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RESUMEN

Torrico, D. 2006. Anélisis de compuestos fendlicos y estabilidad del color en el jugo de
cascaras de uvas Muscadinas (Vitis rotundifolia). Proyecto de Graduacion del Programa
de Ingenieria en Agroindustria, Escuela Agricola Panamericana, Honduras. 21 p.

Las uvas muscadinas son originarias del sur-este de los Estados Unidos; estdn muy
adaptadas a las condiciones de humedad y calor existentes en esta region del pais. La
cascara y semilla poseen altos contenidos de compuestos fendlicos y antocianinas con
propiedades nutracéuticas. El objetivo del estudio fue medir compuestos fenolicos y
estabilidad del color en extractos de cdscaras en uvas muscadinas. Se utiliz6 el cultivar
Noble por el color oscuro de la cascara. El jugo fue sometido a diferentes tratamientos y
procesos industriales. Los tratamientos evaluados fueron: el jugo fermentado, el jugo
fermentado con 200 ppm de SO; y el jugo sometido a una extraccion de azucares con
resina amberlite. Adicionalmente, se probaron dos procesos de concentracion:
deshidratacion utilizando calor y liofilizacion. Se midieron compuestos fendlicos y
antocianinas en un periodo de almacenamiento de 20 dias a 30°C. Para el andlisis
estadistico en la medicion de las propiedades de las antocianas y fenoles se empled un
disefio de BCA con un arreglo factorial de 4x3x5, ademads se utilizé otro disefio de BCA
con un arreglo factorial de 4x3x3 para el andlisis de HPLC. Los procesos de
concentracion incluyendo el control, no mostraron diferencias significativas entre ellos
(P>0.05). Esto ocurrio en todas las variables medidas a través del tiempo en el
experimento. El tratamiento de fermentacion fue el que mostrd significativamente una
mayor reduccion de los s6lidos solubles iniciales del jugo en comparacion con el proceso
del lavado con amberlite (P<0.05). A lo largo del experimento se demostro que el SO,
evito la polimerizacion de las antocianinas y la perdida de color. Las cantidades de acido
ellagico y quercetina en analisis de HPLC no tuvieron diferencias estadisticas en el
tiempo (P>0.05), mostrando la estabilidad de estos compuestos fendlicos.

Palabras claves: antocianinas, amberlite, fermentacion, fenoles, liofilizacion, SO,

Wilfredo Dominguez, M.Sc.
Asesor
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1. REVISION DE LITERATURA

1.1. LAS UVAS MUSCADINAS

Las uvas muscadinas crecen en el sur de los Estados Unidos, poseen varias formas,
tamafios y colores. Se encuentran en forma salvaje y se caracterizan por tener una piel
gruesa y dura con una pulpa que rinde menos jugo que otro tipo de uvas. Tiene un aroma
descrito como almizclefio (Braswell, 2002).

Estas uvas son altas en el contenido de compuestos fenolicos, los cuales tienen
propiedades antioxidantes que pueden resultar beneficiosos para la salud humana. Las
uvas muscadinas contienen otros compuestos benéficos, tales como el acido galico y el
acido ellagico (Braswell, 2002). La mayoria de los compuestos fendlicos en las uvas se
encuentran en las semillas y las céscaras. La pulpas de uva muscadine tiene un contenido
bajo de fenoles. Las semillas de esta uva muestran gran capacidad antioxidante al igual
que las cascaras, pueden ser utilizados en la elaboracion de productos nutraceuticos
(Pastrana-Bonilla y Sellappan, 2003).

1.2. COMPUESTOS FENOLICOS Y ANTOCIANINAS EN UVAS MUSCADINAS

Estudios realizados por Pastrana-Bonilla y Sellappan (2003), determinaron las cantidades
de polifenoles, antocianinas y capacidad antioxidante de la cascara de ciertos cultivares de
uvas muscadinas (Cuadro 1y 2).

Cuadro 1. Compuestos fenolicos en cascaras de diferentes cultivares de uvas
muscadinas (mg/100 g de peso hiimedo) *.

Compuesto Fenélico’

Cultivar Acido ellagico Myricetina Quercetina Kaempferol Resveratrol
Paulk 147+1.1 1.8+£0.1 1.7+£0.5 0.4+0.0 ND’
Cwart 21.6+1.7 64+£06 09+0.1 02+0.0 02+0.0
Supreme 6.2+0.3 20+04 3.0£0.6 0.2+0.0 0.2+0.0
Ison 222+ 1.6 7.1£0.6 1.4+0.2 0.6+0.1 0.2+0.0
Noble 14.6£0.2 4.8=+0.1 0.5+0.0 0.3+0.0 0.1+0.0

Fuente: Pastrana-Bonilla y Sellappan (2003).

'Los valores de la tabla representan el promedio y las desviaciones estandares de tres
repeticiones.

*No detectado.



Cuadro 2.  Fenoles totales, antocianinas totales y capacidad antioxidantes de las
cascaras de diferentes cultivares de uvas muscadinas.

Antocianinas Totales CAET!'
Fenoles Totales (mg/100 g de P.H. como (nM/g de

Cultivar (mg/100 g de P.H.%) cyanidina 3-glucésido P.H.%)
Paulk 363.6 177 12.1
Cwart 261.6 107.8 12.4
Supreme 329.9 135.5 12.2
Ison 365 174.5 13.3
Noble 355.1 655 12.4

Fuente: Pastrana-Bonilla y Sellappan (2003).
!Capacidad antioxidante en equivalentes de Trolox.
*P.H. Peso Hiimedo.

El 4cido ellagico y la myricetina fueron los compuestos fendlicos mas abundantes en la
cascara de uvas muscadinas, ademas los diferentes cultivares mostraron altos contenidos
de antocianinas y capacidad antioxidante. El cultivar Noble presento una concentracion de
antocianinas de 655 mg/100g de peso himedo expresado como cyanidina 3-glucésido y
una capacidad antioxidante de 12.4 uM/g de peso humedo. (Pastrana-Bonilla y Sellappan,
2003).

1.3. ESTABILIDAD DE ANTOCIANINAS EN UVAS MUSCADINAS

Segun estudios realizados por Flora (1977), ciertas variedades de uvas muscadinas de
cultivares de céscara oscura poseen antocianinas que son inestables durante el almacenaje,
al descolorarse severamente a 21°C en un extracto de las mismas. El bronceado de las
muestras de jugo ocurrié en el plazo de tres semanas. Se demostrd también que la
estabilidad de color depende del contenido inicial del pigmento y del cultivar.

Estudios realizados por Sims y Morris (1986) probaron que la adicion de acetaldehido a
vinos hechos con uvas muscadinas, puede acelerar la polimerizacion de algunas
antocianinas con ciertos taninos, consecuentemente el color de la solucion se mantendria
estable por mas tiempo. Sin embargo, las cantidades de acetaldehido produjeron algunas
perdidas de compuestos fenolicos en un periodo de ocho meses. El estudio sugiere que
ciertas practicas pueden incrementar la produccion de acetaldehido y realzar la
polimerizacion de antocianinas con ciertos taninos, mejorando la estabilidad de color del
vino hecho con uvas muscadinas, haciendo que la oxidacion no sea tan severa y que el
polimero antocianina-tanino no se vuelva tan extenso que cause la precipitacion del
mismo. Otros estudios hechos por Bakker y otros (1997) sugieren, que la adiciéon de SO, a
las soluciones de vino puede, considerablemente, disminuir la pérdida de color en el
tiempo, via la formacién de compuestos como las antocianinas-bisulfito, que son estables
dentro de la matriz del vino.



1.4. COMPUESTOS FENOLICOS Y ANTOCIANINAS EN LA SALUD HUMANA

Los polifenoles son un grupo de compuestos quimicos presentes de forma natural que
presentan anillos aromaticos con sustituyentes hidroxilos, en su mayoria son potentes
antioxidantes necesarios para el funcionamiento de las células vegetales. Se encuentran en
frutas, verduras y bebidas (Kinsella, 1993).

En un estudio realizado por Ghiselli (1998) se analizaron tres sub-fracciones polifendlicas
de un vino tinto. Evaluaron la capacidad de atrapar radicales hidroxilo y peroxilo que
simula la inhibicion de la oxidacion in vitro de la lipoproteina de baja densidad (LDL) y la
agregacion plaquetaria, que se dan en la arterogénesis. La fraccion de las antocianinas
resulto ser la mas efectiva tanto en su capacidad de atrapar especies reactivas de oxigeno
como en su capacidad de inhibir la oxidacién de LDL y la agregacion plaquetaria.



2. INTRODUCCION

Las uvas muscadinas (Vitis rotundifolia) son originarias del sur-este de los Estados
Unidos, estan bien adaptadas a las condiciones de humedad y calor existentes en esta
region del pais. Las muscadinas son vigorosas, los vifiedos pueden crecer de 18 hasta 30
metros de longitud, la fruta son pequefios racimos que constan de 3 a 40 uvas cada uno.
Los cultivares cuentan con diferentes variaciones de color que van desde bronce verdoso
al rojo rosaceo y uvas de color casi negro. Los contenidos de aztcar varian de 16% a 25%
en el cultivar mas dulce (Olien, 1990). Estas variedades solo tienen uno de los dos tipos
de flores que encontramos en las uvas, por lo que se considera una flor imperfecta y es
necesario una polinizacion cruzada entre un cultivar con flor perfecta como el “Ison” o el
“Granny Val” con flores femeninas muscadinas, para establecer una produccion de estas
uvas. Las muscadinas tienen la ventaja de no ser afectadas por enfermedades serias o
insectos en comparacion con otras uvas de la misma region. El periodo de maduracion
depende del cultivar. Las uvas son producidas usando variedades que se ajustan a
parametros de un nuevo mercado que demanda sabor, frutas libres de enfermedades y vida
de anaquel mas extensa del producto. Es muy importante para la industria de jaleas y
vinos que la produccién de jugo sea de alta calidad y rendimiento (Poling, 1985). En
recientes afios, estudios demostraron que la semilla y la céscara de la uva tienen
compuestos nutracetticos que llevan beneficios para la salud humana, substancias como
fenoles son encontrados en este tipo de uvas (Morris, 2004; Ergoniil y Bagdatlioglu,
2002).

En extractos de cascaras de uva, la clase principal de fitoquimicos presentes son las
antocianinas. Su concentracion es influenciada por variedad y cultivar, asi como otros
compuestos fendlicos encontrados en la céscara de muscadinas incluyen éacido ellagico,
resveratrol y compuestos glucésidos como myricetina, quercetina y kaempferol (Gomez,
2004; Pastrana, 2003). Las antocianinas muestran gran actividad antioxidante que
previene enfermedades cardiovasculares, ademds de tener propiedades anti-ulceras. Sin
embargo, para las antocianinas, una de las principales limitaciones es la pobre estabilidad
de almacenamiento que es afectada por su estructura quimica, el factor ambiental y la
interaccion con otros fitoquimicos en solucion (Del Pozo, 2004).

Algunos estudios muestran el efecto del acetaldehido en el color y estabilidad fisica de las
antocianinas que se da por la polimerizacion con otros fenoles o taninos presentes en la
solucion del vino (Sims, 1986; Bakker, 1998). Acectaldehido se considera como un
producto de la fermentacion alcohodlica; factores como la temperatura, oxigeno y SO,
afectan la produccion de este compuesto metabolizado por las levaduras (Baker, 1998). La
adicion de SO, durante la fermentacion ha demostrado levantar el nivel de acetaldehido



en vinos, probablemente por la inhibicidon de las enzimas deshidrogenasa del aldehido, sin
embargo dependiendo de la concentracion de SO, puede interferir con la polimerizacion
entre el acetaldehido y fenoles causando efectos decolorantes (Bakker, 1998; Sims, 1984).

El objetivo del estudio fue medir la estabilidad de pigmentos de extractos de cascara de
uvas muscadinas a través de diferentes procesos industriales y cambios en el tiempo,
ademas de medir algunos compuestos fendlicos presentes en las diferentes soluciones
usando Cromatografia Liquida (HPLC).



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. UVAS MUSCADINAS

Las uvas muscadinas fueron donadas por productores locales de Florida central, Estados
Unidos. Se utilizo la variedad Noble en el experimento por la oscuridad del color de la
cascara, las muestras fueron congeladas y mantenidas a una temperatura de -26°C. Las
cascaras se separaron de la pulpa manualmente y se dividieron en dos replicas (A y B),
cada muestra fue sometida a un proceso de extraccidon para obtener jugo de cdscara,
usando dos partes de agua caliente a 90°C y una parte de cascara, el jugo resultante se
filtro y clarific6 usando Diatomaceous Earth a 90% de SiO (Sigma Chemical Co., St
Louis, MO). El jugo de cascaras de uvas tiene ciertas cantidades de azucar, estudios
preliminares demostraron que posee alrededor de 6 % de solidos solubles. Estas
cantidades dificultan los procesos de concentraciéon por lo cual se probaron varios
tratamientos de remocion de azlicar previos a los procesos de concentracion.

3.2. TRATAMIENTO DE REMOCION DE AZUCAR

Se usaron tres tratamientos de remocion de azucar: fermentacion, fermentacion con SO, y
extraccion con la resina amberlite. Se afiadio 4 g/1 de levadura (Saccharomyces cerevisiae
spp) a un volumen de 200 ml de jugo. El jugo fue fermentado anaerobicamente por una
semana a 25°C. El mismo procedimiento descrito anteriormente se aplico a otros 200 ml
de jugo que incluia 200 ppm de SO,

La extraccion con Amberlite XAD-4 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) se us6 para
separar compuestos fenolicos y antocianinas de otras sustancias solubles en agua como
azucares. Las muestras de jugo fueron mezcladas con amberlite puro y lavadas varias
veces con agua, después se procedid a lavar la mezcla con metanol para separar
compuestos polifendlicos del puré de amberlite. El metanol se removié evaporando la
mezcla a 60°C bajo presiones reducidas. El concentrado de jugo se reconstituy6d con una
solucion buffer de 4cido citrico (pH=3.1) para el analisis.

3.3. PROCESO DE CONCENTRACION

Después de cada tratamiento de remocion de azucares, todas las muestras fueron
expuestas a dos procesos de concentracion diferentes. Una parte de las muestras de jugo
fueron expuestas a una liofilizadora a 200 Pa de presion por 30 horas. Otra parte de las



muestras se concentraron usando un evaporador para la remocion del agua a 95°C. Todas
las muestras fueron reconstituidas con una solucion buffer de acido citrico (pH=3.3).

3.4. VARIABLES

3.4.1. Medicion del color

Como es descrito por Wrolstad (1976), las muestras de jugo fueron diluidas en un factor
1:5 usando una solucion buffer de 4cido critico con un pH de 3.5. Las absorbancias de las
muestras fueron leidas a 420, 520 y 700 nm. Se calcul6 la densidad de color y la tonalidad
/ tinte.

Densidad de color = (Aszonm— A700nm) + (A4200m — A700nm) [1]
Tonalidad / tinte = (A4200m — A700nm) / (A5200m — A7000m) [2]

3.4.2. Antocianinas poliméricas y monoméricas

Los porcentajes de antocianinas poliméricas y monoméricas fueron determinadas usando
el método modificado de Boulton (2001). Las muestras de juego fueron diluidas a un
factor 1:5 usando una solucion buffer de acido citrico con un pH de 3.5. Se afiadi6 25 pl
de agua a 200 pl de muestra diluida (Apjanco). S afiadieron 20 ul de Na,SO;5 al 5% (p/v) a

otros 200 ul de muestra diluida (Asoz). Las absorbancias fueron leidas a 520 nm. Los
porcentajes de antocianinas poliméricas y monoméricas fueron calculas como:

% monomeéricas: [(Aplanco — As02)/Ablanco] * 100 [3]
% poliméricas: [(Aso2)/Ablanco] * 100 [4]

3.4.3. Antocianinas totales

El andlisis de antocianinas totales fue desarrollado siguiendo el método modificado
descrito por Giusti y Wrolstad (2001) utilizando el ajuste de la solucion buffer. Las
muestras de extractos de céscaras fueron diluidas a una apropiada concentracién con un
buffer de acido clorhidrico (pH=1) hasta que la absorbancia de la muestra estuviera en el
rango linear del espectrofotdmetro (0-1.2 unidades de absorbancia). Las absorbancias
fueron medidas a 520 y a 700 nm (para corregir el blanco) contra una celda blanca llenada
con buffer (pH=1) siguiendo el método diferencial descrito por Guisti y Wrolstad (2001).

3.4.4. Fenoles totales

El extracto fue diluido con una solucion buffer de acido citrico (pH=3). Los fenoles
totales fueron medidos seglin el método del reactivo Folin-Ciocalteu (Singleton, 1965). Se



introdujo 100 pl de muestra en un tubo de ensayo, se afiadieron 1.0 ml del reactivo Folin-
Ciocalteu y 1.0 ml de carbonato de sodio (CaCOs), el contenido fue mezclado y guardo
reposo por 10 min. La absorciéon fue medida a 726 nm en el espectrofotometro. Los
fenoles totales fueron expresados en equivalentes de acido galico (EAG) en miligramos
por gramo de muestra, usando una curva estandar generada a partir de 25, 50, 100, 200,
400 y 800 mg/1 de acido gélico.

3.4.5. Analisis en el HPLC

Para obtener compuestos fenolicos libres, las muestras fueron preparadas usando el
método modificado de hidrélisis &cida que consiste en colocar la muestra al 50% (v/v) con
metanol que tiene una concentracion 4 N de HCI. La solucion final es calentada a 95°C
por 60 min, como es descrito por Lee y Talcott (2003). La mayoria de compuestos
fenolicos y las antocianinas presentes en el jugo de céscara de uvas muscadinas fueron
separados por el HPLC usando las condiciones modificadas de cromatografia descrita por
Talcott (2002). La separacion fue desarrollada por una columna de 250 x 4.6 mm i.d.
Acclaim 120-C18 (Dionex, Sunnyvale, CA) con una columna con cartucho de C18. Las
fases moviles consistian de agua (fase B) y una fase de 60% de metanol (fase A) ambas
ajustadas a un pH 2.4 con 4cido fosforico. Un programa de gradientes de solventes corrid
la fase B de 100% a 50 % en 15 min, 50%-25% en 5 min, 25%-0% en 15 min y después
se sostuvo por 10 min a un caudal de 0.8 ml/min. Polifenoles y antocianinas fueron
identificadas por un interpretador espectropico, utilizando el tiempo de retencidon y
comparando las muestras con los estdndares auténticos (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO).

3.5. ANALISIS ESTADISTICO

Las propiedades de las antocianinas y el andlisis de los fenoles solubles totales utilizaron
un disefio de BCA con un arreglo factorial de 4x3x5 que incluye cuatro tratamientos, tres
procesos industriales de concentracion cada uno con sus respectivos controles y se evalud
cinco puntos en el tiempo. El andlisis del HPLC fue otro disefio de BCA con un arreglo
factorial de 4x3x3 que incluyd cuatro tratamientos, tres procesos industriales de
concentracion cada uno con sus respectivos controles y se evalu6 tres puntos en el tiempo.
Se realiz6 un analisis de varianza con medidas repetidas en el tiempo usando el programa
SAS version 8.2. Para la separacion medias se uso la prueba de SNK (P<0.05).



4. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. CONTENIDO DE SOLIDOS SOLUBLES

El contenido total de solidos solubles en el jugo de cada muestra fue medido usando el
refractometro Abbe (Leica Mark II). Los tratamientos como la fermentacion y la
extraccion con la resina amberlite fueron evaluados segiin su capacidad de remover
azucar.

Cuadro 3.  Contenido de solidos solubles totales (Brix) de cada tratamiento.
Tratamiento Brix* (%)
SO,' 2.52
Amberlite” 3.50 b
Control® 5.54 a
Fermentacion® 2.60 c

I - —
Fermentacion alcohoélica usando levadura y SO,.
*Extraccion con amberlite que consiste en remover el azicar con varios lavados con agua.
3 .
Jugo de extracto de cascaras.
4 . L qe
Fermentacion alcohoélica usando levadura.
*Valores con diferentes letras son significativamente diferentes (P<0.05).

Los procesos de concentracion (deshidratacion por calor y liofilizaciéon) no mostraron
diferencias estadisticas significativas (P>0.05). El Cuadro 3 muestra los so6lidos solubles
de cada tratamiento, ambas fermentacion tiene significativamente menores niveles de
solidos solubles en comparacion con la extraccion de resina amberlite y el jugo original.
El promedio de los sélidos solubles en el juego original fue de 5.5% y la fermentacion
redujo este valor a 2.5%. Es importante mencionar que el tiempo de duracion de la
fermentacion fue de una semana.
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4.2. FENOLES SOLUBLES TOTALES

El contenido de fenoles totales en cada proceso de concentracion (deshidratacion por calor
y liofilizacién) no mostr6 diferencias estadisticas significativas entre ellos. A través del
tiempo, la mayor concentracion de fenoles se quedo en el control y los otros tratamientos
mostraron similares comportamientos de decrecimiento. Los valores finales de la cantidad
de fenoles alcanzados en el experimento van desde 836.25 mg/l en el control y 594.29
mg/l en la extraccion con la resina amberlite. Sin embargo, el contenido total de fenoles
en la matriz del jugo no mostrdé cambio radical en el tiempo de almacenamiento a 30°C.
Es importante enfatizar que los tratamientos no empezaron con la misma cantidad de
compuestos fendlicos: al dia 0 del experimento, el control mostrd, significativamente,
mayor cantidad de compuestos fenolicos (985 mg/l) que otros tratamientos (P<0.05), esta
superioridad se mantuvo a través de todo el tiempo del experimento. El rango de pérdidas
expresadas como porcentajes de disminucion inicial de compuestos fendlicos comprendia
desde 17% en el control hasta un 30% en el tratamiento de fermentacion sin SO,.

—=— Control

S0O2
1150 - Fermentacion
—x— Amberlite

~ 1050 -
>
E
~ 950 -
(3]
g
2 850
(]
[}
[
S 750 -
LL

650

550

0 5 10 15 20
Tiempo (dias)
Figura 1. Fenoles solubles totales de los cuatro tratamientos a través del tiempo

determinados por el reactivo de Folin’s Ciocalteau y expresados en
equivalentes de acido galico (mg/1).

4.3. ANTOCIANINAS TOTALES

Los porcentajes de la concentracion inicial de antocianinas de cada proceso de
concentracion (deshidratacion por calor y liofilizacion) no mostraron diferencias
significativas entre ellos. Las antocianinas se mostraron mds estables en los tratamientos
de fermentacion con SO,. Los otros tratamientos mostraron un comportamiento similar de
decrecimiento en el tiempo y al final del experimento, no mostraron diferencias
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estadisticamente significativas entre ellos (P>0.05). El resultado confirma que en la matriz
del jugo, el SO, reduce el grado de pérdida de color y la polimerizacion fenolica (Bakker
y otros, 1997) y tiene efectos sobre la estabilizacion de las antocianas a través del tiempo.

110 - —m=— Control
SO2 .
< 100 - Fermentacion
L —x— Amberlite
c
= 90 -
Q
g 80 -
=
& 70-
c
S
© 60 -
[
o 50 -
S
40
0 5 10 15 20
Tiempo (dias)
Figura 2. Cambios de antocianinas expresados como porcentaje de la concentracion

inicial a través del tiempo

4.4 DENSIDAD DE COLOR Y TONALIDAD/TINTE

Los valores de la densidad de color en el Cuadro 4 muestran decrecimiento a través del
tiempo de almacenamiento. Los valores Tonalidad/Tinte se mueven en direccion opuesta
a la densidad de color. Decrecimientos en la densidad de color e incrementos en los
valores Tonalidad/Tinte estan correlacionados con la polimerizacion de largas cadenas de
antocianinas (Bakker y otros, 1997). El tratamiento de fermentacién con SO, muestra,
significativamente (P<0.05), el valor mas bajo en Tonalidad/Tinte al final del tiempo de
almacenamiento (20 dias) comparado con los otros tratamiento, posiblemente esto
significa que el SO, estabiliza algunas antocianinas para disminuir la polimerizacion de
largas cadenas.
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Cuadro 4. Cambios en la densidad de color y tonalidad / tinte a través del tiempo de
almacenamiento.
Tiempo (Dias)
Propiedad Tratamiento 0 5 10 15 20
SO,' 0.542 0318 0.355 0.335 0.373
Densidad de 1 erlite? 0596 0315 0325 0294 0330

color (Unidades
de absorbancia)  Control® 0.780 0.422 0.431 0.398 0.457

Fermentacién® 0.658 0.348 0.365 0.338 0.383

SO,’ 0423 0453 0504 0.585 0.658a
Tonalidad/  Amberlite’ 0.407 059 0.799 1.056 1.288b
Tinte* Control® 0.393  0.622 0.892 1.117 1.296b

Fermentacion® 0437 0.663 0931 1.284 1.501b
'Fermentacion alcohélica usando levadura y SO,.
*Extraccion con amberlite que consiste en remover el azicar con varios lavados con agua.
*Jugo de extracto de cascaras.
*Fermentacion alcohélica usando levadura.
*Valores con diferentes letras son significativamente diferentes (P<0.05).

4.5. ANTOCIANINAS POLIMERICAS

Todos los tratamientos a través del tiempo mostraron incrementos en el porcentaje de
antocianinas poliméricas, posiblemente debido a que la temperatura de almacenamiento
(30°C) aceler6 la polimerizacion natural de las antocianinas. La Figura 3 muestra las
diferencias entre los tratamientos en porcentajes de antocianinas poliméricas. La
fermentacion con SO, mostrd, significativamente (P<0.05), el menor porcentaje de
antocianinas poliméricas a través del tiempo en relacion con los otros tratamientos,
excepto en el tiempo 0, donde la fermentacion con SO, mostrd el mas alto porcentaje de
antocianinas poliméricas. El SO, probo6 tener efecto en disminuir la polimerizacion de las
antocianinas totales, probablemente, por su efecto estabilizador. El tratamiento que
mostro el valor més alto de polimerizacion fue la fermentacion sin SO, que mostré una
valor de 60.6% de polimerizacion al final del experimento, significativamente mas alto
que los otros tratamientos (P<0.05). Los procesos de deshidratacion por calor y
liofilizacidon, no mostraron diferencias significativas entre ellos (P>0.05).
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Figura 3. Cambios en el porcentaje de antocianinas poliméricas a través del tiempo

de almacenamiento.

4.6. ANALISIS DE CUANTIFICACION EN EL HPLC

El Cuadro 5 muestra la concentracion de acido elldgico y quercetina de cada tratamiento.
La cantidad de 4cido elldgico y quercetina no tuvieron, significativamente, diferencias
entre cada proceso de concentracion (deshidratacion por calor y liofilizacion) y no
mostraron diferencias en el tiempo de almacenamiento (P>0.05). El andlisis en el HPLC
mostrd que los compuestos fenolicos como el acido ellagico y la quercetina son estables
en condiciones de almacenamiento a 30°C. En la cuadro es posible observar, que la
cantidad de acido elldgico es mayor, significativamente, en el control que en otros
tratamientos (P<0.05). Sin embargo, la cantidad de quercetina es mayor en el tratamiento
de fermentacion con SO, que en el resto de los tratamientos. Los procesos de

deshidratacion por calor y liofilizacion no mostraron diferencias en el experimento
(P>0.05).
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CuadroS.  Concentraciones de acido ellagico y quercetina entre cada tratamiento™.

. Concentracion de acido Concentracion de
Tratamientos . . .
ellagico (mg/l) quercetina (mg/l)
SO, 2457 b 0.993 a
Amberlite? 223.1 b 0.774 b
Control® 325.1 a 0.080 b
Fermentacion® 2382 b 0.778 b

1 ./, yqe
Fermentacion alcohoélica usando levadura y SO,.
?Extraccion con amberlite que consiste en remover el aziicar con varios lavados con agua.
3 .
Jugo de extracto de cascaras.
4 ., yq-
Fermentacion alcohoélica usando levadura.
*Valores con diferentes letras son significativamente diferentes (P<0.05).



5. CONCLUSIONES

Los procesos de concentracion del jugo de cascaras de uvas muscadinas, en comparacion
con el control, no mostraron diferencias significativas entre ellos (P>0.05). Esto ocurri6
en todas las variables evaluadas y durante todo el tiempo del experimento.

El tratamiento de fermentacion fue el que mostrd significativamente, mayor reduccion de
los solidos solubles iniciales del jugo en comparacion con el proceso del lavado con
amberlite. Sin embargo, el proceso de fermentacion duré una semana usando una cantidad
de 4g/1 de levadura.

A través del tiempo de almacenamiento a 30°C se demostré que el SO, evitdé la
polimerizacion de las antocianinas en el experimento y la perdida de color, estabilizando
los pigmentos. El tratamiento de fermentacion sin SO, mostré el mas alto nivel de
polimerizacion en el experimento.

Las cantidades de acido ellagico y quercetina en analisis de HPLC no tuvieron diferencias
estadisticas en el tiempo. El control tuvo la mayor concentracién de 4cido ellagico y el
tratamiento de fermentacién sin SO, tuvo la mayor concentracion de quercetina en el
experimento.



6. RECOMENDACIONES

Cuantificar otros compuestos fenolicos en el extracto de cascaras de uvas muscadinas para
medir su estabilidad a través del tiempo.

Hacer un andlisis de las posibles reacciones quimicas que ocurren entre los fenoles,
taninos y antocianinas cuando se someten a diferentes tratamientos industriales.

Realizar mas ensayos para la extraccion de compuestos fenolicos y antocianinas,
evaluando diferentes solventes ademas del agua, como etanol y metanol para comparar la
eficiencia de extraccion.
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Anexo 1. Cuadro de fenoles solubles totales de los cuatro tratamientos a través del
tiempo determinados por el reactivo de Folin’s Ciocalteau y expresados en
equivalentes de acido galico (mg/l)*.

Tiempo (Dias)
Tratamientos 0 5 10 15 20
SO,' 81149 b  681.47 ab 68147 b 68147 b 681.47 b
Amberlite” 743.19 b 7279 ¢ 696.83 b 73298 b 59429 b
Control’ 08498 a 92793 a 9146 a 10202 a 836.25

Fermentacion® 808.83 b 86624 bc 753.54 b  783.67 b 618.38 b
"Fermentacion alcohdlica usando levadura y SO..
*Extraccion con amberlite que consiste en remover el azicar con varios lavados con agua.
3Jugo de extracto de cascaras.
*Fermentacion alcoholica usando levadura.
*Valores con diferentes letras son significativamente diferentes (P<0.05).

Anexo 2. Cuadro de cambios en antocianinas expresados como porcentaje de la
concentracion inicial a través del tiempo™.

Tiempo (Dias)
Tratamiento 0 5 10 15 20
SO, 100 100.49 a 90.76 a 80.17 a 72.78 a
Amberlite? 100 933 ab 72112 b 56.66 b 4727 b
Control® 100 88.21 bc 6587 b 51 bc 46.06 b
Fermentacion® 100 8534 ¢ 6736 b 4728 ¢ 399 b

"Fermentacion alcohdlica usando levadura y SO..
*Extraccion con amberlite que consiste en remover el azicar con varios lavados con agua.
3Jugo de extracto de cascaras.
4 ., yqe
Fermentacion alcohoélica usando levadura.
*Valores con diferentes letras son significativamente diferentes (P<0.05).
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Anexo 3. Cambios en tonalidad / tinte a través del tiempo de almacenamiento.
1.5 4 —a— S02
—x— Amberlite
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Anexo 4. Cuadro de cambios en el porcentaje de antocianinas poliméricas a través
del tiempo de almacenamiento*.
Tiempo (Dias)
Tratamiento 0 5 10 15 20
SO, 1792 a 18.77 ¢ 25.00 b 37.61 b 38.89 ¢
Amberlite’ 1636 ab 2096 bec 28.03 b 47.08 a 5090 b
Control® 1428 b 2411 b 38.10 a 5128 a 5234 b
Fermentacion® 14.49 b 28.35 a 3993 a 55.24 a 60.66 a

"Fermentacion alcohdlica usando levadura y SO..
2 ., . . , .
Extraccion con amberlite que consiste en remover el azlicar con varios lavados con agua.
3Jugo de extracto de cascaras.
4 ., yqe
Fermentacion alcohoélica usando levadura.
*Valores con diferentes letras son significativamente diferentes (P<0.05).
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