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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como finalidad determinar el efecto de técnicas pre-fermentativas del
orujo de uva en su microestructura, midiendo la concentraciéon de polifenoles y actividad
antioxidante, durante el proceso de fermentacién alcohodlica. Para lograr el objetivo se
realizaron fermentaciones a escala de laboratorio, para mosto con orujo sometido a cuatro
tratamientos pre-fermentativos: Molienda, Secado, Congelacién y Congelacion con posterior
radiacion UV; mas una fermentacion sin tratamiento de orujo. Para la cuantificacién de los
compuestos fendlicos se hicieron las siguientes mediciones: Polifenoles Totales (Método Folin-
Ciocalteau), Flavonoides Totales (Método Colorimétrico), Antocianinas Monoméricas
(Método diferencial de pH) y Actividad Antioxidante (Método Radical DPPH-). Los
resultados de la presente investigacion demostraron que el unico pre-tratatmiento de orujo que
tuvo efecto en la concentracién de polifenoles totales, flavonoides totales, antocianinas y
actividad antioxidante, fue la molienda de orujo, obteniendo valores 70%, 81%, 166% y 55%,
respectivamente en comparacion a la fermentacion sin tratamiento de orujo. Los tratamientos
de Secado, Congelacion y Congelacion con posterior radiacion UV, significaron un cambio
s6lo en la concentracion de monémeros de antocianinas, en comparacion con la fermentacioén
sin tratamiento de orujo. El aumento medido en la concentraciéon de antocianinas fue de: 187%
el secado, 443% la congelacion y 394% la congelacion con posterior radiacion UV.

Del trabajo realizado se concluye que los pre-tratamientos estudiados si afectan la micro-
estructura celular, siendo el mas efectivo el de molienda de orujo, ya que produjo un aumento
en todas las variables medidas. Los tratamientos restantes sélo tuvieron efecto en la
concentracién de antocianinas, lo que confirma que si hubo un cambio en la estructura celular,
pues éstos compuestos estan ubicados en las vacuolas de las células de la piel, y por tanto se
puede inferir que los tratamientos realizados si produjeron un cambio estructural que permitié
la liberacién de éstas al vino. Se recomienda evaluar nuevamente los tratamientos aqui
empleados, pero monitoreando el nivel de destruccion celular, para asi tener una nocién mas
clara de lo que ocurre a nivel micro-estructural y realizar un analisis sensorial, posterior a todo

el proceso de vinificacion, para determinar la calidad del producto final.
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ABSTRACT

The aim of this study was to determine the effect of pre-fermentative treatment on grape
pomace structure, measuring polyphenol concentration and antioxidant activity, during the
alcoholic fermentation process. To achieve this goal, fermentations were performed with pre-
treated grape pomace, the treatments applied were: grinding, drying, freezing and freezing with
UV radiation, plus a fermentation without grape pomace pre-treatment. To determine the
phenolic composition the following measures were made: Total Polyphenols (Folin-Ciocalteau
Method), Total Flavonoids (Colorimetric Method), Anthocyanins (pH differential Method)
and Antioxidant Activity (DPPH scavenging Method). The results showed that the only pre-
treatment that increased the total polyphenols, total flavonoids, anthocyanins and antioxidant
activity was the grape pomace grinding (70%, 81%, 166%, 55%) in comparison with the non-
treated grape pomace fermentation. The drying, freezing and freezing with UV radiation only
had an effect on the anthocyanins concentration, compared to the control fermentation. Each

treatment increased the anthocyanins in 187%, 443%, 394%.

From the results, it is clear that the studied pre-treatments had an effect on grape pomace cell
structure, being the grinding the most effective method. The remaining treatments only had an
effect on anthocyanins profiles, which asures that there was a change on the cell structure,

because the anthocyanins are located on the vacoules of grape skin cells.

Further studies should be carried out with cell structure analysis, to get a better idea of what
happened at a cellular level , that can give more information about the observed phenomena.
Sensorial test should be carried out at the end of the vinification process to evaluate the quality

of the final product.
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1 INTRODUCCION

En los ultimos afios el vino ha sido objeto de diversos estudios que tienen por objetivo,
determinar condiciones de operaciéon o mejoras tecnoldgicas en el proceso de produccion, que
permitan obtener un producto de calidad superior. La calidad del vino depende de la
composicion quimica que éste posee. Existen dos grupos de compuestos de gran relevancia en
las propiedades organolépticas y sensoriales del vino: los compuestos volatiles (que
caracterizan el aroma del vino) (Jiang et al., 2013) y los compuestos fenolicos (que caracterizan
propiedades como astringencia, color) (Garrido and Borges, 2013). De acuerdo a estudios
epidemiolégicos y clinicos el consumo moderado de vino tinto reduce el riesgo de aparicion de
enfermedades como cancer, diabetes, osteoporosis, enfermedades cardiovasculares,
enfermedades neurodegenerativas (Scalbert et al., 2005; Stoclet et al., 2004). Lo anterior se
atribuye al alto contenido de compuestos fendlicos que tiene el vino tinto, la estructura quimica
de los compuestos fendlicos, permite que estos actien neutralizando a los radicales libres que
provocan el estrés oxidativo, el cual desencadena en las enfermedades antes mencionadas
(Scalbert et al., 2005; Stoclet et al., 2004). La capacidad de los polifenoles de actuar como
antioxidantes, permite que el vino pueda ser envejecido, ya que estos compuestos, protegen al
vino de la oxidaciéon (Bimpilas et al., 2015). En la uva, los polifenoles se encuentran
principalmente en el orujo (65% en las pepas, 12% en la piel) (Hidalgo and Hidalgo Togores,
2011) y durante el proceso de elaboraciéon del vino sélo una parte de dicha composiciéon se
extrae hacia el vino, debido a la insuficiente permeabilidad de las células que hacen que la
liberacién de polifenoles sea menor (Lea and Piggott, 2003), es por esto que en la actualidad se
utilizan diversas técnicas pre-fermentativas que tienen como objetivo aumentar la
permeabilidad de las membranas celulares, para asi, aumentar la liberacion de estos compuestos
al vino: termovinificacién (Kelebek et al., 2007), maceracion en frio (Cai et al., 2014),
utilizacién de pulsos eléctricos (Puértolas et al., 2010), entre otras. Sin embargo la utilizacién de
estas técnicas puede afectar el color y estabilidad del producto final (Cai et al., 2014). En el
presente estudio se propone la implementacién de tratamientos pre-fermentativos de orujo de
uva, que bajo distintas condiciones, se espera afecten la microestructura celular, aumentando la
permeabilidad de las membranas celulares, obteniendo asi una mayor concentracién de

compuestos fenolicos, lo que significarfa un vino con mayor capacidad antioxidante.



1.1 Hipotesis
El tratamiento pre-fermentativo en el orujo de uva afecta la microestructura celular
permitiendo una mayor liberacién de compuestos fendlicos en el proceso de elaboracion de

vino.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo General

Determinar el efecto del tratamiento fisico del orujo en la concentracion de polifenoles y la

capacidad antioxidante durante el proceso de fermentacion alcohélica.

1.2.2 Objetivos Especificos
e Obtener perfiles de concentracion de polifenoles y actividad antioxidante, mediante la
realizacion de fermentaciones alcoholicas a escala de laboratorio, a partir de mosto con
orujo sometido a distintos tratamientos pre-fermentativos.
e Determinar la relacién que existe entre el contenido de polifenoles totales, flavonoides
totales y antocianinas, durante la fermentacién con la capacidad antioxidante.
e LBvaluar el efecto del pre-tratamiento de orujo en el desarrollo de la fermentacion

alcoholica.



2 ANTECEDENTES

2.1 Mercado del vino

La actividad vitivinicola en Chile pasé de producirse artesanalmente, hasta ser uno de los
principales productos exportados por el pais. Las condiciones climaticas permiten que en Chile
se produzcan gran variedad de vinos, habiendo 14 regiones vinicolas a lo largo del pais desde el
Valle del Elqui en la regién de atacama hasta la regiéon del Bio Bio (Dowling, 2012). El hecho
de poseer estas ventajas naturales ha hecho que la industria del vino se haya desarrollado
enormemente en las ultimas décadas, convirtiéndose en uno de los principales paises

exportadores de vino en el mundo:
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Figura 2-1: Exportacion a nivel mundial de vino en el afio 2015. Fuente: (ITC, 2016)

Como se puede apreciar en la Figura 2-1, Chile ocupa la cuarta posicién de los principales
paises exportadores de productos vitivinicolas, lo que equivale al 6% de la exportacién mundial
de vino. El pais que lidera la exportaciéon de vinos es Espana con cerca de 2.500 toneladas
anuales. De todo el vino producido en Chile, alrededor del 60% es exportado (OIV, 2016), el
resto es para consumo nacional, los principales paises hacia los cuales se exporta el vino se

muestran en la Figura 2-2:
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Figura 2-2: Destino de exportaciones del Chile afio 2015, Fuente: (ITC, 2016)

Cabe destacar que en los afos previos al 2015 el principal destino de exportacion era Estados
Unidos, el cual es uno de los principales importadores de vino a nivel mundial. En el 2015 esta

tendencia cambié y China es el principal consumidor de vinos de origen chileno (18%).

Este aumento se debe al esfuerzo realizado por ciertas vifias, que a lo largo de los afos han
buscado posicionar a Chile como uno de los productores de vino de calidad (Dowling, 2012),
otro factor a considerar es la globalizaciéon que ha hecho que el gigante asiatico conozca cada

vez mas acerca del consumo del vino (Dowling, 2012).

El aumento en el consumo de vino a nivel mundial se puede atribuir a que las técnicas de
producciéon empleadas en el ultimo tiempo han permitido incrementar sus propiedades
organolépticas, haciendo a este producto aun mas deseable por el consumidor. Y lo que hace
que Chile se haga cada vez mas conocido en el mercado mundial es la elaboracién de vinos de

alta calidad a precios no tan elevados.

2.2 Proceso de elaboracion de vino

El vino se define como una bebida alcohdlica obtenida de la fermentaciéon alcohdlica del

mosto de uva, mediante la accién metabdlica de levaduras sobre las aztcares presentes en la



pulpa (Fructosa y Glucosa), convirtiéndolas en etanol y diéxido de carbono (Grainger and

Tattersall, 2005):

CoHy, = 2CH,CH,OH + 2C0, + Energia

En la Figura 2-3 se presenta un esquema de la elaboraciéon del vino, el cual consta de las

siguientes etapas:

2.2.1 Elaboracion Vino Tinto

Vendimia

Cuando el fruto adquiere el grado de madurez deseado se cosecha. La cosecha puede
realizarse en forma manual o mediante la utilizacion de maquinas.

Recepcion y despalillado

A la uva recepcionada se le remueve la parte herbacea del racimo (raspén o escobajo), esto
se hace con la finalidad de evitar que el vino quede con olores y sabores herbaceos
desagradables, que finalmente con el tiempo afectarfa su contenido acido y disminuirfa su
grado alcohdlico.

Estrujado

Los granos de uva despalillados son estrujados para obtener el mosto, es decir, mediante
presion se produce la ruptura de la uva, poniendo en contacto la pulpa con la piel y las
pepas.

Fermentacién Alcohélica

Previo a la fermentacién se debe acondicionar el mosto, con la finalidad de que la
fermentacion se lleve a cabo correctamente, las adiciones que se realizan usualmente son:

» Adicién de dioxido de azufre: Su principal funcién es actuar como un desinfectante,
también brinda cierto poder antioxidante en el vino, se afade para inhibir el
crecimiento de levaduras salvajes y otras bacterias.

» Adicién de sucrosa: En general, en climas frios las uvas no contienen suficiente azicar
para producir un vino balanceado.

» Regulacion de pH: Puede ser necesatia cuando el pH del mosto es muy alto o muy
bajo.

» Adicién de levaduras: El productor de vino tiene la posibilidad de llevar a cabo la
fermentacion con la levadura presente en la piel (Pruina) o bien puede hacer una

adicion de cierta levadura especifica.



» Nutrientes para las levaduras: Al ser microorganismos vivos necesitan nutrientes
especificos para sobrevivir. Usualmente se utiliza el diamonio fosfato (DAP), que
asegura que la levadura consuma la totalidad de las azdcares y para frenar la formacién
de 4cido sulthidrico, se utiliza cuando los mostos no son ricos en nitrégeno. Otro
nutriente es la tiamina (vitamina B1) que ayuda a aumentar la poblacion de levadura y

que vivan por un periodo de tiempo mayor.

La fermentacién es un proceso que produce una liberaciéon de energfa por lo que durante la
elaboraciéon del vino, la temperatura debe ser controlada. Durante el proceso de
fermentacion se produce la extracciéon de color hacia el vino, ya que el jugo de uva se
encuentra en contacto con el orujo (piel y pepas), al producirse didéxido de carbono el orujo
es empujado por el gas, hacia la superficie formandose “el sombrero” y disminuyendo el
contacto entre el jugo y el orujo, por esta razon se realiza el remontado, que consiste en

hundir el orujo en el jugo periédicamente para aumentar la extraccién de color.

Descube

Una vez terminada la fermentacién y maceracion, segun sea el caso, se separa el mosto del
orujo.

Prensado

La parte solida que fue separada en el descube se somete a un prensado, en donde se extrae
el vino de prensa, que corresponde al liquido remanente en el orujo que queda de la

fermentacion.

Fermentacién Malolactica

Ocurre después de la fermentacioén alcohdlica y corresponde al proceso de transformacion
de acido malico a acido lactico, esta transformaciéon ocurre por la acciéon de bacterias del
género Lactobacillus, Lenconostoc y Pediococcus

Clarificacion

En esta etapa se le adicionan compuestos organicos al vino con la finalidad de precipitar
elementos que provocan la turbidez del vino.

Crianza en barrica

Dependiendo del tipo de vino que quiere producirse es el tiempo de maduraciéon que

necesita. Para vinos de reserva o gran reserva el vino se somete a periodos largos de
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maduracion en barricas de madera, en donde la acidez disminuye y el sabor del vino en
cuestion se hace mas agradable. Durante este tiempo el vino se somete a una oxigenacion
leve (que le da estabilidad de color al vino) y absorbe compuestos de la madera que le dan
caracterfsticas aromaticas especificas al vino.

e Crianza en botella
Luego de ocurrida la maduracion se procede a embotellar el vino, el vino se redondea y

alcanza su momento 6ptimo de consumo.

2.2.2 Elaboracion Vino Blanco

Para el caso del vino blanco el proceso es similar, pero en distinto orden, a continuacién se
detalla el proceso de elaboraciéon de vino blanco y en la Figura 2-4 se puede ver el esquema del

proceso (Grainger and Tattersall, 2005):

e Estrujado
Una vez en la vifa, se les remueven los tallos y son ligeramente estrujadas.

e DPrensado
A diferencia del proceso de elaboracion de vino tinto, el prensado ocurre antes de la
fermentacion, el orujo de la uva blanca no se utiliza en el proceso de fermentacién y son
eliminadas al final de esta etapa.

¢ Acondicionamiento del Mosto

e Fermentacion
Se adicionan especies de levaduras seleccionadas y se acondiciona el mosto a temperaturas
bajas entre 10 y 18°C. , bajas temperaturas se requieren para la extracciéon de compuestos
aromaticos.

e Fermentacion Malolactica

e Maduracion

e C(Clarificaciéon

e Estabilizacion en frio
Esta etapa sirve para prevenir la formacion de cristales de acido tartarico después de que el
vino este embotellado.

e Filtracion

e Embotellado



Escobajo

Orujo

Vino de Prensa

Vino Joven

Figura 2-3: Diagrama de elaboracion de vino tinto, Fuente: (Grainger and Tattersall, 2005)
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2.3 Vino como antioxidante

El vino de uva es el vino de frutas mas consumido en el mundo, desde hace mas de 5.000 afios
(Zeng et al., 2008). El aroma del vino es una de las principales cualidades que determinan su
calidad y la preferencia del consumidor (Jiang et al., 2013). El aroma del vino se atribuye a la
combinacién de diversos compuestos quimicos que determinan sus caracteristicas
organolépticas. Cerca de 800 compuestos volatiles han sido identificados a lo largo de los afios,
entre los que destacan compuestos como: alcoholes, ésteres, aldehidos, acidos y monoterpenos

(Gupta et al., 2015).

Otro grupo importante de compuestos que influyen en las propiedades organolépticas como:
color, astringencia y sabor; son los compuestos fendlicos (Garrido and Borges, 2013). Segun
diversos estudios epidemiol6gicos el consumo de estos compuestos reducen el riesgo de
contraer enfermedades como: cancer, diabetes, osteoporosis, enfermedades cardiovasculares y
degenerativas (Scalbert et al., 2005; Stoclet et al., 2004). Esto se atribuye principalmente a que
los compuestos fendlicos tienen actividad antioxidante, esto significa que tienen la capacidad
de retardar la oxidaciéon de otras moléculas originadas por la presencia de radicales libres

(Hogan et al., 2009).

2.3.1 Radicales Libres

Los radicales libres son compuestos quimicos que tienen un electrén desapareado, lo que hace
que sean altamente inestables y reactivos, al buscar estabilidad, donan o ganan un electrén de

otro compuesto (Halliwell, 1993).

Los atomos ordenan sus electrones en los orbitales atomicos, este orden siempre se hace en
pares de electrones, lo que confiere al atomo estabilidad y por lo tanto una baja reactividad con
el medio. Bajo ciertas circunstancias un orbital puede perder su paridad (perdiendo o ganando
un electréon), la presencia del electréon desapareado en el orbital mas externo hace que el
compuesto se vuelva reactivo con otras moléculas de su entorno, usualmente lipidos, proteinas
y acidos nucleicos. Al reaccionar los radicales libres con dichos sustratos altera sus propiedades
estructurales y funcionales, causando un dafio irreparable en la mayoria de los casos (White et

al., 1994).
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La existencia de radicales libres no puede eliminarse, ya que existen factores exdgenos y
endogenos que producen estas moléculas, como lo son los procesos metabolicos y la accion de
oxidantes ambientales, respectivamente. Los radicales libres se generan en procesos aerébicos
como respiracion celular, exposicion a infecciones microbianas, activadas por actividad fisica
intensa, o la accién de toxinas provenientes del cigarrillo, alcohol, ionizacion y radicacion UV,

pesticidas y ozono (Poljsak et al., 2011).

Los seres humanos estan expuestos a estos procesos de manera simultinea todo el tiempo,
ningun tejido ni célula es inmune a los radicales libres que se producen. Los mas dafiinos a los

que esta expuesto el ser humano son los que tienen oxigeno (Halliwell, 1993).

Las especies reactivas del oxigeno (ROS, Reactive Oxygen Species), se refiere a radicales libres
y a moléculas oxigenadas como peréxido de hidrogeno (H,O,), superdxido (O,'7), radical

hidréxido (*OH), etc (Halliwell et al., 1992; Riley, 1994).

En los procesos aerdbicos que emplean oxigeno para oxidar moléculas que contienen carbono
e hidrégeno, para producir energia, el oxigeno molecular se reduce a una serie de
intermediarios radicales como se muestra en las siguientes reacciones (Gutteridge, 1994):
0,+e +H*->HO,-

HOy - H*+0,~

H,0,+e~ - HO™ + HO -

HO-+H* +e~ - H,0

Ademas de las especies reactivas del oxigeno (ROS), las reacciones oxidativas se atribuyen a
especies radicales que contienen nitrégeno, llamadas especies reactivas de nitrogeno (RNS,
Reactive Nitrogen Species), que son producto de reacciones desencadenadas del radical de
oxido nitrico (NO-) (Pisoschi and Pop, 2015). El éxido nitrico es biosintetizado a partir de L-
argenina, oxigeno y NADPH, por la acciéon de enzimas o la reduccién de nitrato inorganico, el
oxido nitrico actia como sefial en los procesos de vasodilatacién y neurotransmision. Esta
especie reacciona con el anién radical superéxido (O,7), lo que produce especies altamente

reactivas de nitrégeno, como el peroxinitrito(ONOO™) , un compuesto oxidante de numerosas

moléculas biologicas (Green et al., 1990; Gutteridge, 1994; Hou et al., 1999).
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Las especies reactivas del oxigeno y nitrégeno no sélo producen el dafio de biomoléculas, sino
que son sintetizadas por grupos enzimaticos para desintoxicacion y como sefalizadores en

reacciones biosintéticas (Lopez-Alarcon and Denicola, 2013).

A lo largo de la evolucién, el ser humano ha adquirido mecanismos para sobrellevar estas
reacciones provocadas por los radicales libres, pero estos no podrian llevarse a cabo sin la
ayuda de los compuestos que se ingieren en la alimentacion, ya que a diferencia de las plantas,
el ser humano no puede sintetizarlos, pues no cuenta con los sistemas para producirlos
(Zoecklein, 2010). Los compuestos que degradan o desactivan los radicales libres o pro-

oxidantes se denominan antioxidantes.

2.3.2 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo ocurre cuando la velocidad con la que se generan las especies reactivas en el
organismo supera la velocidad con que dichas especies son removidas por los mecanismos y
compuestos antioxidantes (Dennery, 2010). Este puede ser originado por una sobregeneracion
de compuestos oxidantes (ROS y RNS) o por la reducida capacidad de los sistemas endégenos

para combatir el ataque oxidativo dirigido hacia las biomoléculas (Persson et al., 2014).

El dafio producido a nivel celular, ocasionado por el estrés oxidativo, inducido por la actuacién
de radicales libres, contribuye al desencadenamiento de enfermedades crénicas como
enfermedades neurodegenerativas (Parkinson, Alzheimer, enfermedad de Huntington,
esclorosis lateral amiotrofica), enfisema, enfermedades cardiovasculares e inflamatorias,
cataratas, cancer, entre otras (Aruoma, 1998; Fernandez-Pachén et al., 2004; Landrault et al.,

2001; Lopez-Alarcon and Denicola, 2013; Persson et al., 2014; Toda, 2011).

En general, el estrés oxidativo se asocia a la incidencia de alrededor de 100 enfermedades o

patologias, ya sea como causa o efecto (Gutteridge, 1993; Halliwell et al., 1992).

El dafo irreversible ocasionado por la oxidacién de biomoléculas por parte de las ROS/NOS
conlleva al envejecimiento temprano de las células, que produce un deterioro en las funciones
fisiolégicas, que promueven la incidencia de enfermedades y reducen la esperanza de vida

(Pisoschi and Pop, 2015).

En resumen, el estrés oxidativo se origina por el desequilibrio existente en las reacciones de

oxidacién, viéndose favorecida las reacciones de oxidacién ocasionadas por las especies
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reactivas (ROS y RNS) o bien puede ser resultado de la reducida actividad de los sistemas de

defensa antioxidantes (Pisoschi and Pop, 2015).

2.3.3 Compuestos Antioxidantes

El concepto de antioxidante se refiere a cualquier compuesto que, al encontrarse en menor
concentraciéon en comparacion al sustrato oxidable, puede retrasar o prevenir la oxidacion de
dicho sustrato (Godic et al, 2014). La funcién antioxidante implica disminuir el estrés
oxidativo, la mutaciéon de ADN, y otros parametros de dafio celular. Estudios epidemioldgicos
prueban que los antioxidantes tienen la habilidad de contrarrestar los efectos oxidativos de los
radicales que producen la incidencia de enfermedades, pero en algunos casos la capacidad de
defensa del sistema antioxidante puede no ser suficiente, lo que produce el desencadenamiento

de alguna enfermedad (Godic et al., 2014).

Los primeros sistemas de defensa antioxidantes que han sido identificados, son los que
previenen la formacién de ROS, y los que bloquean o capturan los radicales formados
(Pisoschi and Pop, 2015). Dichos sistemas de defensa esta presentes en los compartimientos
acuosos y membranales de la célula, y pueden ser enzimaticos o no enzimaticos. Otro tipo
importante de sistema antioxidante de la célula, son los procesos de reparacion, que consisten
en remover las moléculas de la célula que han sido dafiadas, antes de que su estructura
condicione la alteracién del metabolismo de ésta (Pisoschi and Pop, 2015). Esta reparacion
consiste en moléculas de acidos nucleicos por enzimas especificas (Poljsak et al., 2011),
removiendo las proteinas oxidadas mediante sistemas proteoliticos, y reparando lipidos
oxidados mediante enzimas como: fosfolipasas, peroxidasas o trasnferasas acilo (Pisoschi and
Pop, 2015). De acuerdo a estudios realizados se ha asumido que el mal funcionamiento de
estos sistemas de reparacion, conllevan mas al envejecimiento celular, que cambios moderados
en los sistemas de defensa de antioxidantes en contra de la formacién de los ROS (Pisoschi

and Pop, 2015)

Existe evidencia de que bajo condiciones fisioloégicas normales, el balance que existe entre
compuestos oxidantes y antioxidantes, favorece levemente la formaciéon de sustancias
oxidantes (un leve estrés oxidativo), lo que requiere de la intervencién de los sistemas
endogenos antioxidantes del organismo (Droge, 2002). Bajo estas circunstancias, a medida que

el organismo envejece, dichos sistemas endégenos antioxidantes o sistemas de reparacion
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disminuyen su capacidad para contrarrestar el efecto que tiene el estrés oxidativo, teniendo
esto en cuenta, es que en la actualidad existen intervenciones que limitan o inhiben el
envejecimiento y tienen como finalidad disminuir la incidencia de ciertas enfermedades (Godic
et al.,, 2014; Halliwell et al., 1992)(Abramovic et al., 2015; Garaguso and Nardini, 2015; Li et al,,
2009, 2009).

El equilibrio u homeostasis de las reacciones de oxidacion y reduccion en la célula, se asegura

con su sistema complejo de defensa antioxidante, que consiste en:

e Enzimas antioxidantes: superdxido dimutasa, catalasa, peréxido de glutanion.
e Compuestos no enzimaticos: glutanion, proteinas (ferritina, transferrina,
ceruloplasmina y albimina)

e Compuestos de bajo peso molecular: Acido urico, coenzimaQ) y acido lipoico

(Poljsak et al., 2011).

Se ha confirmado que antioxidantes exdgenos presentes en frutas y vegetales refuerzan la
accion de los antioxidantes endégenos previamente mencionados, algunos de los principales
son: Vitamina C, vitamina E, carotenoides y polifenoles (estilbenos, acidos fendlicos,
flavonoides, entre otros). Estudios clinicos prueban que una dieta alta en frutas y verduras,
granos, legumbres y acidos grasos Omega-3 pueden prevenir la incidencia de enfermedades

causadas por estrés oxidativo, ya que contienen antioxidantes (Willett, 20006).

En el caso de los polifenoles, existen estudios que asocian el consumo de uvas o de alimentos y
bebestibles obtenidos de la uva con la reduccién del riesgo de contraer enfermedades
cardiovasculares, esto debido a que la uva es una de las frutas mas ricas en polifenoles (Anselm
et al.,, 2007; Bradamante et al., 2004; Pezzuto, 2008). Las plantas producen estos compuestos
con la finalidad de prevenir el ataque de virus, bacterias, hongos u otros patéogenos (Dempsey
et al., 1999). Los compuestos fendlicos, simples o complejos, son ubicuos en las plantas, y mas

en las uvas y por lo tanto en el vino (Kanner et al., 1994).

A pesar del contenido alcohélico del vino, los polifenoles se encuentran solubilizados gracias a
la presencia de éste, por lo que su consumo, provee una mejor disponibilidad de estos

compuestos para ser absorbidos por el organismo, a diferencia de alimentos sélidos como son
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frutas o verduras con alto contenido polifendlico de las cuales la disponibilidad para ser

absorbidos es menor (Alonso et al., 2004).

2.4 Compuestos fendlicos en el vino

Los compuestos fenoélicos constituyen un diverso grupo de metabolitos secundarios, que estan
presentes en la uva y consecuentemente en el vino (Garrido and Borges, 2013). El contenido
tfendlico del vino tinto, depende de la variedad procesada, condiciones climaticas y las practicas

enoldgicas durante la vinificacioén y posterior maduracion (Mulero et al., 2015).

Los compuestos fendlicos juegan un papel importante en las propiedades sensoriales del vino,
siendo responsables de propiedades como: Aroma, color, sabor, amargor y astringencia

(Scalbert et al., 2005).

El consumo moderado de vino tinto significa un aporte beneficioso a la salud de las personas,
esto porque se ha comprobado que es un bebestible con alto nivel de polifenoles (Shahidi and

Ambigaipalan, 2015), dentro de los beneficios asociados a su consumo moderado destacan:

e Inhibe la oxidacién de lipidos y proteinas (Heinonen et al., 1998).

e Inhibicién de la oxidacion de la lipoproteina de baja densidad (LDL) (Kanner et al.,
1994).

e DPreviene el estrés oxidativo mediante la modulacion de enzimas en los sistemas
antioxidantes (Puiggros et al., 2005).

e Disminucion en la incidencia de ciertos tipos de cancer (Bianchini and Vainio, 2003).

e Previene la arteriosclerosis y enfermedades al corazén, el consumo de 196 [mL] de vino

tinto al dfa reduce significativamente el riesgo de padecer arteriosclerosis en un adulto

de 70[kg](Shahidi and Ambigaipalan, 2015).

e Ademas de sus propiedades antioxidantes, los polifenoles actian en el organismo como

sistemas antimicrobianos, anti-inflamatorios y anti-envejecimiento(Hogan et al., 2009).

En el vino, existe una gran diversidad de compuestos fendlicos, estos se clasifican en como se

observa en la Figura 2-5:
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Hidroxinezoicos
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Flavonoles Antocianinas

Flavononoles Chalconas

Figura 2-5: Clasificaciéon de compuestos fenélicos, Fuente: (Garrido and Borges, 2013)

2.4.1 Acidos fenélicos

Usualmente se dividen en dos grupos:

e Acidos hidroxibenzoicos: Se caracterizan por poseer siete 4tomos de carbono, entre
los mas comunes encontrados en el vino destacan: para-hidroxibenzoico, vinilico,
galico, entre otros (Baderschneider and Winterhalter, 2001). El acido galico es uno de
los polifenoles mas importantes en el vino, ya que es el precursor de taninos

hidrolizables (Kallithraka et al., 2009).

COOH

R R,
OH

Figura 2-6: Estructura quimica general acidos hidroxibenzoicos, Fuente : (Garrido and Borges, 2013)

e Acidos hidroxicinamico: Son uno de los acidos fendlicos mas comunes y

mayormente medidos, se asocian al proceso de oscurecimiento del vino y son los
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precursores de la formacién de compuestos volatiles en el vino (Kallithraka et al.,

2009).

COOH

OH

Figura 2-7: Estructura quimica general acidos hidroxicinamicos, Fuente: (Garrido and Borges, 2013)

2.4.2 Flavonoides

Los flavonoides son moléculas que tiene una estructura basica de 15 atomos de carbono, que
incluyen 2 anillos aromaticos unidos por una cadena de 3 carbonos (C6-C3-C0), teniendo esta
estructura base, es que existe una amplia diversidad de compuestos .En la naturaleza los
flavonoides se pueden encontrar en su forma libre o conjugada, la dltima es esterificada por
una o dos moléculas de azuicar, en su grupo hidroxilo. Dependiendo del lugar de la molécula

flavonoide en donde se conjuga, es la clasificacion que existe (Garrido and Borges, 2013):

e Flavonas: Se caracterizan por la presencia de un doble enlace entre los carbonos C, y
C,, y por la ausencia de un grupo hidréxilo en este dltimo, este tipo de flavonoides no

es muy comun en las uvas excepto por la luteolina (Fang et al., 2008).

a)

0

Figura 2-8: a) Estrucuctura quimica general flavona - b)Luteolina (Flavona presente en el vino), Fuente:
(Garrido and Borges, 2013)
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e Flavononas: A diferencia de las flavonas, las flavononas se caracterizan por tener un
enlace saturado entre el carbono 2 y 3, algunas flavononas extraidas de las uvas son:

Eriodicitol, Naringenina y Hesperetina (Tsao, 2010).

b) OH

H

0 OH O

2 OH

Figura 2-9: a) Estructura quimica general flavonona - b)Eriodicitol (Flavonona presente en el vino)
Fuente: (Garrido and Borges, 2013)

e Flavonoles: Se caracterizan por la presencia de un doble enlace entre los carbonos 2y
3 y un grupo hidroxilo en el carbono 3, usualmente se denominan 3-hidroxiflavonas.
Diversas azucares pueden enlazarse a los flavonoles, obteniéndose: glucéosidos,
galactosidos, diglicésidos, entre otros (Garrido and Borges, 2013). En la uva se pueden

encontrar: quercetina, kaempferol, entre otros (Hsu et al., 2009).

a)

Figura 2-10: a) Estructura quimica general flavonol-b)Quercetina (Flavonol presente en el vino), Fuente:
(Garrido and Borges, 2013)

e Flavononoles: Se caracterizan por no tener un doble enlace en los carbonos 2y 3, y
por tener un grupo hidroxilo en el carbono 3, algunos compuestos con estas
caracteristicas encontradas en el vino son: taxifolina, astilbina, entre otras (Zoecklein,

2010).
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Figura 2-11: a) Estructura quimica general flavononoles -b) Taxifolina (flavononol presente en el vino),
Fuente: (Garrido and Borges, 2013)

e Flavanes: Se caracterizan por presentar un enlace doble entre los carbonos 2y 3, y

ademas por no poseer un grupo carbonilo en la posicion 4.
g

0

Figura 2-12: Estructura quimica general flavanes, Fuente: (Garrido and Borges, 2013)

e Flavanoles: Se caracterizan por presentar un enlace doble entre los carbonos 2 y 3,y
ademas por no poseer un grupo carbonilo en la posicién 4 y un grupo hidroxilo en la
posicion 3. Los flavonoles mas comunes en la naturaleza son la catequina y su
enantiémero la epicatequina, también son abundantes en el vino ya que se ubican en la

piel y pepas de las uvas (Lunte et al., 1988).

a)

OH

Figura 2-13: a)Estructura quimica general flavonoles-b)Catequina (flavonol presente en el vino), Fuente:
(Garrido and Borges, 2013)
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Chalconas y dihidrochalconas: Son compuestos que tienen dos anillos aromaticos
unidos por un sistema carbonilico insaturado, este tipo de compuestos son de gran
importancia, ya que son productos intermedios y precursores de la formacion de

flavonoides en las uvas y el vino (Moreno-Arribas, 2009).

0

Figura 2-14: Estructura quimica general chalconas, Fuente: (Garrido and Borges, 2013)

Antocianinas: Son las moléculas que dan el color caracteristico del vino tinto, sirven
para medir el color de los vinos mediante la estructura quimica de las antocianinas
presentes (Feliciano et al., 2009). Estos compuestos solo se encuentran en las vacuolas
de las células de la piel de las uvas, mientras que el resto de los flavonoides en la piel y

pepas (Sacchi et al., 2005).

OH

O\ .

OH glycoside
R,=R,=H Pelargonidin
R,=OH, R,=H Cyanidin
R,=0OCH,\, R,=H Peonidin
R1=R,=0OH Delphinidin
R;= OCHj, R:=0OH Petunidin
R1=R>= OCH; Malvidin

Figura 2-15: Estructura quimica general antocianinas, Fuente: (Feliciano et al., 2009)
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2.4.3 Estilbenos

Son polifenoles que constan de dos anillos aromaticos unidos por un puente eteno. El
resveratrol es el estilbeno mas comun en las uvas y vino. Existen estudios que afirma que se
encuentra en la piel de la uva y a medida que la uva madura, su concentraciéon disminuye, la uva
produce este compuesto cuando posee alguna infeccidon fungica o estrés abidtico como:

radiacion UV, catalisis de metales pesados, etc (Pussa et al., 2000).

Los procesos a los cuales se somete a la uva son un factor importante que influye en la
concentracion que el producto final obtiene, un ejemplo de esto, es que los vinos que poseen
un tiempo mayor de maduracion, tienen una mayor concentracion de resveratrol (Pussa et al.,
2000). El estudio de estos compuestos ha aumentado, apuntando a estudios que relacionan las

practicas enologicas con el perfil de estos compuestos en el vino (Garrido and Borges, 2013).

OR,

R,0
y O OH R0 O on
de

R;=R,=H; trans-resveratrol
R,=H,R,=Gluc; trans-piceid Ry=Ry=H;cls-resveratrel
R,=CH;,R,=CHj; trans-pterostilbene  Ri=H.Ry=Gluc; cis-piceid

Figura 2-16: Estilbenos y sus derivados presentes en el vino, Fuente: (Garrido and Borges, 2013)
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2.4.4 Taninos

Son los polifenoles que brindan las propiedades de astringencia al vino, usualmente se dividen

en dos grupos:

Taninos Hidrolizables: Son polifenoles complejos que pueden ser degradados
(debido a cambios de pH, o bien a hidrdlisis enzimatica) a fragmentos de menor
tamafio, como azucares y acidos fendlicos (Garrido and Borges, 2013). La maduracién
en barrica favorece la extraccion de estos al vino.

Taninos Condensados: También denominados proantocianidinas, se encuentran en
la parte solida de la uva (piel y pepas) y en la pulpa. La cantidad, estructura y grado de
polimerizacion depende de la localizacion de estas moléculas en el tejido de la uva. Los
taninos condensados se transfieren al vino durante el proceso de elaboracion de éste
(Garrido and Borges, 2013).

El estudio de las propiedades fisico quimicas de estos compuestos constituyen un tema
relevante a estudiar, ya que estos compuestos son los principales responsables de las
caracteristicas sensoriales del vino (color, sabor, astringencia y amargor), ademas de
jugar un papel importante en la maduracién del vino, debido a sus habilidades de

oxidacién, condensacion y polimerizacion (Garrido and Borges, 2013).

OH OH
OH
OH
OH
Procyanidin B1 R1=0H, R2=H Procyanidin B3 R1=0OH, R2=H
Procyanidin B2 R1=H, R2=OH Procyanidin B4 RI=H, R2=OH

OH

OH

Figura 2-17: Estructura quimica de taninos condensados presentes en la uva y vino, Fuente: (Garrido

and Borges, 2013)
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2.4.5 Curaminas
Se caracterizan por obtenerse de la ciclacion de acidos hidroxicinamicos y sus derivados,
producto de la isomerizacién e hidroxilacion de la molécula estructural del acido (Garrido and

Borges, 2013).

i =

R, 0”0

R=0H: R1=H: Umbelliferone
R=R,;=0H; Esculetin
R=0H; R;=0CHj; Escopoletin

Figura 2-18: Estructura quimica general curaminas, Fuente: (Garrido and Borges, 2013)

2.4.6 Lignanos
Corresponde a dimeros con un anillo aromatico y una cadena de 3 carbonos, resultante de la

unién de dos alcoholes (coniferilico, sinapilico). Algunos de los presentes en el vino son:

OR
H;CO
HO .
OH
H;CO
OR,
R=H; R1=H; Isolariciresinol
R=CGluc; R;=H
R=H; R;=Gluc¢

Figura 2-19: Estructura quimica general de lignanos presentes en el vino, Fuente: (Garrido and Borges,
2013)
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2.5 Técnicas propuestas para aumentar el contenido de

polifenoles en el vino

Los compuestos fendlicos del vino son de gran importancia, ya que tienen impacto en el color,
sabor y su capacidad para ser afiejados, ademas, como se sefial6 previamente, estudios afirman
que el contenido de polifenoles tiene relacion con la capacidad antioxidante del vino y hace que

el vino tenga propiedades beneficiosas para la salud.

Se estima que la uva en su pulpa contiene casi la totalidad de los polifenoles no flavonoides,
mientras que los flavonoides se encuentran principalmente en la piel, pepas y tallos (12%, 65%,

22% respectivamente) (Hidalgo and Hidalgo Togores, 2011).

De los flavonoides presentes en el orujo, sélo un porcentaje se traspasa al vino brindandole las
propiedades antes mencionadas (40% de las antocianinas y 20% de los taninos) (Lea and
Piggott, 2003). Se sabe que para el caso de las antocianinas, éstas se encuentran en las vacuolas
de las células hipodermales, por lo que la extraccion implica que traspasen las membranas de la
célula, es decir, se necesita la ruptura de la membrana para que los compuestos sean liberados
(Sacchi et al., 2005). En el proceso de fermentacion de vino hay una serie de factores que
influyen en la liberacién de polifenoles: la concentraciéon de alcohol, de diéxido de carbono,
diéxido de azufre, temperatura y tiempo de contacto entre el orujo y la pulpa (Sacchi et al.,
2005). En la actualidad se han realizado estudios que exploran diversas técnicas pre-
fermentativas que tienen como objetivo incrementar el contenido polifendlico del vino para asi
enriquecerlo con las propiedades antes descritas. Teniendo en cuenta la informacion
presentada, se propone investigar técnicas pre-fermentativas al orujo de uva, a continuacion se

describen las técnicas a utilizar en la presente investigacion:

2.5.1 Molienda

Como se detall6 anteriormente, los compuestos polifendlicos se encuentran principalmente en
la piel y pepas (Hidalgo and Hidalgo Togores, 2011), este tratamiento tiene como finalidad
disminuir el tamafio de particula del orujo, para aumentar el area de transferencia de materia
entre el orujo y el medio acuoso, y asi obtener una mayor extracciéon de polifenoles al vino. Se
debe tener en cuenta que en la produccion de vino, la uva es estrujada, dénde lo que ocurre es
que se revienta la uva, y el tamafo de la piel no es significativamente disminuido. Otro factor a

considerar es que en la elaboracién de vino, las pepas casi no alteran su forma después del
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proceso de estrujado, y como se mencioné anteriormente, las pepas poseen el 65% de los
compuestos fenodlicos, por esta razén se plantea determinar el efecto que tiene en la extraccion
de polifenoles, la molienda de parte de las pepas presentes en la uva y una disminucion en el

tamano de los pedazos de piel.

2.5.2 Secado

En el dltimo tiempo se ha estudiado el efecto de secar la uva previo al proceso de
fermentacién, la técnica consiste en secar la uva a temperaturas menores a 60°C, con la
finalidad de aumentar la concentracién de azicar en la uva, y asi obtener un grado alcohélico
mayor, se utiliza como una alternativa a la adicién de sucrosa al mosto previo a la fermentacion
(Castilhos et al., 2016). Adicionalmente este tratamiento produce una ruptura de las
membranas celulares, al liberar agua, lo que hace que haya una mayor extracciéon de
compuestos fenodlicos y aromaticos al momento de realizarse el proceso de fermentacion
(Castilhos et al., 2016). En el estudio realizado por (Castilhos et al., 2016), en donde se
analizaron 4 tipos de vinos de cepas hibridas (Bordd, Isabel, Violeta y Carmen) con un pre-
tratamiento de deshidratacién parcial de la uva (pérdida de agua 20% en peso), se obtuvo que
solo para el vino Isabel se produjo un aumento considerable en la concentraciéon de polifenoles
totales (76%), mientras que para el resto de los vino analizados no hubo un aumento
significativo. En la investigacion no se analiz6 la concentraciéon de antocianinas monoméricas

ni la actividad antioxidante.

(Panceri et al., 2015)estudié el efecto de la deshidratacion de uva, previo a proceso de
fermentacion alcoholica, en la elaboracion de vino de las Cepas Cabernet Sauvignon y Metlot.
La deshidratacion se realizé por aire convectivo, hasta perder el 30% de su peso inicial, los
resultados arrojaron, que para el caso del Cabernet Sauvignon, la concentracioén de polifenoles
totales aumento en un 11% en comparacioén con el vino producido con uva sin tratamiento. La
concentracion de antocianinas monoméricas tuvo una disminucion del 44% en comparacion
con la uva control, y para la actividad antioxidante, el efecto del tratamiento produjo un

aumento del 25%.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los estudios mencionados, se propone

determinar el efecto del secado de orujo de uva, en la microestructura celular, y determinar si
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se produce un aumento en la concentraciéon de los compuestos fenodlicos y actividad

antioxidante.

2.5.3 Congelacion

Estudios reportan que al congelar el orujo se produce un aumento en los liquidos
intracelulares, lo que provoca la ruptura de las membranas (Moreno-Perez et al. 2013). Ademas
existen estudios adicionales en manzanas que reportan que la congelaciéon- descongelacion
provoca un dafio celular, ya que el cambio de temperaturas promueve la formacion de cristales

que significan un rompimiento de la membrana celular (Ramirez et al., 2011).

Para la elaboracion de vino se ha estudiado como pre-tratamiento la maceracioén en frio, que
consiste en someter el mosto a bajas temperaturas (5-15°C) por un periodo de 4-10 dfas previo
al proceso de fermentacion, se produce una extraccion acuosa de compuestos aromaticos y
polifenoles desde la uva (Cai et al. 2014), la rapida disminucion de la temperatura promueve la
formacion de cristales de hielo, y por lo tanto la liberaciéon de compuestos polifendlicos y otros

compuestos aromaticos (Ortega-Heras et al. 2012).

Teniendo en cuenta lo anterior, en el presente estudio se propone determinar el efecto, de la
congelacion del orujo de uva, en la composicion fendlica y actividad antioxidante, ya que al
congelar el orujo se espera que se produzca un aumento en el volumen de liquido, y con la
descongelacion se busca promover un cambio en la temperatura y que se formen cristales, todo
esto con el objetivo de alterar la estructura celular y asi obtener una mayor liberacién de

polifenoles y actividad antioxidante.

2.5.4 Congelacion y radiacion UV

Se han realizado estudios que determinan el efecto de la radiacién ultravioleta en los racimos
de uva, es decir, una sobreexposicion a los rayos solares, mediante la poda de la planta (Berli et
al., 2011; Nufiez-Olivera et al., 20006). La exposicion a radiacioén afecta la fisiologia de la uva, y
por lo tanto cambia su composicion (Nufez-Olivera et al. 2006; Berli et al. 2011). La
exposicion a radiacion implica una maduracion temprana de la uva, como respuesta al estrés
provocado por la sobreexposicion de radiacién, la uva sintetiza metabolitos secundarios que
corresponden a compuestos fendlicos que absorben la radiaciéon UV (Kolb et al. 2003). Segun
(Song et al., 2015), que analiz6 el efecto de someter a la uva (cv. Pinot Noir) en la plantacién a

una radiaciéon solar mayor, realizando una poda de la planta de la uva, determiné que se
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produce un aumento del 63% en la concentraciéon de polifenoles totales y un 45% en la

concentracion de antocianinas totales

Segun un estudio realizado por (LIU et al., 2012) la aplicaciéon de radiaciéon ultravioleta,
provoca un aumento en la concentracién de polifenoles totales del 20% y un aumento de la

capacidad antioxidante del 11%, en tomates.

También existe una investigacion que estudia el efecto de someter a radiacion gamma la uva
previamente cosechada y despalillada (Gupta et al.,, 2015), con la finalidad de provocar una
alteracion en la fisiologia de la célula, promoviendo la produccion de polifenoles, que protegen
a la uva de la radiacién aplicada (Gupta et al., 2015). En la industria de los alimentos se utiliza
esta técnica con la finalidad de mejorar el tiempo de duraciéon de los alimentos, ya que al ser
fotones de alta energfa, el estrés que producen, promueve la produccién de compuestos a nivel
fisiolégico para contrarrestar el efecto de la radiacion (Lacroix and Ouattara, 2000). Segun
(Gupta et al., 2015) la aplicacién de radiacién gamma sobre uvas, provoc6 un aumento en la
concentracion de polifenoles totales del 31% y en la capacidad antioxidante un aumento de

37% en comparacién al vino producido sin tratamiento.

Se propone evaluar el efecto de dos pretratamientos en la uva, la congelacién- descongelacion
5 b
que tiene los efectos antes descritos y el sometimiento del orujo a radiacion ultravioleta, con la

finalidad de determinar el efecto combinado de ambos tratamientos.

2.6 Otras técnicas investigadas para aumentar el contenido de

polifenoles en el vino

Ademas de las técnicas propuestas en esta investigacion, se han realizado estudios que exploran
otras técnicas pre-fermentativas que tienen como finalidad aumentar la permeabilidad de las

membranas celulares, para asi provocar un aumento en el contenido de polifenoles en el vino.

2.6.1 Pulsos de Campo eléctrico

Es una técnica que consiste en inducir poros en las membranas de las células (electroporacion)
sometiendo a la uva a pulsos de campo eléctrico, aumentando asi la permeabilidad de las
células y acelerando el proceso de liberacién de componentes del orujo al jugo de uva (El

Darra et al., 2016). Esta técnica se ha estudiado para diversos tipos de uva Cabernet Sauvignon,

Merlot y Syrah (El Darra et al., 2016; Puértolas et al., 2010).
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2.6.2 Termovinificacion
Es un método que tiene como objetivo la ruptura de la estructura celular mediante el
calentamiento de las uvas (previo a la obtencién de mosto) a 70°C por un petriodo breve de

tiempo (30 a 40 minutos), seguido por un enfriamiento, previo al proceso de fermentacion

(Atanackovi¢ et al., 2012; El Darra et al., 2010).
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Estrategia

En este estudio se simul6 el proceso de fermentacion alcohélica en la produccién de vino tinto
a partir de uva de la cepa Cabernet Sauvignon, con la finalidad de obtener perfiles de los
compuestos fenolicos y actividad antioxidante a lo largo de ésta. Se evalué el efecto sobre la
liberaciéon de compuestos fendlicos al vino, aplicando tratamientos al orujo de uva, previo al
proceso de fermentacion, los tratamientos empleados fueron: Orujo sin tratamiento, Orujo
Molido, Orujo Secado, Orujo Congelado y Orujo congelado y con posterior radiaciéon UV.
Para la determinacion de los compuestos fendlicos se determinaron: polifenoles totales,
flavonoides totales, antocianinas monoméricas; y para la actividad antioxidante se utiliz6 el
método de radical DDPH. Adicionalmente se realizaron mediciones para evaluar la evolucién
de las fermentaciones midiendo las siguientes variables: Densidad, Sélidos Solubles, Turbidez,

Concentracién de Nitrégeno Asimilable y Acidez Total.

3.2 Materiales

Uva Cabernet Sauvignon (Obtenida de la Region del Maule), Levadura S. Cerviseae, Fosfato
diaménico, Metabisulfito de potasio, Acido Tartirico, Carbonato de Potasio, Hidréxido de
Sodio , Acido Galico, (+)-Catequina, Trolox, reactivo Folin- Ciocalteau , Carbonato de sodio,
nitrito de sodio, cloruro de plata, 2,2 Diphenyl-1-picrylhydrazyl, acetato de sodio, cloruro de

potasio, metanol, acido clorhidrico.

3.3 Pre-tratamiento del orujo

Para analizar el efecto en la concentraciéon de compuestos fendlicos y actividad antioxidante
que tiene un tratamiento pre-fermentativo del orujo en uva de la cepa Cabernet Sauvignon,
proveniente de la Region del Maule, se realizaron fermentaciones alcohodlicas a escala de
laboratorio, donde se vario el pre-tratamiento de orujo. Se realizaron fermentaciones con
cuatro tratamientos de orujo y en duplicado: Molienda, Secado, Congelacién y Congelacion
con posterior Radiaciéon UV. En la jError! No se encuentra el origen de la referencia. se
puede apreciar un esquema de la metodologia empleada para la aplicacion de los pre-
tratamientos al orujo de uva. A continuacion se describe detalladamente la ejecucién para cada

pre-tratamiento:
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Alcohélica

Figura 3-1: Esquema de la metodologia para la aplicaciéon de pre-tratamientos al orujo de uva

3.3.1 Orujo Control

Para la fermentacion sin pre-tratamiento, se pesaron 950 [g] de uva despalillada por réplica y
luego se realiz6 el estrujado de forma manual, es decir, se rompen las uvas con las manos,
luego el mosto obtenido es trasvalijado a botellas de 1[L] en donde posteriormente se llevé a

cabo la fermentacion alcohdlica.

3.3.2 Orujo Molido

Se pesaron 950 [g] de uva despalillada por réplica y luego fueron procesadas en una licuadora a
potencia minima por 20 segundos, obteniendo un mosto con un tamafo de orujo menor, el

mosto es trasvalijado a botellas de 1[L] para su posterior fermentacion.

3.3.3 Orujo Secado

Se pesaron 950 [g] de uva despalillada por réplica, y se procede al estrujado manual, luego se
separa el jugo del orujo, utilizando un prensa-papas, el orujo obtenido corresponde a un 24%
del peso in proceso de secado a 50 [°C] (ya que los compuestos fendlicos son susceptibles a

altas temperaturas, por lo que temperaturas menores a 60 [°C] son apropiadas para que los
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compuestos mantengan sus propiedades (Drosou et al., 2015)) en una estufa de secado (Marca:

Memmert). El proceso de secado se lleva a cabo hasta obtener un peso constante de orujo.

El jugo obtenido se congela hasta el dia de montaje de la fermentacion. Cuando llega el
momento, se calcula la cantidad de agua que perdi6 el orujo (66%") y se le adiciona la misma
cantidad de agua destilada, con la finalidad de mantener la proporcién orujo y jugo que tenia la
uva inicialmente. Luego de 1 hora de estar en contacto el agua con el orujo, se procede a

mezclar el orujo hidratado con el jugo, obteniendo 950 [g] de mosto a fermentar.

3.3.4 Orujo Congelado

Se pesaron 950 [g] de uva despalillada por réplica, y se realiza el estrujado manual de la uva,
luego se separa el orujo del jugo con un prensa-papas, obteniéndose la misma proporcion de
orujo y jugo (24% vy 76% respectivamente) y ambos son sometidos a un proceso de
congelacion a -20[°C] (Moreno-Perez et al., 2013) hasta el dia de montaje de la fermentacion.
Cuando llega el dia del montaje, se procede a descongelar el orujo y el jugo (proceso lento de

descongelacion) para luego mezclarlos y obtener el mosto a fermentar.

3.3.5 Orujo congelado con radiaciéon UV

Se pesan 950 [g] de uva despalillada por réplica, y se procede al estrujado manual, luego se
separa el jugo del orujo, utilizado un prensa-papas, el orujo obtenido corresponde a un 24%
del peso inicial y el jugo el 76% restante. Luego, se procede a congelar el orujo y jugo de uva, la
congelacion se lleva a cabo a -20[°C] hasta el dia de montaje de la fermentacién, en donde se
descongela el jugo y orujo, y el orujo descongelado es sometido a radiaciéon UV en el equipo de
radiaciéon UV del laboratorio de alimentos (Figura 3-2)que posee un arreglo de luces LED que
brindan una irradiancia de 0,18 [W/m’] que corresponde a radiacion UV-A de 365[nm] de
longitud de onda. Segin (LIU et al., 2012) dosis de radiacion de 8[k]/m’ aumentan la
concentracién de polifenoles y poder antioxidante del tomate, por lo que se aplica la misma
dosis, lo que equivale a un tiempo de exposicion de 12[h] bajo el arreglo de luces LED. Una
vez realizado el pre-tratamiento de congelacion y posterior radiaciéon UV, el orujo se mezcla
con el jugo en la proporcién antes indicada, y se obtiene mosto pre tratado para su postetior

fermentacion.

1 Ver anexo 6.4: Proceso de secado de orujo
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Figura 3-2: Orujo sometido a radiaciéon UV

3.4 Proceso de fermentacion alcoholica

Los mostos obtenidos de los pretratamiento de orujo se trasvalijan a biorreactores de 1[L],
luego se procede a acondicionar el mosto, de acuerdo al protocolo establecido en el laboratorio
de biorreactores”. Finalmente, el mosto acondicionado es inoculado y se introduce en un
Shaker (Marca: Stuart), sin agitacioén, con la finalidad de mantener una temperatura de 28[°C]
durante todo el proceso de fermentacion. En la Figura 3-3 se muestran los fermentadores

utilizados en esta investigacion:

Figura 3-3: Fermentadores 1[L] con mosto de distintos tratamientos de orujo

2 Ver acondicionamiento de mosto en el anexo 6.1
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Una vez iniciada la fermentacion se toman muestras cada 12[h], las primeras 48[h], y luego una
muestra cada 24[h]. Las mediciones para evaluar la evoluciéon de la fermentaciéon alcohdlica
fueron realizadas al mismo tiempo en que se tomaba la muestra. Para las mediciones de los
compuestos fendlicos y actividad antioxidante la muestra se congel6 hasta el dia del analisis.

En la Figura 3-4 se muestra un esquema de la metodologfa utilizada para medir las variables de

interés:
e Ajuste de SO2 a 50[ppm]| con
. . - . K8:05
Pre-tratamiento Mezcla del jugo con Acondicinamiento . y
’ . e Ajuste de concentracién de
de orujo orujo pre-tratado Mosto

nitrégeno a 250 [mg/L] con
DAP

Y

Condiciones de Fermentacion
Operacién Alcohdlica

Toma de muestra cada 12[h]
las primeras 48 [h] y cada
24[h] hasta el término de la
fermentacién

Y

e pH constante 3,45
e Temperatura Constante 28[°C]
e Sin Agitacién

Variables

Medidas

Evolucién Compuestos

Fermentacion Fenolicos

Densidad Polifenoles Totales
Sélidos Solubles Flavonoides Totales
Turbidez Monémeros de
Concentracion de Antocianinas
Nitrégeno Actividad

Acidez Total Antioxidante

Figura 3-4: Esquema de la metodologia empleada para desarrollar las fermentaciones a escala de
laboratotrio.

3.5 Evolucion de la fermentacion

La fermentacion alcoholica inicia cuando la levadura entra en contacto con el mosto. El mosto
posee alrededor de 220 a 240 [g/L] de azucar total inicial (22 a 24[°Brix]), a lo largo de la

fermentacion la levadura consume dichas azacares, produciendo etanol y diéxido de carbono, y
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se produce un cambio en la densidad a medida que avanza la fermentacion, la densidad al
terminar la fermentacién puede llegar a valores entre 995 y 990 [g/L] y la concentracién de

azucar residual a valores menores a 2[g/L] (Delanoé et al., 2003).

3.5.1 Densidad

Para la medicién de densidad se utiliza un picnémetro (aproximadamente 10[mL]) y una
balanza analitica (Marca: Nabita, Modelo: 5034-EX). El picnémetro es llenado con mosto, se
registra la masa del mosto, y con el volumen de capacidad del picnémetro se calcula su

densidad mediante:

masa mosto[g]

Pmosto = 35 lumen picnémetro[mlL]

3.5.2 Solidos Solubles

La medicién de los solidos solubles, o grados Brix, es un estimador del contenido de azicar en
el mosto, y se suele medir durante las fermentaciones para monitorear la variaciéon que tiene el
mosto en el contenido de aztcar a medida que las levaduras actian. La medicion de los grados

brix se realiz6 con un refractémetro (Marca: Hannah Instrumento, Modelo: HI96811).

3.5.3 Turbidez

Para el seguimiento de la poblacién de microorganismos en la fermentacién, se mide la
turbidez. A medida que avanza la fermentacion las levaduras se reproducen y este cambio se
registra con el cambio en la turbidez, ésta se mide con un Turbidimetro (Marca: Hannah
Instrument, Modelo: HI 83749) que entrega valores en NTU (Nephelometric Turbidity Unit).
El rango de medicion del equipo es 0-500 [NTU], y debe ser calibrado antes de utilizarlo, la
calibracion se realiza con estandares del equipo que tienen una turbidez conocida. El mosto
utilizado posee una turbidez superior a 500 [NTU], por lo que la muestra analizada debe ser

diluida con el fin de obtener una turbidez dentro del rango de medicién del equipo.

3.5.4 Acidez Total

ILa medicién de acidez total se realiza titulando la muestra con una solucion de hidréxido de

sodio, en el titulador automatico (marca: Lab Tec), hasta llegar a pH 7. La acidez total se
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calcula con el volumen de hidréxido de sodio gastado en la titulacién y se obtiene en [g Acido

Tartarico/I. mosto]’.

3.5.5 Concentracion Nitrogéno (YAN)

Para cuantificar la concentracién asimilable por levadura se utiliza el Método de Sorensen. La
muestra de mosto se titula, en el titulador automatico (Marca: Lab Tec ) con una solucién de
hidréxido de sodio hasta llegar a pH 8, y posteriormente se adicionan 2|mL] de formaldehido y
se titula nuevamente hasta llegar a pH 8, se registra el volumen gastado en la segunda titulacién
y se calcula la concentracién de nitrégeno asimilable [mg Nitrogeno /L]*. Para obtener la

concentracion de YAN se realiza el siguiente calculo:

3.6 Compuestos Fenolicos y Actividad Antioxidante

A medida que se lleva a cabo la fermentacion, se toman muestras cada 12 [h] los dos primeros
dias, y los dias siguientes una muestra diaria. La muestra se congela hasta el dia del analisis, que
es descongelada y luego centrifugada (Marca: Hermle, Modelo: Z323K), con la finalidad de
eliminar la turbidez de la muestra. Ia centrifugacion se llevé a cabo a 5.680 [rpm] durante 10
minutos a 20[°C] (Wang et al., 2015). Finalmente se procede a analizar la muestra centrifugada.
Todos los analisis descritos a continuacion se realizaron con el espectrofotémetro UV-VIS

(Marca: Mecasys, Modelo: Optizen Pop).

3.6.1 Polifenoles Totales

Para la medicién de polifenoles totales se utiliza el Método de Folin- Ciocalteau (Hosu et al.,
2014; Li et al.,, 2009) que se basa en que los compuestos fendlicos reaccionan con el reactivo
Folin-Ciocalteau (se oxidan), a pH basico, obteniéndose una coloraciéon azul, producto de la
formacion de los complejos, que se logra cuantificar midiendo su absorbancia a 760[nm] en un
espectrofotometro. Para realizar las mediciones de la muestra se construyé una curva de
calibracién con 4cido gilico (en concentraciones de 0-500 [mg AG/L]’, por lo que los
resultados obtenidos se expresan en esta unidad. A continuacién se muestra el protocolo

utilizado para la medicién de polifenoles totales:

3Ver anexo 6.2 Calculo de Acidez Total
4Ver Anexo 6.3: Célculo de la concentracion de nitrégeno asimilable
5 Ver Anexo 6.5: Curva de Calibracion Polifenoles Totales
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e Se diluye la muestra a analizar de manera de obtener una absorbancia que se encuentre
en el rango de absorbancias de la curva de calibracién. Para este caso la muestra de
mosto se diluye 1:10 en agua destilada.

e Se mezcla 0,1 [mlL] de la muestra diluida con 2ml] de reactivo Folin- Ciocalteau
(previamente diluido 1:10 en agua destilada). Se deja reaccionar por 5 minutos.

e Se adicionan 1.6[mL] de solucién de carbonato de sodio (Na,CO5) 7,5% p/v y se deja
reaccionar por 1 [h] a oscuras.

e Pasado el tiempo de reaccion se mide la absorbancia de la mezcla a 760[nm], realizando

una muestra en blanco utilizando agua destilada en vez de muestra.

Con la absorbancia obtenida y la curva de calibracién, se obtiene la concentracién de

polifenoles de la muestra.

3.6.2 Flavonoides Totales

Para determinar el contenido de flavonoides totales se utiliza el método descrito por (Feliciano
et al.,, 2009) con algunas modificaciones, donde el contenido de flavonoides totales se realiza
por colorimetria, adicionando Cloruro de Aluminio y Nitrito de Sodio, que cuando reaccionan
entre si forman un complejo colorado que posee una absorciéon maxima a los 510 nm. Para la
cuantificaciéon se construye una curva de calibraciéon utilizando concentraciones de (+)-
Catequina de 0 a 300[mg/L]°. El método descrito por (Feliciano et al., 2009)que se resume a

continuacion:

¢  Diluir la muestra de mosto en agua destilada (1:5)

e Mezclar 0,5[mL] de la muestra diluida con 2 [mL] de agua destilada.

e Adicionar 0,15 [mL] de solucién de NaNO, (0,7[M]) y dejar reaccionar por 5 minutos.

e Adicionar 0,15[mL] de solucién de AICL; (0,44[M]) y dejar reaccionar por 6 minutos.

e Adicionar 1[mL] de solucion de NaOH (1[M]) y luego 1|mL] de agua destilada y medir

absorbancia a 510[nm)].

3.6.3 Pigmento monomérico de antocianinas

Para determinar el contenido de antocianinas se utiliza el método descrito por (Lee et al,

2005), el método se basa en el cambio estructural reversible que tienen los monémeros de

6 Ver Anexo 6.6: Curva de Calibracion Flavonoides Totales
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antocianinas cuando hay un cambio en el pH entre 1 y 4,5. A un pH de 1 se forma un oxonio
colorado y a pH 4,5 una molécula sin color. La diferencia en la absorbancia a una longitud de
onda de 520[nm] es proporcional a la concentracién de antocianinas. Las antocianinas
polimerizadas absorben radiaciéon a esta longitud, por lo que el método sélo aplica para
cuantificar las antocianinas monoméricas. Los resultados se expresan cianidina-3-glucésido
(C3G). El método consiste en diluir la muestra de mosto en soluciéon buffer a pH 4,5 y pH 1
(1:20) y luego medir la absorbancia a 520 [nm] y 700[nm], utilizando como blanco una celda
con agua destilada. Para obtener la concentracién de antocianinas (usando como estandar

cianidina-3-glucésido) se utiliza la siguiente expresion:

[mgCSG] _AxPM = FD % 10°
3 =

Antocianinas
ex1

Donde,

A= (A520nm - A7OOnm)pH1 - (ASZOnm - A7OOnm)pH4,5

o A,y Ay : corresponden a las absorbancias registradas de la muestra a 520 y 700 nm
respectivamente en los medios de pH 1y 4,5 .

e PM: Peso molecular de la cianidina-3-glucésido (449,2 [g/mol]).

e FD: Factor de dilucién utilizado.

e ¢ : Coeficiente de extincion molar (26.900 [L/mol*cmy])

e 1: Espesor de la celda [cm].

e 103: Factor de conversién de g a mg .
La preparacion de las soluciones buffer se detallan a continuacion:

Solucién pH 1: Se prepara una solucién de cloruro de potasio (0,025[M]) sin aforar, por
ejemplo si se prepara un litro de solucién, se debe adicionar agua destilada hasta los 980 [mL],
luego con el uso del pHmetro se le baja el pH hasta 1 con la adicién de acido clorhidrico
concentrado.

Solucién pH 4,5: Se prepara una solucion de acetato de sodio (0,4[M]) sin aforar, por ejemplo
si se prepara un litro de solucion, se debe adicionar agua destilada hasta los 960 [mL], luego
con el uso del pHmetro se le baja el pH hasta 4,5 con la adiciéon de acido clorhidrico

concentrado.
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3.6.4 Capacidad Antioxidante

Para estimar la capacidad antioxidante del vino en el proceso de fermentacion se utilizo el
método de actividad antirradical descrito por (Brand-Williams et al.,, 1995). Es un método
simple, rapido y muy utilizado, consiste en evaluar la actividad antioxidante de una sustancia
haciéndola reaccionar con una soluciéon del radical estable (2,2 diphenyl-1-picrylhydrazyl)
DPPH:* en metanol. La soluciéon de DPPH* en metanol es de color purpura intenso y tiene una
maxima absorciéon a 515[nm], pero cuando reacciona con las sustancias en el vino que son
capaces de neutralizar al radical, la intensidad en el color disminuye (se vuelve a tonos
amarillos) y esto es cuantificado con la mediciéon de absorbancia a 515[nm]. Para la
cuantificacién de las muestras en la fermentacion se realiza una curva de calibracion utilizando
Trolox como estindar’. El método se detalla a continuacién:
¢ Diluir la muestra de vino con metanol (1:10)
e Mezclar 0,1 [mL] de muestra diluida con 3,9|mL] de solucién de DPPH* en metanol
(24[mg/L]). Dejar reaccionar a oscuras por 30 minutos y luego medir absorbancia a
515 [nm], se utiliza como blanco una celda con metanol y otra celda en donde se hace

en analisis, pero en lugar de muestra, se hace reaccionar metanol.

3.6.5 Analisis estadisticos

La cantidad de réplicas realizadas para las mediciones se detallan en la siguiente tabla:

Tabla 3-1: Numero de réplicas de las mediciones realizadas

Mediciéon Réplicas
Densidad 1
°Brix 2
Turbidez 2
Concentracion YAN 1
Acidez total 1
Polifenoles totales 3
Flavonoides totales 3
Antocianinas 3
Capacidad Antioxidante 3

7Ver Anexo 6.7: Curva de Calibracion Actividad Antioxidante
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Cabe destacar que las mediciones sin duplicado ni triplicado requetrfan de la toma de un
volumen considerable de muestra, por lo que se decidié hacer una réplica por cada botella de

fermentacién, con la finalidad de no alterar de manera considerable el volumen de reaccion.

Los resultados obtenidos corresponden a los promedios de las réplicas de los analisis y los
promedios entre los duplicados de cada fermentacion. Los resultados se informan con sus

respectivas desviaciones estandar.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Evolucion de la fermentacion

4.1.1 Densidad
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Figura 4-1: Variaciéon de densidad para las fermentaciones alcohoélica para cada pre-tratamiento de orujo

Tabla 4-1: Valores de densidad a las 0 y 160[h]

Densidad [g/mL] Densidad [g/mL]
Pre- Tratamiento Orujo

0[h] 161[h]
Control 1,0849 0,9934
Molienda 1,0844 0,9921
Secado 1,0865 0,9954
Congelacion 1,0937 0,9979
Congelacion y radiacion UV 1,0946 0,9986

Como se observa en la Figura 4-1, la densidad disminuye a medida que se desarrolla la
fermentacion, la fase estacionaria inicial, para todos los tratamientos, es menor a 12[h]. Para la
fermentacion control y con orujo molido, la fase estacionaria al terminar la fermentacién se

alcanza aproximadamente a las 90[h]. Para las fermentaciones con orujo seco, orujo congelado
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y orujo congelado y radiaciéon UV; la fermentacion alcanza la fase de latencia aproximadamente
a las 60 [h]. Los valores de la densidad al terminar la fermentacion, a las 160[h], se detallan en

la Tabla 4-1.

Como se puede apreciar en la Tabla 4-1para las fermentaciones con orujo congelado; y orujo

congelado y radiaciéon UV, las densidades iniciales y finales son mayores.

4.1.2 Solidos Solubles
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Figura 4-2: Variacion de so6lidos solubles para las fermentaciones con distintos tratamientos de orujo

Tabla 4-2: Valores de solidos solubles a las 0 y 160[h]

S. Solubles [°brix] S. Solubles[°brix]
Pre- Tratamiento Orujo

0 [h] 161[h]
Control 21,25 6,40
Molienda 21,95 7,25
Secado 21,73 6,48
Congelacion 21,53 6,60
Congelacion y radiaciéon UV 21,98 6,05

En la Figura 4-2 se puede apreciar que la uva utilizada tiene un valor inicial de sélidos solubles

de 22[°brix| aproximadamente, la fase de adaptacion de las levaduras es en un tiempo menor a
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12[h]. Para las fermentaciones control y con orujo molido, los sélidos solubles se estabilizan a
las 109[h], en tanto, para las fermentaciones restantes la estabilizacion ocurre aproximadamente

a las 64[h]. Los valores iniciales y finales para cada fermentacién se detallan en la Tabla 4-2.

4.1.3 Turbidez
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Figura 4-3: Variacién de turbidez para las fermentaciones con distintos tratamientos de orujo

Tabla 4-3: Valores de turbidez a las 0 y 160[h]

Turbidez [NTU] Turbidez [NTU]
Pre- Tratamiento Orujo

0 [h] 161[h]
Control 2.928 6.965
Molienda 3.242 5.715
Secado 2.835 11.425
Congelacion 3.220 11.325
Congelacion y radiaciéon UV 3.315 10.875

La Figura 4-3 muestra la turbidez para cada tratamiento, se puede observar que los pre-
tratamientos de secado, congelaciéon y congelacion y radiacion UV, registraron valores
superiores de turbidez en comparacion con la fermentaciéon control y con orujo molido. De lo

anterior se concluye que la poblacion celular para los primeros era mayor a la observada para la
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fermentacion control y con orujo molido, lo cual también se pudo observar cualitativamente al
final de las fermentaciones, pues para las fermentaciones con orujo congelado, seco y

congelado y radiacion UV, la cantidad de borra era considerable mayor. En la

Tabla 4-3 se puede observar que al final de la fermentacion la diferencia en la turbidez es

considerable.

4.1.4 Concentracion de Nitrogeno Asimilable
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Figura 4-4: Variacion de concentracion de nitrogeno para las fermentaciones con distintos tratamientos
de orujo

Previo al proceso de fermentaciéon se acondiciondé el mosto con la adicion de DAP,
obteniéndose concentraciones de nitrégeno supetiores a los 200 [mg/L]. Como se puede
observar en la Figura 4-4, para las todas las fermentaciones, fue necesaria la adicion de DAP a
las 12[h], ya que la concentracién previa a la adicion era infetior a los 250[mg/L]. Para los pre-
tratamientos con orujo seco, congelado y congelado y radiacién UV; se tuvo que adicionar
DAP nuevamente a las 24[h] ya que los niveles de nitrégeno eran insuficientes. Los valores al

inicio y término de la fermentacion se detallan en la Tabla 4-4
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Tabla 4-4: Valores de concentracion de nitrégeno asimilable a las 0 y 160[h]

C. Nitrogeno[mg/L] C. Nitrégeno [mg/L]
Pre- Tratamiento Orujo

0 [h] 161[h]
Control 226 60
Molienda 219 81
Secado 238 93
Congelacion 235 88
Congelacion y radiacion UV 242 84
4.1.5 Acidez total
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Figura 4-5: Variacién de acidez total para las fermentaciones con tratamiento de orujo

Para el caso de la acidez, como se observa en la Figura 4-5, se puede observar que las
fermentaciones control y con orujo molido, presenta valores inferiores a los obtenidos para el
resto de los pre-tratamientos. En la Tabla 4-5 se detallan los valores de acidez total al

comenzar y finalizar las fermentaciones para cada pre-tratamiento:
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Tabla 4-5: Valores de acidez total a las 0 y 160[h]

A. Total[mg AT /L] A.Total[mg AT/L]
Pre- Tratamiento Orujo
0 [h] 161[h]

Control 4.2 7,9

Molienda 54 7,7

Secado 6,5 11,4
Congelacion 6,7 11,5
Congelacion y radiacion UV 6,8 11,3

De la Figura 4-1 y Figura 4-2, se puede observar que las fermentaciones el control y la
fermentacion con orujo molido fueron mas rapidas que el resto de las fermentaciones, pero los
valores de densidad y solidos solubles al final de las fermentaciones son similares y estan
dentro de los rangos esperados (Delanoé et al, 2003). La diferencia entre dichas
fermentaciones fue, que para las 3 ultimas (Orujo Congelado, Orujo Seco y Orujo Congelado y
radiaciéon UV) el jugo que se separa previo a la fermentacion, también fue congelado. En tanto
para las fermentaciones control y orujo molido, se utilizé uva fresca. Cabe destacar que para
los pre-tratamientos con el jugo fresco, la concentracion inicial de nitrégeno asimilable estaba
entre un rango de 95-105 [mg de N/L], en tanto para las fermentaciones con jugo congelado la
concentraciéon inicial, antes del acondicionamiento, era mayor 120-130 [mg de N/LJ, esto se
puede atribuir a que la congelacién del jugo, provocé una permeabilidad de las membranas
celulares lo que significé un aumento en la excrecién de aminoacidos (Hernandez-Orte et al.,
2006) y por lo tanto, en la concentracién de nitrégeno inicial. Al tener una mayor
concentracién de nitrégeno, la levadura tuvo un mayor tiempo de asimilacién de los nutrientes,
por lo que al darse las condiciones de temperatura y pH, las levaduras comenzaron a
reproducirse con mayor rapidez que en las fermentaciones donde la concentracién inicial de
nitrégeno era menor. Al ser menor la concentracion inicial el tiempo de adaptaciéon es mas
largo y las levaduras demoran mas en reproducirse (Beltran et al., 2005), y fue el efecto que se

observo al ser fermentaciones con una fase de adaptacion levemente mas larga.

El aumento de la poblacién de levaduras, observado para las fermentaciones con orujo seco,
congelado y congelado y radiaciéon UV, se puede explicar con lo mencionado anteriormente, al

haber una mayor reproducciéon de levaduras, el nitrégeno asimilable es consumido a mayor
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velocidad, razoén por la cual fue necesaria la adicion de DAP a las 24[h] para las fermentaciones

con jugo congelado.

Para la acidez total los valores superiores para las fermentaciones con orujo seco, congelado y
congelado y radiaciéon UV, se atribuye a la cantidad de biomasa presente en el mosto, al ser mas
rapida la fermentacioén, se produce un aumento en la poblacién celular, que se detecta con la
medicién de acidez total, ademads esta variable estd relacionada con la concentraciéon de nitrégeno
(Moreno-Arribas, 2009), que para las fermentaciones con jugo congelado se adicioné en dos

ocasiones.

4.2 Compuestos Fenolicos y Actividad Antioxidante

4.2.1 Polifenoles Totales
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Figura 4-6: Variacion del contenido de polifenoles totales para las fermentaciones con tratamiento de
orujo

En la Figura 4-6 se observa la evolucion en la concentracion de polifenoles totales, se puede
apreciar que el pre-tratamiento que produjo un aumento en la concentraciéon fue el de
molienda de orujo. Para el resto de los pre-tratamientos no se observa un cambio en

comparacion con la fermentacion control. Los valores al inicio y final de las fermentaciones se

detallan en la Tabla 4-6:
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Tabla 4-6: Valores de concentracion de polifenoles totales a las 0 y 160[h]

PT [mg AG/L] PT [mg A.G/L]

Pre- Tratamiento Orujo

0 [h] 161[h]
Control 610 1.161
Molienda 914 1.945
Secado 614 1.257
Congelacion 578 1.073
Congelacion y radiacion UV 535 1.089

Se puede observar que la concentracion inicial de polifenoles totales para los pre-tratamientos
de orujo secado, orujo congelado y congelado y radiaciéon UV, son practicamente la misma. Al
contrario de lo que se obtuvo para la fermentacién con orujo molido, que corresponde a un
50% mayor a la concentracién medida para la fermentaciéon control. Hacia el final de la
fermentacion se observa la misma tendencia, la concentraciéon de polifenoles para la
fermentacién con orujo molido es un 68% mayor que la concentracioén para la fermentacion
control.

Los valores obtenidos de concentracién de polifenoles totales se encuentran dentro del rango
esperado para el tipo de uva (1.500-3.000 [mg AG/L]) (Li et al., 2009), se debe tener en cuenta
que el estudio citado corresponde a uvas de la misma especie pero localizadas en China, y se
debe considerar que existen multiples factores que influyen en el contenido polifendlico de las
uvas, como son: las condiciones climaticas de las plantaciones, el punto de madurez al cual es
cosechada la uva, las técnicas en la elaboracién del vino, entre otras (Di Majo et al., 2008). El
rango aqui presentado significa una referencia de que el orden de magnitud de los resultados
obtenidos no difieren considerablemente y se puede considerar como un rango razonable para

la especie en cuestion.

Los resultados obtenidos de las variables de evolucion de la fermentacién, no tienen relacion
con la concentracién de polifenoles, ya que la tunica alteracion observada es para la
fermentacién con orujo molido. Lo anterior se puede explicar por el hecho de que al ser la
misma uva para todos los tratamientos, la cantidad de polifenoles a extraer es la misma. El

aumento en la concentracion para la fermentaciéon con orujo molido se atribuye a que las pepas
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fueron afectadas en mayor medida por dicho tratamiento, ya que al ser molidas, se produce un

aumento en el area de trasferencia para la difusién de estos compuestos al vino.

Por el estudio realizado por (El Darra et al., 2016) la técnica de termovinificaciéon aplicada
previo al proceso de fermentacion significé un aumento en el contenidos de polifenoles totales
del 32% y la aplicacion de pulsos eléctricos un aumento del 18%. Las células de la piel son una
barrera limitante en la liberacién de polifenoles, el tratamiento de vinificacioén, al aumentar la
temperatura en un tiempo reducido provoca una degradacion severa en las células de la piel
principalmente, viéndose afectadas en menor medida las células de las pepas. La degradacion
de las membranas permite obtener un aumento en la concentraciéon de polifenoles totales (El
Darra et al,, 2016). La aplicaciéon de pulsos eléctricos provoca un dafio localizado en las
membranas celulares, medianamente reversible, por lo que en comparaciéon con la

termovinificacion, el dafio a la célula es menor (El Darra et al., 2016).

En el estudio realizado por (Puértolas et al., 2010) la aplicacién de un pulso eléctricos a las uvas
produjo un aumento en el contenido polifendlico del 17%, concluyendo que la debilitacion de

las membranas mediante este método promueve la liberacién de compuestos fenodlicos.

Segun (Atanackovic¢ et al., 2012) el efecto de aplicar termovinificacion significé un aumento del
55% en el contenido de polifenoles totales, en este estudio atribuyen el efecto a la debilitacién

de las membranas y posterior liberacién de polifenoles.

Para los casos estudiados por (Ortega-Heras et al., 2012) la aplicacién de una maceracioén en
frio no tuvo efecto significativo en la concentracion de polifenoles totales, lo que coincide con
lo observado para los tratamientos con congelacién, en donde la formacién de cristales no

produjo efecto alguno en la concentracion de polifenoles totales.

Segun (Panceri et al., 2015)el secado de uva mediante conveccion hasta perder 30% del peso,
afecté en la concentraciéon de polifenoles totales aumentando en un 11% para la cepa de
Carbernet Sauvignon. Si se compara el proceso de secado aplicado en esta investigacion los
resultados no coinciden, pues, con el pre-tratamiento de secado, no existe en aumento en los
polifenoles totales, esto se atribuye a que las técnicas de secado empleadas son distintas, lo cual

claramente tiene un efecto en el resultado final.
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En el estudio realizado por (Castilhos et al., 2016), en donde se analizaron 4 tipos de vinos de
cepas hibridas (Bordd, Isabel, Violeta y Carmem) con un pre-tratamiento de deshidratacion
parcial de la uva, se obtuvo que sélo para el vino Isabel se produjo un aumento considerable en
la concentracion de polifenoles totales (76%). Lo anterior es una prueba de que todos los
experimentos varfan con la especie de uva utilizada, y el proceso aplicado. En este caso se
puede relacionar con los resultados obtenidos con el orujo secado, que tampoco tuvo un

efecto en la concentraciéon de polifenoles totales.

4.2.2 Flavonoides Totales
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Figura 4-7: Variacién del contenido de flavonoides totales para las fermentaciones con tratamiento de
orujo

Para la medicién de flavonoides totales se observa en la Figura 4-7 una tendencia similar a la de
polifenoles totales, el tratamiento que tuvo un efecto considerable en el contenido de
flavonoides fue el de molienda de orujo, en tanto el resto de los tratamientos no tuvieron un

efecto en la concentracién de estos compuestos.

Tabla 4-7: Valores de concentracion de flavonoides totales a las 0 y 160[h]

FT [mg cat/L] FT [mg cat/L]
Pre- Tratamiento Orujo
0 [h] 161[h]
Control 125 476
Molienda 229 820
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Secado 175 441
Congelacion 153 429
Congelacion y radiaciéon UV 154 461

Los valores obtenidos, mostrados en la Tabla 4-7 estan dentro del rango descrito por (Li et al.,

2009) para Cabernet Sauvignon (400- 1.700 [mg Cat/L]).

En los estudios en donde se analizan otros pre-tratamientos a la uva, no se miden los
flavonoides totales, ya que utilizan técnicas de cromatografia liquida para determinar
compuestos flavonoides de manera mas especifica. Como se mencioné en los antecedentes el
65% de los compuestos flavonoides se encuentran localizados en las pepas, lo que se
comprueba en la investigacion, pues el tratamiento de orujo molido, fue el que tuvo un mayor
efecto sobre las células de las pepas, y el aumento observado en la concentraciéon de
flavonoides totales se atribuye a este efecto del tratamiento. Para el resto de los tratamientos

no se observé diferencias con la fermentacién control.

4.2.3 Antocianinas Monoméricas
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Figura 4-8: Variacién del contenido de antocianinas para las fermentaciones con tratamiento de orujo

Como se puede observar en la Figura 4-8, todos los tratamientos realizados al orujo tuvieron
un efecto en la concentraciéon de mondémeros de antocianinas. Los valores de concentracion

estan dentro del rango descrito por (Sacchi et al, 2005) (20-200[mg C3G/L]). De los
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resultados obtenidos se afirma que los tratamientos realizados al orujo si afectan la
microestructura celular, pero mas ain, se puede afirmar que las células de la piel de la uva son
las que se ven afectadas en mayor medida, pues como se mencioné en los antecedentes las
antocianinas estan ubicadas al interior de las vacuolas de las células de la piel, por lo que para

provocar el aumento observado, se debe haber ejercido un efecto en la estructura de la célula.

Para las fermentaciones sin pre-tratamiento y con molienda de orujo se observa que alas 13 y
21 [h] existe un aumento considerable en la concentraciéon de antocianinas, esto se explica
porque al inicio de la fermentacion, las antocianinas monoméricas son liberadas al medio (ya
que son solubles en agua, por lo que estan inmediatamente disponibles (Bimpilas et al., 2015)).
Una vez liberadas, son parte de una serie de reacciones de polimerizacion, copigmentacion y
oxidacion, que hacen que la concentraciéon disminuya después del aumento observado, ya que

son moléculas muy inestables (Ortega-Heras et al., 2012; Sacchi et al., 2005).

Para el resto de los tratamientos no es posible observar ese peak , esto se explica

b
principalmente por el hecho de que como se dijo anteriormente, la fermentaciéon para estos
tratamientos fue mas rapida, por lo que el momento del peak en la concentraciéon no fue

detectado en el horario de toma de muestras previamente determinado.

En la Tabla 4-8 se detalla el aumento provocado en la concentracién de antocianinas por cada

tratamiento, al final de la fermentacion alcohdlica.

Tabla 4-8: Porcentaje de aumento en la concentracion de antocianinas para cada tratamiento de orujo.

Tratamiento % Aumento [mg C3G/L]
Orujo Molido 166
Orujo Seco 187
Orujo Congelado 443
Orujo Congelado+ UV 394

Segun (El Darra et al., 2016), la aplicacién de pulsos eléctricos no tuvo un efecto significativo
en la concentraciéon de antocianinas, en comparaciéon con la uva sin pre-tratamiento. Los

mismos resultados se obtuvieron para la aplicacién del pre-tratamiento de termovinificacion.
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Segun (Castilhos et al.,, 2016)el efecto del secado parcial de la uva, no provoca un cambio

significativo en la concentracién de monémeros de antocianinas.

En los estudios realizados por (El Darra et al., 2016) y (Castilhos et al., 2016) se concluye que
los tratamientos aplicados provocan un efecto en la microestructura de la célula, dicho efecto

depende del tipo de uva y de las condiciones de operacién de los pre-tratamientos.

Segun el estudio realizado por (Gil-Mufioz et al., 2009), el efecto de la maceracién en frio, para
la cepa Cabernet Sauvignon provoca un aumento del 81% en la extraccion de monémeros de
antocianinas. Lo anterior se atribuye al hecho de que para la cepa de Cabernet Sauvignon el
espesor de las membranas de las células de la piel es menor es comparacioén a otras cepas, por
lo que, la formacién de cristales provocada en la maceracion en frio, provoca la ruptura de las
membranas, produciéndose la liberaciéon de antocianinas observadas, que es lo que se observa

en esta investigacion, para el tratamiento de congelacién.

En la Tabla 4-9 se detallan los valores de la concentracién de antocianinas al comienzo y final
de la fermentacion alcoholica. Los pre-tratamientos que tuvieron un mayor efecto fueron los
de Congelacion y Congelacion con radiacion UV, que entre si, tienen practicamente el mismo
efecto. Los pre-tratamientos de molienda y secado de orujo, producen un aumento en la

concentracion, pero en menor medida y similares entre si.

Tabla 4-9: Valores de concentracion de antocianinas monoméricas a las 0 y 160[h]

MA [mg C3G/L] MA[mg C3G/L]
Pre- Tratamiento Orujo
0 [h] 161[h]

Control 32 33
Molienda 84 87
Secado 93 95
Congelacion 158 179
Congelacion y radiaciéon UV 144 163
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4.2.4 Actividad Antioxidante
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Figura 4-9: Variacion de la actividad antioxidante para las fermentaciones con tratamiento de orujo

Para la medicion de la actividad antioxidante mostrada en la Figura 4-9 se puede observar una
tendencia similar a los resultados obtenidos con las mediciones de polifenoles totales y
flavonoides totales. El unico tratamiento que produjo un aumento en la actividad antioxidante
durante el proceso de fermentacién fue el de molienda de orujo (40% mayor). Para el resto de
las fermentaciones con tratamientos no se observa diferencia alguna con la fermentacién
control. Los valores obtenidos para cuantificar la actividad antioxidante estan dentro del rango
esperable descrito por (Fernandez-Pachén et al,, 2004) para el Cabernet Sauvignon (200-

3500[mg Trolox/L]) y se detallan en la Tabla 4-10.

Tabla 4-10: Valores de Actividad Antioxidante a las 0 y 160[h]

AA [mg Trolox/L] AA[mg Trolox/L]

Pre- Tratamiento Orujo

0 [h] 161[h]
Control 142 740
Molienda 460 1.040
Secado 224 461
Congelacion 212 482
Congelacion y radiaciéon UV 178 483
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De la Figura 4-6 y la Figura 4-7 se observa que el contenido de polifenoles totales y
flavonoides totales tiene relacion con la actividad antioxidante de la muestra, es decir, al
aumentar la concentracion de polifenoles totales o flavonoides totales, se produce un aumento
en la actividad antioxidante, esto concuerda con lo observado por (Fernandez-Pachoén et al,,
2004; Pancert et al., 2015). Para la concentracién de antocianinas monoméricas no aplica esta
relacién. Lo anterior coincide con el estudio de (Li et al, 2009), que plantea que la
concentracion de polifenoles totales y flavonoides totales estan fuertemente correlacionadas
con la actividad antioxidante medida por el método empleado en esta investigaciéon. El mismo
estudio determina también que la correlacién entre monémeros de antocianinas y actividad
antioxidante es mucho mas débil, lo que coincide con lo observado en este estudio. Los
monomeros de antocianinas pueden reaccionar con metabolitos de la fermentacion o bien con
otros polifenoles (Di Majo et al., 2008; Ivanova-Petropulos et al., 2015). Estas reacciones
generan pigmentos derivados de antocianinas, compuestos que juegan un rol importante en la
estabilizacion del color del vino. Los compuestos fendlicos que participan en las reacciones de
pigmentacion son los acidos hidrocinamicos, flavanoles y flavonoles (Ivanova-Petropulos et al.,
2015). Los compuestos formados en las reacciones de co-pigmentacion influyen en la actividad
antioxidante(Di Majo et al., 2008; Sacchi et al., 2005), si bien en la presente investigacion se
observa un efecto considerable en la concentracién de antocianinas, la actividad antioxidante se
ve inalterada en comparaciéon a la fermentaciéon control, esto puede ser explicado, por los
efectos combinados de las reacciones que se producen durante la fermentaciéon que tienen un

efecto nulo en la mediciéon de la actividad antioxidante (Sacchi et al., 2005).
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5 CONCLUSION Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

De la investigacion realizada se concluye que la aplicacién de los tratamientos propuestos, si
afectan la microestructura celular del orujo. Lo anterior se comprobé con la alta liberaciéon de
antocianinas monoméricas en las fermentaciones con orujo tratado, en comparaciéon con la

fermentacion sin tratamiento.

En la medicién de polifenoles totales, flavonoides totales y actividad antioxidante, el Gnico pre-
tratamiento que tuvo un efecto significativo fue la molienda del orujo. Los valores para las
variables medidas se relacionan principalmente con el hecho de que dicho tratamiento tuvo un
efecto considerable sobre las pepas de la uva, las cuales contienen un 65% de los compuestos
fenodlicos, y al disminuir su tamafio de particula, se obtiene una mayor extraccion de
compuestos fendlicos, sin considerar a las antocianinas. Para el resto de los tratamientos, se

puede inferir que las células de las pepas fueron afectadas en menor medida.

Con los resultados obtenidos con las mediciones de polifenoles totales, flavonoides totales,
antocianinas monoméricas y actividad antioxidante, se comprueba lo planteado por diversos
estudios, la concentraciéon de polifenoles totales y flavonoides totales, se relaciona con la
actividad antioxidante. Dichos estudios plantean de igual manera, la débil correlaciéon que
existe entre la concentraciéon de antocianinas con la actividad antioxidante, lo cual se pudo

observar claramente con los datos presentados.

El tnico efecto observado, del pre-tratamiento de orujo, sobre las variables de la evolucion de
la fermentacién, fue que para los tratamientos de orujo control y orujo molido, la
concentracién inicial de nitrogeno asimilable registrada fue menor a la concentracion inicial del
mosto con orujo seco, congelado y congelado con radiaciéon UV. Lo anterior se atribuye a la
utilizaciéon de jugo de uva fresca, para los dos primeros, y jugo congelado para los tres
restantes. Se infiere que la congelacion afecté la estructura de las células de la pulpa,
promoviendo la liberacién de aminoacidos, lo que fue detectado con el aumento en la

concentracion de nitrégeno asimilable.
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Dicho aumento provocé una etapa de adaptaciéon menor para la poblacién de levadura, y por

lo tanto, una fermentacién que duré menos, lo cual se vio reflejado en las mediciones de

densidad, sélidos solubles, turbidez y acidez total. El fendmeno observado no influy6 en la

medicién de polifenoles y actividad antioxidante.

5.2

Recomendaciones

Complementar la investigacién con un monitoreo de la microestructura celular, para
determinar el efecto del nivel de destruccion de las células sobre la medicion de las
variables medidas.

Complementar la investigaciéon con metodologias mas especificas para la determinacion
de compuestos fendlicos utilizando cromatografia de liquido y as{ determinar el efecto de
la concentracion de estos en los fendémenos observados.

Utilizar métodos disponibles para la medicion de la actividad antioxidante, que se basan
en distintos fendémenos, con la finalidad de complementar la investigacion (ABTS,
FRAP, ORAC, entre otras).

Determinar el contenido de polifenoles que tiene la uva a utilizar inicialmente, para asi
determinar el nivel de extraccién que existe para fermentaciones con o sin tratamientos.
Evaluar nuevamente el efecto de someter el orujo a radiaciéon UV, pero sin someter este

a una congelacion previa.
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6 ANEXOS

6.1 Protocolo de fermentacion

A continuacién se detalla el protocolo para llevar a cabo las fermentaciones en el laboratorio

de bioreactores:

Preparacion de materiales
El material de vidrio a ocupar se debe esterilizar en un Autoclave por 15 minutos a 121°C .

Y el material de plastico se esteriliza con una solucién de Metabisulfito de potasio (100 g/1),
esta solucion se emplea por su funcién antioxidante y antiséptica en contra de las levaduras

y bacterias no deseadas.

Acondicionamiento del mosto de uva

Sulfitade: Fl sulfitado se utiliza como antioxidante y antiséptico. Se afiade principalmente
para el control de bacterias que puedan perjudicar la produccién del vino. Se ajusta
adicionando metabisulfito de potasio y ajustando la cantidad de SO2 libre a 30 ppm o

superiof.

Ajuste de Nitrégeno: El nitrégeno se ajusta adicionando una cantidad superior a los 150

[mg/1] de YAN para proveer a las levaduras de nutriente para su sintesis y crecimiento. El
ajuste, por lo general en la industria, se hace con fosfato diamoénico (DAP). Cuando
comienza la fermentacién este nutriente se agota, por lo que se suele afladir nuevamente

para que la fermentacién termine correctamente.

Ajuste de pH: El pH se ajusta a 3,45. Este ajuste se hace con soluciones de Acido Tartarico,

para bajar el pH, y con Carbonato de Potasio, para subir el pH.

Preparacion del inéculo

Se toman 4 [g] de levadura y se agregan a un mezcla de 20[mL] de mosto y 20 [m] de agua
destilada que se mantenga en el rango 35- 40°C. Una vez adicionada la levadura se agita a
los 5 minutos, luego a los 15 minutos y finalmente se deja reposar hasta completar 30

minutos. Finalizando el tiempo de activacién (30 minutos) se deja enfriar la mezcla.

Inoculacion de la levadura
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Previo a inocular la levadura se debe verificar que la diferencia de temperatura entre la
levadura y el mosto dentro del fermentador sea inferior a 5°C. Posteriormente se adiciona la
levadura reactivada y en las condiciones del mosto en el fermentador. Se debe agregar un

in6culo de 0,05 g/ de levadura.

Fermentacion
La fermentaciéon comienza una vez que ha entrado en contacto la levadura con el mosto en
los fermentadores. Los parametros operacionales deben mantenerse en los rangos de

trabajo por lo que deben ajustarse si no se posee control automatico de ellos.

Por lo general, en una fermentacién normal empezando con una concentraciéon de entre 22
a 24 °Brix, equivalente a un rango entre 220 a 240 [g/1] de azucar total inicial, la completa

fermentacion alcohdlica se produce cuando los azucares residuales fermentables en el vino

deben llegan a ser menos de 2 [g/]].

6.2 Calculo de Acidez Total

Al titular la muestra de mosto con hidréoxido de sodio, se registra el volumen gastado para

llegar a pH 7 y se calcula la acidez total [g de 4cido tartirico/L mosto] como sigue:

c . =VNaOH*CNa0H*PM1*PM2/2
actdez Vmuestra Ny P]\/Il/2

Donde,

C

: Concentracion de acidez total [g 4dcido tartarico/L mosto]

acider
Vieon: Volumen de solucion Hidréxido de sodio gastados en la titulaciéon [mL]
Craon: Concentracion de la solucion de hidréxido de sodio [M]

Vitesat Volumen de muestra (3 [mL])

PM,: Peso molecular 4cido sulfirico [g/mol]

PM,: Peso molecular 4cido tartarico [g/mol]

n;: Cantidad de moléculas de hidrégeno en el acido sulfarico [-]
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6.3 Calculo de la concentraciéon de nitrégeno asimilable

Con el volumen gastado de hidréxido de sodio se calcula la concentraciéon de nitrégeno como

se muestra a continuacion:

c _ VNaon * Cnaon PM. % C
YAN = * 1 *Lonv

Vmuestra

Cyax : Concentracion de nitrégeno asimilable por levadura [mg N/L)

Viwon: Volumen de solucion Hidréxido de sodio gastados en la titulacion [mL]
Craon: Concentracion de la solucion de hidréxido de sodio [M]

Vieswat Volumen de muestra (3 [mL])

PM,: Peso molecular nitrégeno [g/mol]

Conv: Conversién de mg a g: 1000[mg/g]

6.4 Proceso de secado de orujo

El orujo a secar se dispuso en una capa de alrededor de 0,5[cm] en la estufa y se secé a 50[°C]
hasta obtener un peso constante. Para la medicién de la masa se dispusieron 3 placas de petris

a las cuales se les midi6 la masa en el tiempo.

Figura 6-1: Secado de orujo

A continuacion se presenta el grafico que registra el cambio en la humedad:
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Figura 6-2: Variacion de la humedad de orujo en el tiempo

Como se observa la humedad inicial era del 66%, y terminé siendo nula, por lo tanto, al orujo
seco se le adiciona el 66% de su peso en agua para la rehidratacion para luego llevar a cabo la

fermentacion.

6.5 Curva de Calibracion Polifenoles Totales
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Figura 6-3: Curva de calibracion polifenoles totales
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Se hicieron soluciones de 4cido gélico en agua destilada de concentraciones de 0 a 500 [mg/L],
luego a cada solucién se le aplicé el método de Folin Ciocalteau, y se midié las absorbancias

para cada concentracién y se construyo la curva de calibraciéon que se muestra en la Figura 6-3

6.6 Curva de Calibracion Flavonoides Totales

Se hace una solucién de (+)-Catequina en metanol de 5 [g/L] y luego se hacen multiples
diluciones en agua destilada para obtener concentraciones de 0 a 300 [mg/L], a las diluciones
se les aplica el método descrito por (Feliciano et al., 2009) y con las absorbancias medidas se

construye la curva de calibracién mostrada en la Figura 6-4.
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Figura 6-4: Curva de calibracion Flavonoides Totales

6.7 Curva de Calibracion Actividad Antioxidante

Para la construccion de la curva de calibracion se utilizan soluciones con concentraciones de O-
120 [mg Trolox/L] en metanol. Las diluciones se mezclan con la solucién de DPPH: y se les

mide la absorbancia hasta que esta se haga constante.

61



[

0,9 -+
08 -
0 7 [ ] [ ) [ ) [ ) [ ] [ ] [ ] [ ] [ ]
T ] e e o o o oo o * Olme/L]
& 0,6
e ° 25[mg/L]
20,5 -
5 50[mg/L]
2 0,4 1 L } ° ° ° e o ° ¢
< 03 e 75[mg/L]
' o 100[mg/L
0,2 - ° [} [} o o o o l [mg/ ]
o 125[mg/L
01 4 [mg/L]
0 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo[min]

Figura 6-5: Absorbancia a distintas concentraciones de Trolox [mg/L]

Luego se calcula el porcentaje de reducciéon de DPPH- (a los 30 minutos)como sigue:

sintrolox — Atrolox

A
%Reduccion DPPH = * 100%

Asin trolox

Se obtiene el porcentaje de reduccion para cada concentracion de trolox y se construye la curva

de calibracion
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Figura 6-6: Curva de calibracion actividad antioxidante
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6.8 Tablas de resultados

Tabla 6-1: Variacién contenido de polifenoles totales en fermentaciones con distintos tratamientos de

orujo

Polifenoles Totales [mg AG/L]

Tiempo[h] Control Molido Seco Congelado Cong+UV
0 610 914 614 578 535
14 680 1.439 759 719 677
21 729 1.407 857 761 760
37 791 1.725 973 892 832
48 919 1.707 970 832 881
64 830 1.741 991 964 991
88 891 1.917 1.099 1.071 1.079

109 1.007 1.867 1.147 1.045 1.036

134 1.124 1.975 1.151 1.090 1.062

161 1.161 1.945 1.257 1.073 1.089
Desviacion Estandar

Tiempo[h] Control Molido Seco Congelado Cong+UV
0 7,6 170,9 0,8 19,4 24,4
14 43,8 197,8 8,4 42,1 21,9
21 45,5 142,3 11,8 48,8 0,8
37 40,4 236,5 8,4 73,2 1,7
48 21,9 58,9 25,3 84,2 2,5
64 31,1 63,1 12,6 77,4 27,8
88 97,6 129,6 10,9 77,4 48,0
109 237,4 157,4 10,9 60,6 73,2
134 229,8 170,9 45,5 28,6 42,9
161 80,0 101,0 36,2 51,3 67,3
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Tabla 6-2: Variacion contenido de flavonoides totales en fermentaciones con distintos tratamientos de
orujo

Flavonoides Totales|[mg Catequina/L]

Tiempo[h] Control Molido Seco Congelado Cong+UV
0 125 229 175 153 154
14 199 342 194 207 149
21 193 435 221 197 194
37 213 588 275 269 245
48 268 559 304 276 313
64 248 655 327 305 343
88 313 698 375 378 392

109 362 743 407 382 418

134 378 667 437 412 422

161 476 820 442 429 462
Desviacion Estandar

Tiempo[h] Control Molido Seco Congelado Cong+UV
0 0,4 66,9 6,7 9,1 7,7
14 12,4 59,9 0,3 10,8 12,8
21 15,9 45,8 6,4 1,3 8,1
37 14,8 56,6 2,7 19,9 0,0
48 18,2 21,2 11,8 28,6 3,0
64 8,1 20,5 13,5 13,8 17,8
88 35,0 34,7 18,9 18,2 21,2

109 106,7 44,4 3,7 19,9 20,5
134 81,8 22,2 11,1 14,8 28,6
161 50,5 70,7 4,0 0,3 38,0
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Tabla 6-3: Variacién contenido de antocianinas en fermentaciones con distintos tratamientos de orujo

Antocianinas [mg C3G/L]

Tiempo[h] Control Molido Seco Congelado Cong+UV
0 32 84 93 158 144
14 69 208 89 191 176
21 92 116 82 186 179
37 52 120 97 199 184
48 51 112 99 191 201
64 44 104 94 200 210
88 44 100 99 199 193
109 41 99 103 179 173
134 38 91 100 179 168
161 33 88 95 179 163

Desviacion Estandar

Tiempo[h] Control Molido Seco Congelado Cong+UV
0 3,5 15,2 0,2 6,6 0,2
14 6,3 35,8 6,1 10,6 4,3
21 3,6 12,5 5,8 10,1 0,6
37 0,1 22,5 7,4 14,6 4.4
48 1,1 14,8 6,1 20,4 5,3
64 0,5 6,8 1,7 18,2 6,5
88 2,1 14,0 7,8 21,0 0,0
109 0,0 13,9 3,4 13,8 0,4
134 0,1 12,7 11,9 14,5 0,0
161 2,1 12,1 9,1 26,0 1,8
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Tabla 6-4: Variacién capacidad antioxidante en fermentaciones con distintos tratamientos de orujo

Actividad Antioxidante [mg Trolox/L]

Tiempo[h] Control  Molido Seco Congelado Cong+UV

0 142 460 224 212 178
14 216 531 274 259 252
21 319 527 285 284 263
37 333 574 370 384 402
48 345 602 375 367 451
64 344 648 411 505 448
88 384 728 414 443 475
109 401 738 448 412 441
134 471 735 459 474 491
161 740 1040 461 482 483

Desviacion Estandar

Tiempo[h] Control Molido Seco Congelado Cong+UV

0 18,2 65,7 2,2 14,4 54
14 10,6 60,6 1,7 11,8 3,4
21 14,1 74,3 9,3 28,2 10,5
37 34,5 100,3 19,7 7,6 82,6
48 45,2 49,4 2,0 32,8 12,2
64 49,6 25,8 20,3 9,6 48,7
88 1,3 33,4 8,2 34,8 13,6
109 47,6 35,5 2,8 21,2 14,2
134 4,0 4,0 12,3 22,8 17,2

161 0,4 53,0 7,8 34,6 39,1




Tabla 6-5: Variacion de densidad en fermentaciones con distintos tratamientos de orujo

Densidad [g/mL]
Tiempo[h] Control Molido Seco Congelado  Cong+UV

0 1,0849  1,0844  1,0865 1,0037 1,0946
14 1,0806  1,0855  1,0824 1,0869 1,0870
21 1,0805  1,0828  1,0607 1,0652 1,0648
37 1,0649  1,0636  1,0133 1,0184 1,0206
48 1,0471  1,0464  0,9967 1,0030 1,0024
64 1,0230  1,0241  0,9969 1,0014 0,9995
88 1,0039  1,0015  0,9955 0,9990 0,9991
109 09933 09930  0,9955 0,9982 0,9988
134 09936 09941  0,9954 0,9980 0,9987
161 09934 09921  0,9954 0,9979 0,9986

Desviacion Estandar
Tiempo[h] Control Molido Seco Congelado  Cong+UV

0 0,0005 0,075  0,0004 0,0008 0,0005
14 0,0008  0,0065  0,0002 0,0004 0,0004
21 0,0006 0,017  0,0024 0,0002 0,0002
37 0,0081  0,0051  0,0043 0,0027 0,0009
48 0,0042 0,073 0,000 0,0025 0,0009
64 0,0021  0,0080  0,0012 0,0011 0,0001
88 0,0030  0,0065  0,0024 0,0001 0,0005
109 0,0002 0,024  0,0027 0,0001 0,0007
134 0,0017 0,015  0,0026 0,0001 0,0005

161 0,0009 0,0012  0,0021 0,0000 0,0007




Tabla 6-6: Variacion de so6lidos solubles en fermentaciones con distintos tratamientos de orujo

Sdlidos Solubles[°Brix]

Tiempo[h] Control Molido Seco Congelado Cong+UV

0 21,3 22,0 21,7 21,5 22,0
14 20,7 21,5 21,4 20,7 20,9
21 19,9 20,8 17,6 16,9 17,2
37 17,5 18,1 9,8 9,3 10,1
48 15,2 15,7 7,2 6,8 6,9
64 11,6 11,8 6,7 6,6 6,7
88 8,6 9,0 6,7 6,7 6,7
109 7,0 7,6 6,6 6,8 6,8
134 6,5 7,2 6,6 6,8 6,8
161 6,4 7,3 6,5 6,6 6,7

Desviacion Estandar

Tiempo[h] Control Molido Seco Congelado Cong+UV

0 0,49 0,78 0,04 0,04 0,11
14 0,07 0,67 0,04 0,11 0,18
21 0,18 0,92 0,07 0,21 0,28
37 0,04 1,27 0,39 0,42 0,00
48 0,28 0,92 0,53 0,21 0,04
64 0,42 1,27 0,07 0,04 0,00
88 0,25 1,41 0,21 0,07 0,00
109 0,07 0,57 0,28 0,04 0,11
134 0,04 0,28 0,28 0,04 0,04

161 0,14 0,28 0,04 0,07 0,00




Tabla 6-7: Variaciéon de turbidez en fermentaciones con distintos tratamientos de orujo

Turbidez [NTU]

Tiempo[h] Control Molido Seco Congelado Cong+UV
0 2.928 3.243 2.835 3.220 3.315
14 2.640 4.003 3.045 3.645 3.820
21 4.368 5.340 4.253 4.893 4.470
37 4.795 6.230 7.630 7.535 7.203
48 4.655 5.740 8.198 8.783 8.448
64 4.735 7.840 9.683 8.313 7.925
88 4.540 4.705 9.888 9.705 9.368

109 5.595 4915 11.925 11.375 11.025

134 8.360 8.120 11.275 11.500 10.675

161 6.965 5.715 11.425 11.325 10.875
Desviacion Estandar

Tiempo[h] Control Molido Seco Congelado Cong+UV
0 180 95 106 325 417
14 304 39 92 290 339
21 187 247 110 286 304
37 21 113 1.259 134 979
48 21 1.004 1.354 689 301
64 346 269 873 781 375
88 311 530 95 629 230

109 2.242 78 1.096 955 318
134 849 1.669 742 566 35

161 1.549 78 884 672 389




Tabla 6-8: Variacion de concentracion de nitréogeno (YAN) en fermentaciones con distintos tratamientos
de orujo

Concentracion Nitréogeno[mg YAN/L]

Tiempo[h] Control Molido Seco Congelado Cong+UV
0 226 219 238 235 242
14 136 151 178 154 154
21 153 144 75 70 68
37 127 136 72 70 73
48 75 105 64 62 70
64 75 81 72 64 64
88 59 75 79 84 77

109 63 79 97 95 88

134 68 77 94 94 83

161 60 81 94 88 84
Desviacion Estandar

Tiempo[h] Control Molido Seco Congelado Cong+UV
0 2,60 2,60 0,00 0,00 5,19
14 5,21 5,21 18,16 0,00 0,00
21 2,60 15,62 2,59 5,19 7,78
37 18,22 15,62 2,59 0,00 5,19
48 10,59 18,22 7,78 10,37 0,00
64 0,00 0,00 2,59 2,59 2,59
88 5,21 2,60 2,59 5,19 5,19

109 5,21 2,60 2,59 5,19 15,56
134 2,60 5,21 2,59 2,59 12,97
161 0,00 5,21 7,78 5,19 10,37
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Tabla 6-9: : Variacion de acidez total en fermentaciones con distintos tratamientos de orujo

Acidez Total [mg Ac. Tart/L]

Tiempo[h] Control Molido Seco Congelado Cong+UV

0 4,23 541 6,58 6,69 6,83
14 5,65 6,15 7,49 7,49 7,44
21 8,21 7,37 9,07 9,01 9,05
37 8,48 7,53 9,54 9,49 9,26
48 7,11 6,88 9,29 9,70 9,38
64 7,48 7,21 11,04 9,52 9,36
88 7,34 6,98 10,35 10,19 10,01
109 7,31 7,31 11,51 11,53 11,04
134 8,78 7,65 11,53 11,55 11,27
161 7,97 7,74 11,46 11,51 11,33

Desviacion Estandar

Tiempo[h] Control Molido Seco Congelado Cong+UV

0 0,21 0,32 0,50 0,18 0,24
14 0,15 0,06 0,00 0,00 0,24
21 2,18 0,49 0,63 0,51 0,57
37 0,18 0,49 0,36 0,10 0,13
48 0,52 0,31 0,33 0,07 0,18
64 0,06 0,15 0,31 0,26 0,32
88 1,74 0,11 0,26 0,15 0,21
109 0,40 0,35 0,06 0,14 0,44
134 0,84 0,73 0,03 0,06 0,18

161 0,03 0,24 0,03 0,07 0,15
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