANTIOXIDANTE A

Protocolo Capacidad Antioxidante — SCI

10 ul de muestra o blanco

200 uL DPPH 60 uM en buffer ET
(5 a 6 diluciones diferentes)

Muestrasdiluidas previamentefiltradaso

centrifugadas
Vortex € incubar a
temperatura ambiente (RT) Leer la absorbancia a 520 nm
4 x 10 min
Calculos:

os

y 100N

R =00 &
o4 Eje X=concentracion (dilucion) muestras

¢ EjeY= porcentajedeinhibicion

o . Control= 10 ul Buffer ET+ 200 uL DPPH 60 uM

Pendiente =SC I (ICl)
of IC I=indice de Capacidad de Inhibicién
(mMol DPPH/mI| muestra)

ON0 e 000 0006 00 0000
wd vaenple ol PPN

Preparacion de reactivos R R

Buffer Tris-HCl (10mM pH = 7.5):
W g Tris base = 0.0303 g —- disolver en 20 mL de agua —— gjustar el pHa 7.5
con HCl — gjustar el volumen a 25 mL en una fiola

Buffer ET: Mezclar buffer Tris-HCl (10 mM pH = 7.5) con Etanol (1:1 v/v)

aforada
DPPH stock 10 mM: 0.0039 g - disolver en etanol — ajustar el volumen o
1 mLen una fiola

DPPH 60 uM

Referencia

Ajustar el volumen a 10 mL
con buffer ET en una fiola

I Fatima Abdemrahim, Silvia M. Arribas, M. Carmen Gonzalez, Luis Condezo-Hoyos. Food Chemistry, Volume 141, Issue 2, 15 November 2013, Pages 788-794
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Anexo 3
METODO DE ABTS

UNIVERSIDAD NACIONAL JOSE FAUSTINO SANCHEZ CARRION -
HUACHO

PROYECT O DE INVESTIGACION MO DALIDAD FOCAM:

FORMULACION DE BEBIDAS FUNCIONALES CON CAPACIDAD ANTIOXIDANTE A

_7

BASE DE FRUTAS Y VERDURAS
Capacidad Antioxidante; Método ABTS+
10 uL de muestra o 10 ul de Estandar S 100 uL ABTS+ (Solucién de

Trolox o blanco
(Para I1C50 hacera 6 diluciones de
muestra)

T

trabajo), por inyector o
micropipeta de 8 canales
automaética)

10ulL - 100 ulL
i=pv | ey AT S STV [ T P T O
Y SPLO | SPLY | SPLE | SPLIT | SPLIT | SPLTT
et [ SPL2 | [SPLT0 | SPLI0 | SPLO | SPLT8 | SPLIB | SPL18 |
ISP | SPLTT | SPLIT | SPL10 | SPL19 | SPL19 | SPLTA|
| EXN [SPL12 | SPL1Z | SPLTY | SPL2D | SPL20 | SPLD |
"SPLS | SPL13 | SPL13 | SPL2 | SRt 'ﬁﬁJW
= Lectura a 734 nm, BRI EIER
g por 6 22 ¥ 16 5P T SP | S [ [ E [ 5
J minutos
"SPL | [SFLI6 | SPL16 | SPLTG | CTLY | CTLY | CLY |

Preparacion de reactivos

Buffer Fosfato 5mM =5 mL BF 1M y aforar en una fiola de 1000 mL con agua UP (o 1 mL BF 75 uM mezcalr con 14 mL de agua ultra pura)

Preparacion radical ABTS™ (Stock)= Para 5 mL, Pesar 0.0182 g de ABTS, pesar 0.0033 g de persulfato pototdsico y agregar aguaUP en
una fiola de 5 mL, mantener oscuridad a TR por 16 horas, extraer alicuotas de 1 mL o 500 ul para conservar a Ultracongelacion

Preparacion Solucion de Trabajo ABTS™ = Para una placa preparar 12 mL a 15 mLtomar 540 ul de ABTS* STOCK y mezclar con 12 mL de
BFa 5 mM (0675 ul de ABTS STOCK mas 15 mL de Buffer Fosfato a 5 mM), proteger de la Luz
Dilucion seriada: Curva estandar del Trolox

Pesar 0.0005 g Trolox y disolver con BF S mM (o Metanol) en una fiola de 2 mL se obtiene Trolox a2 1000 uM ( 0.0025g Trolox para 10 mL)

0.5 mLde BF 0.5mLdeBF 05mLdeBF 05mLdeBF (5mlLdeBF 05mLdeBF 0.5 mLBF5mM

l

5 iji SmL l,—OS ijlI—O.S mL—¢ I—QS ijll—O.S ijl|——O.5 ijl
Solucion Trolox
1000 uM =1mM

500 uM 250 uMm 125 uM 62.5uM 31.25uM 15.625 uM 7.8125 uM

REFERENCIA:

Re, R, Pellegrini, N., Proteggente, A., Pannala, A, Yang, M, Rice-Evans C., 1999. Antioxidant activity applying an improved ABTS radical cation
decolorization assay. Free Radic. Biol. Med. 26, 1231-1237. doi:10.1016/50891-3849(98)00315-3
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Anexo 4
METODO DE QUENCHER DPPH

UNIVERSIDAD NACIONAL JOSE FAUSTINO SANCHEZ CARRION -
HUACHO

PROY ECTO DE INVESTIGACION MODALIDAD FOCAM:

"/‘!' »4 B W\
(: <(\ \,‘ FORMULACION DE BEBIDAS FUNCIONALES CON CAPACIDAD ANTIOXIDANTE A

A SNE R 2
\_H\} BASE DE FRUTAS Y VERDURAS
Protocolo Capacidad Antioxidante DPPH -QUENCHER
120 yl. DPPH
v (stock)
1 mL DPPH
(120 uMm)
\,— Ajustar
S — 10 mL
b oq o Buffer-
_— ET
Pesado Balanza + 0.05(;g

muestra

Semi-micro

WEATRE: <«
C —— Caleulos: Preparacion de reactivos: :
‘ uMol = FI xC tracién DPPH x Vol DPPH :
g Peso Muestra . Buffer Tris-HCI (10 mM pH =7.5):

Fi= Fraccidn de hhibicién

Fi= Acontmol - Amuestra
Acontrol

Referencia

: Wg Tris Base=0.0303g, disolver en

: 20 mL de agua, ajustar el pH a 7.5
con HCl y ajustar volumen a25 mL
: en una fiola

\ DPPH stock 10 mM:

: 0.0039 g, disolver en etanoly ajustar

- el volumen a 1 mL en una fiola

http://dx.doi.crg/10.1016/] talanta. 2015.01.043

Condezo-Hoyos L. A.. Abderrahim F.. Amiba S. M.. Gonzalez M.C. (2015). A novel. micro, rapid and
direct assay to assess total anti oxidant capacity of solidfoods. Talantal38 (2015)108-116. Elsevier B.V.
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Anexo 5
METODO DE QUENCHER ABTS

P "  UNIVERSIDAD NACIONAL JOSE FAUSTINO SANCHEZ CARRION -
HUACHO

PROY ECTO DE INVESTIGACION MODALIDAD FOCAM:

% FORMULACION DE BEBIDAS FUNCIONALES CON CAPACIDAD ANTIOXIDANTE A

10
G

- BASE DE FRUTAS Y VERDURAS

Protocolo Capacidad Antioxidante ABTS-QUENCHER

810 uL ABTS
v (stock) 900 pL ABTS 100 pL Etanol- agua

0mL
Etanol-Agua

Pesado Balanza =0.004
Semi-micro muestra

Leer la absorbancia (A) Transferir 200 pL Centrifugar
a734nm muestra, curva y control 1000g x 10
min a 4°C
Dilucidn seriada: Curva estandar Trolox

Trolox Kit 500 pL Buffer

100 pL control o 90 ABT:
Photochem ~fosfato 5mM éurva _&% pM?
v

vV 1920 pL 500 pL 500 pL
Etanol-Agua  Etanol-Agua Etanol-Agua

& ETE 500 L 500 L 500 L I
S sy U

Agitar, refrigerar, centrifugar
TROLOX { [
1000 pM r r = !

400 uM 200 uM

100 uM 50uM Preparacion de ABTS stock:

: Para 5 mL: pesar 0.0192 g de ABTS, pesar -
340 FI‘LA EO “:— 2 T :0.0033 g de persulfato potasico y agregar -
anol - Aga anol -agu “agua UP en una fiola de 5 mL, mantener -

. oscuridad TR por 16 horas, extraeralicuotas -
60 pL 500 pL 500 pLj . de 1 mL o 500 pL, ultracongelar. .

400 pM 200 M 100 UM
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ANOVA de un solo factor: DPPH-Extractable vs. Harina

* NOTA * No es posible dibujar la gréfica de intervalo para el procedimiento de Tukey.
Lasgraficas de intervalo para las comparaciones son ilegibles con mas de 45 intervalos.

Método

Hipdtesis nula
Hipotesis alterna

Anexo 6

Todas las medias son iguales
No todas las medias son iguales
Nivel de significancia o = 0.05

Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores

Harina 13 Anita, Blanca flor, Del cielo, Don bitute, Don lucciano, Don lucho, Dofa
vera, El molino, Gran panadero, Inca, La italiana, La panera, Las Mercedes

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust.

MC Ajust. Valor F Valor p

Harina 12 1233.94

Error 26

102.828 50.11 0.000

53.35 2.052
Total 38 1287.29

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

143246  95.86% 93.94%  90.68%
Medias

Harina N Media Desv.Est. ICde 95%
Anita 3 14.279 0.840 (12.579, 15.979)
Blanca flor 3 29.07 1.86 (27.37,30.77)
Del cielo 3 10963 0.541 (9.263, 12.663)
Don bitute 3 18.865 1.012 (17.165, 20.565)
Don lucciano 3 26.786 1.381 (25.086, 28.486)
Don lucho 3 27.58 2.57 (25.88,29.28)
Doia vera 3 25.648 0.654 (23.948, 27.348)
El molino 3 24173 1.510 (22.473, 25.873)
Gran panadero 3 26.88 2.11 (25.18, 28.58)
Inca 3 22167 1.123 (20.467, 23.867)
La italiana 3 16.285 1.415 (14.585, 17.985)
La panera 3 19.272 0.844 (17.572,20.972)
Las Mercedes 3 27933 1.240 (26.233, 29.633)

Desv.Est. agrupada = 1.43246

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Harina N Media Agrupacion
Blanca flor 3 2907 A

Las Mercedes 3 27933A B

Don lucho 3 2758A B
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DPPH-Extractable
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Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Grafica de intervalos de DPPH-Extractable vs. Harina
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ANOVA de un solo factor: DPPH-Quencher vs. Harina

* NOTA * No es posible dibujar la gréfica de intervalo para el procedimiento de Tukey.
Lasgraficas de intervalo para las comparaciones son ilegibles con mas de 45 intervalos.

Método

Hipdtesis nula
Hipotesis alterna

Anexo 7

Todas las medias son iguales
No todas las medias son iguales
Nivel de significancia o = 0.05

Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.

Informacion del

factor

Factor Niveles Valores

Harina 13 Anita, Blanca flor, Del cielo, Don bitute, Don lucciano, Don lucho, Dofa
vera, El molino, Gran panadero, Inca, La italiana, La panera, Las Mercedes

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust.

MC Ajust.

Valor F Valor p

Harina 12
Error 26
Total 38

33006 275047 61.08 0.000

1171 45.03

34176

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

6.71039  96.57% 94.99%  92.29%
Medias

Harina N Media Desv.Est. ICde 95%
Anita 3 81.21 8.59 (73.24,89.17)
Blanca flor 3 128.92 6.74 (120.96, 136.88)
Del cielo 3 4575 275 (37.79,53.72)
Don bitute 3 110.58 7.55 (102.62, 118.54)
Don lucciano 3 125.24 4.49 (117.28, 133.20)
Don lucho 3 151.99 9.54 (144.03, 159.96)
Dofia vera 3 131.27 7.99 (123.30, 139.23)
El molino 3 14847 7.08 (140.51, 156.43)
Gran panadero 3 119.59 4.72 (111.63, 127.56)
Inca 3 113.30 2.75 (105.33, 121.26)
La italiana 3 119.84 7.88 (111.88, 127.81)
La panera 3 9484 3.88 (86.88, 102.81)
Las Mercedes 3 155.18 8.34 (147.21,163.14)

Desv.Est. agrupada = 6.71039

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Harina N Media Agrupacion
Las Mercedes 3 15518 A

Don lucho 3 15199 A

El molino 3 14847 A B
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DPPH-Quencher

La desviacidn estandar agrupada se utilizo para calcular los intervalos.

Grafica de probabilidad normal vs. ajustes
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Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Anexo 8
ANOVA de un solo factor: ABTS-Extractable vs. Harina

* NOTA * No es posible dibujar la gréfica de intervalo para el procedimiento de Tukey.
Lasgréficas de intervalo para las comparaciones son ilegibles con mas de 45 intervalos.

Método
Hipdtesis nula Todas las medias son iguales
Hipdtesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o = 0.05

Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores

Harina 13 Anita, Blanca flor, Del cielo, Don bitute, Don lucciano, Don lucho, Dofia
vera, El molino, Gran panadero, Inca, La italiana, La panera, Las Mercedes

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. ValorF Valorp
Harina 12 12297.5 1024.79 36.30 0.000
Error 26 733.9 28.23

Total 38 13031.4

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

531296 94.37% 91.77% 87.33%

Medias
Harina N Media Desv.Est. ICde 95%
Anita 3 11183 491 (105.52, 118.13)
Blanca flor 3 11254 3.39 (106.24, 118.85)
Del cielo 3 109.92 6.83 (103.61, 116.23)
Don bitute 3 116.812 1.232 (110.506, 123.117)
Don lucciano 3 107.61 3.15 (101.30, 113.92)
Don lucho 3 113.21 10.19 (106.90, 119.51)
Dofa vera 3 134.25 2.36  (127.95, 140.56)
El molino 3 7112 529 (64.81,77.42)
Gran panadero 3 110.61 5.01 (104.31,116.92)
Inca 3 138.89 7.34 (132.59, 145.20)
La italiana 3 80.54 452 (74.23,86.84)
La panera 3 99929 1.277 (93.623, 106.234)
Las Mercedes 3 96.80 591 (90.50, 103.11)

Desv.Est. agrupada = 5.31296

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Harina N Media Agrupacién
Inca 3 13889 A

Dofa vera 3 13425 A

Don bitute 3 116.812 B
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ABTS-Extractable
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Anexo 9

ANOVA de un solo factor: ABTS-Quencher vs. Harina

* NOTA * No es posible dibujar la gréfica de intervalo para el procedimiento de Tukey.
Lasgraficas de intervalo para las comparaciones son ilegibles con mas de 45 intervalos.

Método
Hipdtesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o = 0.05

Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores

Harina 13 Anita, Blanca flor, Del cielo, Don bitute, Don lucciano, Don lucho, Dofa
vera, El molino, Gran panadero, Inca, La italiana, La panera, Las Mercedes

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. ValorF Valorp
Harina 12 167867 13988.9 21.54 0.000
Error 26 16888 649.5

Total 38 184755

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

25.4861 90.86% 86.64%  79.43%
Medias

Harina N Media Desv.Est. ICde 95%
Anita 3 67545 7.93 (645.20, 705.69)
Blanca flor 3 6711 215 (640.9,701.4)
Del cielo 3 63646 13.45 (606.21, 666.71)
Don bitute 3 67123 11.36 (640.98, 701.47)
Don lucciano 3 6999 404 (669.6, 730.1)
Don lucho 3 71196 6.22 (681.72,742.21)
Dofa vera 3 8535 41.2 (823.2,883.7)
El molino 3 7004 28.8 (670.1,730.6)
Gran panadero 3 668.1 19.5 (637.9,698.4)
Inca 3 8235 42.1 (793.3,853.7)
La italiana 3 801.70 13.78 (771.45, 831.94)
La panera 3 7530 30.2 (722.8,783.3)
Las Mercedes 3 670.80 12.81 (640.55, 701.04)

Desv.Est. agrupada = 25.4861

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Harina N Media Agrupaciéon
Dofa vera 3 8535A

Inca 3 8235A B

La italiana 3 801.70A B

71



ABTS-Quencher
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Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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