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CAPITULO |

Revision bibliogréfica

La union de distintos factores y propiedades de un alimento determinan la calidad y
aceptabilidad del mismo frente al consumidor, siendo el color uno de los factores
organolépticos mas importantes a la hora de seleccionar y evaluar un alimento. El
motivo por el cual el color es un indice de evaluacién importante es porque éste sufre
procesos de degradaciones después de un tiempo prolongado de almacenamiento y le
sigue a menudo un deterioro desagradable del alimento que puede reducir la
aceptacion del consumidor (Araya,2006).

Los compuestos fendlicos son los responsales del color en muchas frutas y productos
derivados de ellos (Heinonen y Eiro, 2002). Estos se clasifican como no flavonoides
(acidos benzoicos, acidos cinamicos y estilbenos) y flavonoides (flavonoles, antocianos
y flavanoles) siendo flavanoles y antocianos los que mas influencia tienen en el color y
su evolucion (Zamora, 2003a). Este tipo de compuestos se almacena durante su
maduracion en la epidermis de las uvas tintas en forma de glucésidos y de manera
excepcional en algunas variedades de vitis los podemos encontrar en la pulpa, como

por ejemplo en la variedad tintorera (Zamora, 2003a).

Los compuestos fendlicos tienen efectos benéficos en los metabolismos glucidico,
lipidico y mineral, como también tienen un efecto antiinflamatorio, cardioprotector,
gastrointestinal, antibacterial y antifungico. Algunos compuestos que estan relacionados
con lo descrito anteriormente son los acidos fenoles como el acido galico, estilbenos
como el resveratrol, flavonoles como la quercetina, flavanoles como catequinas y
procianidinas, y los antocianos. Ademas, se encuentran muy involucrados con la
actividad antioxidante y de eliminacion de radicales libres que estan asociados a
distintas enfermedades y al proceso de envejecimiento (Frankel et al., 1995; Rice-Evans
et al.,1996; Jang et al.,1997; Bujanda et al.,1999; Kampa et al., 2000; Mckay y



Blumberg, 2002; Cooper et al., 2004; Pinent et al., 2004; Sakanaka y Okada, 2004;
Lattanzio et al., 2008).

Los polifenoles estan presentes en la mayoria de los vegetales en diferentes cantidades
dependiendo de la planta, el grupo de compuesto fendlico buscado y la ubicacion de la
planta en donde se encuentren. Generalmente las raices y tubérculos contienen
escasas concentraciones de flavonoides, mientras que las flores, fruta, hojas y otros
tejidos contienen glucésidos, los tejidos lefiosos agliconas y las semillas ambas formas.
(Shahidi y Naczk, 1995; Justesen et al., 1998; Price et al., 1997; Martinez-Valverde et
al., 2000).

Las frutas poseen un mayor contenido de polifenoles que las verduras, de ahi que la
ingesta de bebidas elaboradas a partir de jugos de frutas como la uva resulte ser una
buena fuente de consumo de dichos compuestos. (Gonzalez- San José, 1989; Santos-
Buelga y Scarlet, 2000; Ryan y Prescott, 2010). Sin embargo, la elaboracién de estos
productos conlleva a un deterioro de los antocianos y del color en el producto terminado
gue, incluso, puede degradarse mas en el almacenamiento (Rein, 2005). Considerando
gue los compuestos fendlicos no estan distribuidos de manera uniforme en los tejidos
vegetales, durante el proceso de produccion de alimentos elaborados a partir de frutas,
tales como los jugos, se dan alteraciones cualitativas y cuantitativas que hacen que
muchas veces el perfil de polifenoles no coincida con el de la fruta cuando esta fresca.
(Fleuriet et al., 1990; Spanos y Wrolstad, 1992).

La estabilidad de estos compuestos en especial de los antocianos va en relacién con la
formacion de pigmentos poliméricos entre estas moléculas y los taninos junto con la
presencia de coloides protectores que son los que permiten la conservacion de dicha
asociacion (Flanzy, 2003; Bautista-Ortin, 2005), es por ello que la industria vitivinicola
utiliza agentes estabilizantes externos para lograrlo; para la industria de jugos resultaria
valioso considerar su aplicacién teniendo en cuenta las pérdidas de color que sufre el

producto especialmente durante su almacenamiento.



Compuestos Fendlicos y estabilidad del color

Las uvas del género Vitis son el cultivo frutal con mayor cantidad de antocianos y por
tanto es la fuente mas importante de estos compuestos en el mundo (Rein, 2005). El
fruto de la vid, llamado “baya”, se agrupa en racimos, esta formada por tres tejidos que
se encargan de rodear y dar proteccion a las semillas (endocarpo, mesocarpo y
pericarpo) y Sus componentes quimicos son principalmente agua, azlcares,
compuestos nitrogenados, elementos minerales, sustancias odorantes, lipidos, acidos
organicos y compuestos fendlicos como por ejemplo los antocianos (Boulton et al.,
2002; Ribéreau-Gayon et al., 2006), estos ultimos se ubican mayoritariamente en la piel,
aunque en algunos casos, como el del cultivar Lachryma Christi de Vitis vinifera L.,

también se pueden encontrar en la pulpa (Gil y Pszczolkowski, 2007).

Los compuestos fendlicos se clasifican en flavonoides y no flavonoides, éstos a su vez
se dividen en diversas familias quimicas con caracteristicas estructurales que le dan
determinadas propiedades como el sabor, color y aroma. Los compuestos flavonoides
se hallan mayoritariamente en los hollejos, escobajo y semillas, mientras que los no

flavonoides en la pulpa (Zamora, 2003; Cheynier et al., 2006).

Los flavanoles se encuentran como mondmeros u oligbmeros y polimeros llamados
proantocianidinas o también conocidos como taninos condensados. El aporte sensorial
de estos ultimos es la astringencia y el amargor a la solucion en donde se encuentran,
ademas son mediadores en la estabilizacion del color en las reacciones de
copigmentacién con las antocianinas, como también pueden particpar en las reacciones
de pardeamiento oxidativo, enzimatico y quimico y en la turbidez o formacion de

precipitados (Terrier et al., 2009).

Las unidades monoméricas comunmente presentes en uvas de Vitis vinifera, son; (+)-
catequina, (-)-epicatequina, (+)- galocatequina, y (-) epigalocatequina, pudiendo
encontrarse como mondémeros o metilados, glucosilados, acilados o esterificados con

acido galico.



Las proantocianidinas, tienen la propiedad de liberar antocianidinas a la solucién por el
calentamiento en medio acido, diferenciandose dos grupos de antocianidinas liberadas
(cianidina o delfinidina) en medio acido (reaccion Bate-Smith): las procianidinas
compuestas por (+)- catequina y (-)-epicatequina, y las prodelfinidinas; compuestas por
(+)-galocatequina y (-)-epigalocatequina, las primeras contenidas sélo en las semillas
de las bayas, mientras que los hollejos poseen ambos grupos (Zamora, 2003b;
Cheynier et al., 2006).

Los flavonoles, son pigmentos que aportan la componente amarilla y al fendmeno de
copigmentacion de las antocianinas, debido a su estructura planar (Boulton, 2001;
Hermosin-Gutiérrez et al.,, 2005). Se presentan principalmente como heterésidos
(glucésidos, galactésidos, ramnésidos, rutinésidos o glucurénidos) de cuatro agliconas
principales; kaempferol, quercetina, miricetina, e isoramnetina, o de forma libre por

hidrolisis de glicosidos durante el procesamiento de la uva (Chernier et al., 2006).

En el caso de las antocianinas o antocianos son responsables del color rojo azulado en
la piel de uvas tintas y del color de los productos derivados. Estos se almacenan
enforma de glucésidos en el hollejo y, en algunos casos muy particulares, en la pulpa

de variedades como la tintorera.

La malvidina 3-glucésido es el antociano mas abundante en la uva y también es el mas
estable debido a su grupo metilo ubicado en la posicion 3 del anillo fendlico, el cual
protege la posicion 4 del cation flavilium del atague nucleofilico del agua evitando que

se formen radicales a partir de ella (Gomez-Cordovés et al., 2003).

Las antocianinas se encuentran presentes bajo 4 estructuras quimicas diferentes en
equilibrio en un medio acuoso, estas son: base quinoidal (color azul), cation flavilium
(color rojo), pseudo base carbinol (incolora) y chalcona (incolora), las cuales
dependiendo del pH de la solucién presentan distintas caracteristicas cromaticas; en
condiciones de pH inferiores a 2 el cation flavilium es el mas predominante, a medida

gue el pH aumenta, éste sufre una pérdida de protones dando lugar a las bases



quinoidales y al mismo tiempo se produce una hidratacion de dicho catién generando la
psuedo-base carbinol.

En torno al pH 4 y 5 con temperaturas elevadas la pseudo-base carbinol es convertida a
las formas cis o trans chalcona, que pueden ser incoloras y neutras o tomar color
levemente amarillo luego de ionizarse. En el rango del pH 3,5 que corresponde a los
jugos de uva, existe un balance entre las formas mencionadas anteriormente, el cation
flavilium esta presente en un 12,2%, pseudo-base carbinol 45,2% y chalcona en un
27,6% y base quinoidal en un 15% (Glories, 1999;Castafieda-Ovando et al., 2009).

El color de soluciones con antocianinas, segun diversos estudios, se encuentra
influenciado por el pH, la estructura y concentracion del pigmento, presencia de
copigmentos (flavonoides, acidos fenolicos), presencia de flavanoles, iones metalicos,
presencia de enzimas, oxigeno, azucares, luz, acido ascorbico y sus productos de
degradacion, proteinas, dioxido de azufre, la temperatura y el tiempo. (Heinonen y Eiro,
2002; Bao et al., 2005; Patras et al., 2010).

Durante el proceso al cual es sometida la uva para la obtencion de sus derivados,
ocurre una extraccion de los compuestos fendlicos desde la baya generando cambios
en los equilibrios de las distintas formas quimicas en la que éstos se encuentran y por lo
tanto su estabilidad y evolucion se ven condicionadas (Zamora, 2003a; Brownmiller et
al., 2008). Durante este proceso se extraen antocianinas y proantocianidinas de hollejos
en menor cantidad debido a su naturaleza soluble en etanol, y para el caso de
proantocianidinas la maceracion debe ser por un tiempo mas prolongado para asi

eliminar sus lipidos (Glories y Saucier, 2000).

Existen dos mecanismos que describen la evolucién de estos compuestos, el primero
de ellos agrupa reacciones bioquimicas mediadas por enzimas, y el segundo
fendbmenos quimicos. Las reacciones enzimaticas que originan degradaciones y
oxidaciones de los compuestos fendlicos pueden darse por la participacidén catalizadora
de enzimas enddgenas (principalmente polifenoloxidasa) y exdgenas (cinamato

esterasas, tanino acil-hidrolasas y -glicosidasas) de la uva.



Para el caso de la polifenoloxidasa, se encuentra presente desde la molienda de la uva
y en presencia de oxigeno generan o0-quinonas que oxidan a otros compuestos
fendlicos a partir de sus sustratos de acido caftarico y cutérico. Para las 3-glicosidasas
pueden ser aportadas en preparados enziméticos del tipo glucanasas o pectinasas,
actuando en los enlaces de algunos flavonoles y antocianinas, liberando las
correspondientes agliconas que son mas inestables y de facil degradacién (Monagas y
Bartolomé, 2009).

Ademas existen reacciones que involucran adiciones nucleofilicas, acoplamientos de
radicales e interacciones electrostaticas que estabilizan y modifican el color de los
productos finales como también influyendo en su tonalidad e intensidad del mismo
(Zamora, 2003). Las reacciones mas importantes en este tipo de soluciones son las de
copigmentacion, condensacion de antocaninas-flavanoles y la interaccion entre

flavonoides con otras macromoléculas.

En el caso de la copigmentacion las moléculas implicadas son las antocianinas
coloreadas y planas que corresponden a la forma flavilium y a la base quinoidal junto
con los otros compuestos presentes no coloreados denominados copigmentos. Esta
interaccion genera complejos de apilamiento vertical que se mantienen unidos por
enlaces de baja energia y débiles, enlaces de Van der Waals e interacciones
hidrofébicas que se mantienen estables por las moléculas de azucar unidas mediante
puentes de hidrogeno (Boulton, 2001). Este tipo de complejacion mantiene el agua
alejada del cromoforo del cation flavilium evitando la hidratacion de éste y por ende la
decoloracion y formacién de bases incoloras como el carbinol, desplazando el equilibrio

hacia sus formas coloreadas (Gomez-Miguez et al., 2006).

Del fenbmeno de copigmentacion mediado por cationes metalicos se produce un
desplazamiento de la longitud de onda maxima hacia longitudes de onda mayores
conocido como efecto batocrémico o hacia longitudes de onda menores denominado
efecto hipsocromico, ambos acompafiados de un aumento de la absorbancia (efecto

hipercrbmico). La intensidad de dichos efectos esta determinada por el pH, la



naturaleza del cromoéforo y copigmento, la temperatura y la relacion molar
copigmento/pigmento. Estos complejos de copigmentacion se forman en medios acidos
y pueden incrementar el color visual y estabilidad del color de los sistemas alimentarios
(Boulton, 2001).

Los flavonoides y acidos hidroxinamicos estan entre los copigmentos mas importantes,
aunque, a su vez, los aminoacidos, polisacaridos, nucleétidos y acidos fendlicos pueden
comportarse como copigmentos, siendo los flavonoles los que presentan un potencial
mayor en comparacién con los acidos hidroxinamicos y flavanoles (Brouillard et al.,
1991; Gomez- Miguez et al., 2006), ya que la ausencia de una estructura planar de
estos dos ultimos condiciona su capacidad, observandose una eficiencia diferencial de
acuerdo a la conformacion molecular del flavanol implicado (Gonzéalez-Manzano et al.,
2009).

En la formacion de los complejos antocianina-flavanol y flavanol-antocianina, el primero
comienza con el ataque nucleofilico de la posicion Cs-Ce del flavanol a la posicion
electrofilica C4 de la antocianina en forma de cation flavilium generando un flaveno que
puede deshidratarse con el fin de formar pigmentos amarillos o forma xantilium, o
formar un producto incoloro de condensacion biciclica (Bishop y Nagel, 1984; Santos-
Buelga et al., 1999). Respecto al segundo (flavanol-antocianina), la reaccion es entre
carbocationes y la forma hemiacetal hidratada de la antocianina en la posicién Cs 0 Csg,
dando paso a formas incoloras que siendo deshidratadas generan la forma flavilium que

es de color roja (Monagas et al., 2005a).

La estabilidad del color sera funcion, entre otros, del grado de extraccion de antocianos
y taninos de la uva durante el proceso de elaboracion, de las condiciones del medio y
de las posteriores modificaciones de estas moléculas durante su almacenamiento,
debido a transformaciones de degradacion y estabilizacién de los compuestos fendlicos.
Es por eso que el uso de agentes estabilizadores del color es una herramienta que se
utiliza para favorecer estas uniones que permitan mantenerlo y evitar su deterioro a lo

largo del tiempo.



Agentes estabilizadores del color

Hoy en dia la industria vitvinicola, basada en muchos antecedentes sobre la evolucién
como también la estabilidad de los compuestos fendlicos, ha comenzado a realizar
practicas para mejorar la estabilidad del color cuando el equilibrio de antocianos y
taninos no son los 6ptimos, en este caso la industria usa agentes estabilizantes
externos a la materia prima siendo los taninos enoldgicos y la goma arabiga los

productos mas utilizados (Flanzy, 2003).

En el caso de los taninos existen los del tipo condensado que son los que tienen una
naturaleza similar a los que se encuentran en la uva y ellos facilitan la combinacion de
antociano-tanino y por lo tanto estabilizan el color (Bauista-Ortin, 2005). En el caso de
los taninos hidrolizables contribuyen a la proteccion del antociano de la oxidacion y por
ende regulan los procesos de Oxido-reduccion (Vivas, 1997). Ademas podemos
considerarlos unos posibles contribuyentes al proceso de copigmentacion

incrementando el color del vino.

Existen preparados de estos taninos que son obtenidos de varios materiales vegetales
incluyendo cortes de arboles como Quebracho de América del sur (Schinopsis lorentzii),
la Acacia Australiana (Acacia mearnsii), y muchas otras que contienen tanto taninos
hidrolizables como condensados. Algunos taninos enoldgicos extraidos de una sola
especie son relatvamente puros, mientras que otros son mezclas de una numerosa
cantidad de especies. Estos origenes botanicos condicionan su composicion quimica y
por tanto en su utilidad (Obreque- Slier, Pefia- Neira, Lépez- Solis, Ramirez- Escudero y
Zamora- Marin, 2009).
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CAPITULO Il
Efecto del uso de taninos enolégicos sobre la composicion fendlica, estabilidad

colorante y capacidad antioxidante en jugos de uva concentrados de la variedad

tintorera.
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RESUMEN

La informacién que hoy tenemos con respecto al uso de productos enoldgicos
comerciales sobre el color en jugos de uva es mucho mas accesible que hace un
tiempo atras. En la industria del jugo, el color es un pardmetro muy importante a evaluar
como también lo es en la industria del vino, por eso que el uso de los agentes

estabilizadores toman un papel fundamental en ambas producciones.

En el presente estudio, se evaluo el efecto de taninos enolégicos comerciales en
determinadas caracteriscticas de jugos de uva concetrados que provenian de dos
fechas de cosecha diferentes y evaluados mensualmente por 5 meses. Las muestras
fueron analizadas y cuantificadas mediante su intensidad colorante, concentracion de
compuestos fendlicos analizados por espectofotometria y HPLC, como también su

capacidad antioxidante mediante el andlisis de ORAC.

Para el caso de ambos tratamientos, el uso de agentes estabilizadores de color
utilizados normalmente en la industria del vino al ser utilizados en el proceso de
elaboracién de jugo de uva tuvieron un impacto positivo, aumentando el pH y la acidez
total de las muestras, como también es el caso de los fenoles y taninos totales que
sufrieron un aumento de sus concentraciones, los antocianos sufrieron una leve
disminucién, sin embargo, los porcentajes de copigmentacion e intesidad colorante
aumentaron en comparaciéon a las muestras sin tratar para ambos ensayos. La
capacidad antioxidante también sufri6 un aumento en el tiempo en comparacion a las

muestras no tratadas con los taninos enoldgicos comerciales en ambos casos.

Palabras Claves: Vitis vinifera L. cv Lachryma Christi; color; Cromatografia Liquida de

Alta Resolucién (HPLC-DAD); compuestos fendlicos.
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ABSTRACT

The aim of this study was to analize the color intensity, phenolic compound
concentration and antioxidant capability of 4 types of treatment apply to two differents
assays regarding your harvesting time, 15° and 18° Brix, with color keeper in fruit juice
concentrates stored 5 months,. The color changes in the juice were quantified by color
intensity (ODa420 + ODs20 + ODe20) and by CIELab color space coordinates. Phenolic
compound concentration was analyzed by spectrophotometry and HPLC-DAD, while the
antioxidant capability was quantified by ORACr_ assay.

The results to 15° Brix assay, indicate that application of treatments has an effect on the
concentration of phenolic compounds and pH, showing in those juices treated a higher
concentrations of tannins, total phenolics, total anthocyanins and color intensity.
Moreover, those juices treated with gum arabic had higher concentrations of total
tannins. In turn, all treated juices had higher ORAC values The results to 18 °Brix assay,
indicate a higher concentration of phenolic compounds, and higher color intensity and

ORAC. In this essay is not possible to identify a clear distinction between the treatments.

In summary, application of oenological stabilizers in concentrated grape juice has an
impact on the phenolic concentration, color intensity and ORAC, therefore the possibility

of its use in the grape juice industry opens.

Keywords: Vitis vinifera L. cv Lachryma Christi; CIELab; color; HPLC-DAD; phenolic

compounds.
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INTRODUCCION

El sector de frutas y hortalizas procesadas en Chile ha crecido sostenidamente en los
ultimos diez afios, impulsado principalmente por las exportaciones de estos productos,
por lo que, segun los registros del afio 2014, Chile ocupa la posicion numero cinco a
nivel mundial en la venta de jugos de uva, siendo éste junto con el de manzana los que
se procesan por mayor volumen. Sobre el 90% de la producciéon de ambos jugos es

comercializado en el extranjero, en su totalidad a granel.

Los jugos representan el 14% del valor total de los productos exportados de dicho
sector en Chile, alcanzando los USD $ 240 millones, donde el jugo de uva participa con
un 26% de la totalidad de los jugos con valores que bordean los USD $62,3 millones
(ODEPA, 2015). Actualmente, segun el catastro hortofruticola publicado en el afio 2012,
Chile cuenta con 21 plantas de procesamiento de jugos localizadas entre las regiones
de Coquimbo y el Maule y también entre las regiones de Los Rios y Los Lagos, de las

cuales 5 plantas se encuentran en la region Metropolitana (ODEPA, 2013)

Dado que la uva es una de las mayores fuentes de antioxidantes naturales, lo que le
confiere beneficios para la salud, la industria de los jugos tiende a mostrar un creciente

interés en el desarrollo de productos para su consumo.

Logrado este posicionamiento, se abren desafios para esta industria creciente que
exige responder a estandares de calidad sensorial como lo son el color, el aroma vy el
sabor. El estandar de mayor importancia para la exportaciéon es el color que depende en
su mayoria de los compuestos fendlicos, principalmente de los antocianos y flavanoles
(Heinonen y Eiro, 2002; Zamora, 2003a). En el procesamiento y aun mas en el
almacenamiento de los productos, pueden ocurrir pérdidas o enriqguecimientos de estos
compuestos, generandose asi cambios significativos en el color (Mongas et al., 2005a),
por tal motivo resulta importante la implementacion de métodos para la produccion que
puedan mantener dichas caracteristicas sensoriales, que preserven el color, los

compuestos fendlicos y los beneficios que éstos entregan a la salud.
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Existen amplios estudios sobre el color del vino, su evolucidn y estabilizacion, los cuales
avalan, por ejemplo, el uso de agentes estabilizantes del color como taninos (Darias-
Martin et al., 2001; Flanzy, 2003). Por esto resulta importante para la industria del jugo
comprender los posibles efectos de la aplicacion de estos mismos estabilizantes
enoldgicos en la produccién del jugo de uva para la conservacion del color a lo largo del
tiempo, y proveer asi informacion respecto a la posibilidad de ser utilizados en este

campo.
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HIPOTESIS Y OBJETIVO

Hipotesis

La adicion de taninos enoldgicos comerciales a jugos de uva concentrados, provocan un
aumento de la intensidad colorante, capacidad antioxidante y concentracion de
compuestos fenolicos, los cuales estan relacionados con el momento de cosecha de la

uva tintorera.

Objetivo

Evaluar el efecto de la aplicacion de taninos enoldgicos, sobre la composicion quimica,
composicion fenodlica y capacidad antioxidante de dos jugos de uva concentrados

cosechados en dos momentos distintos de uva de la variedad tintorera.
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

Lugar de trabajo

El estudio se realizar4 en la empresa agroindustrial Jugos del Maipo S.A. ubicada en la
region vitivinicola del Valle del Maipo, comuna de Isla de Maipo, ciudad de Santiago,

Region Metropolitana, Chile, durante la temporada agricola 2010.

Los analisis basicos y especificos se realizaran en el Laboratorio Oscar Garrido L. y el
Laboratorio de Cromatografia, ambas dependencias del Departamento de Agroindustria
y Enologia de la Facultad de Ciencias Agrondmicas de la Universidad de Chile a

muestras elaboradas y ya tratadas por la empresa Jugos del Maipo S.A.

Muestras e insumos

Los jugos facilitados por la empresa Jugos del Maipo S.A. fueron obtenidos de bayas
tintas de la variedad tintorera (Vitis vinifera L. cv Alicante Bouchet) provenientes de
plantas con 3 afios de edad, las cuales se encuentran conducidas por parron, regadas
por goteo, ubicadas en un marco de plantacion de 3 metros entre hilera y 2 metros
sobre hilera y conducidas bajo un sistema organico, durante la temporada 2010, con

una produccién promedio de 35 toneladas por hectarea.

A partir de este material vegetal se llevo a cabo el proceso de elaboracion del jugo de
uva concentrado. Este proceso de produccion fue realizado por la empresa
agroindustrial Jugos del Maipo S.A. y durante su desarrollo se utilizaron los siguientes

equipos industriales:
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- Despalilladora- moledora (Buccolini, mod. 50 TN, Argentina)
- Termo-macerador (Buccolini, mod. 18 TN, Argentina)

- Decanter (Westfalia, mod. CA 505-010, Alemania)

- Centrifuga Separadora (Westfalia, mod. GSC 200, Alemania)
- Evaporador (Unipektin, mod. FDVS1155SU, Suiza)

Para el desarrollo de los tratamientos se utilizaron durante el proceso de elaboracién del
jugo de uva concentrado los siguientes agentes estabilizantes del color: tres taninos
enologicos, el primero es un tanino extraido del quebracho del tipo condensado,
llamado comercialmente Enotan T y otro de castafio del tipo condensado e hidrolizable,
bajo el nombre comercial de Tanenol rouge, el primero de la empresa Gransud vy el
segundo de la empresa Enartis y por ultimo un tanino extraido de pepas de uva, del tipo

condensado, llamado comercialmente Vintage.

Luego de la obtencion de cada jugo concentrado correspondiente a cada tratamiento,
estos se envasaron en tambores de 300 kg. Se recopilaran por lo menos 5 muestras de
cada uno de los tratamientos, para hacer los analisis respectivos durante 5 meses en
bolsas plasticas herméticamente selladas de 250 mL aproximadamente. Cada una de
las bolsas seran debidamente etiquetadas segun su tratamiento aplicado. Las muestras
seran retiradas todos los meses y almacenadas en las mismas condiciones con las que

fueron tomadas y guardadas en las dependencias de la bodega.
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Equipamiento

Para el desarrollo de las mediciones analiticas se utilizardn distintos equipos segun el
andlisis quimico, asi en cuanto a las mediciones de compuestos fendlicos se utilizara un

espectrofotometro Shimadzu modelo UV-1700 PharmaSpec .

Para la medicién de compuestos fendlicos de bajo peso molecular se usara un
cromatégrafo de liquidos de alta resolucion Agilent modelo 1200, constituido de una
bomba modelo Quat G1311A, un inyector automatico modelo ALS G1329A, constituido
por un detector de arreglo de fotodiodos modelo G1315B y una columna de fase inversa
Nova Pak Cig de 4 pym, 3.9 mm id. x 300 mm; Waters Corp. Ademas para la
determinacion del perfil antocianico se utilizara un cromatégrafo Merk-Hitachi, modelo
D-7000, equipado con un detector de arreglo de fotodiodos modelo L-7455, una bomba
modelo L-6200, un inyector automatico modelo L-7200 y una columna 5um, 4,0 mm i.d.
x 250 mm; LiChrospher 100 RP-18.

En cuanto a la determinacién de la Capacidad de Absorcién de Radicales de Oxigeno
(ORAC, por sus siglas en inglés) esta se realizard mediante el uso de un
espectrofluorimetro PerkinElImer modelo Victor X2, siguiendo el protocolo de analisis

desarrollado por Zulueta et al. (2009).

Finalmente para analizar pH, se empleara un potenciometro digital (Hanna Instruments,
mod. HI-8417, EE.UU.)
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Metodologia

Tratamientos

Los ensayos realizados fueron seleccionados segun la concetracion de solidos solubles
en la cosecha, estos fueron ensayos totalmente independientes entre si y siendo ambos
cosechados en un mismo campo. Un ensayo de uva fue recolectado a los 15 °Brix y el
otro con 19 °Brix. En ambos casos se realizaon analisis iniciales a las muestras de jugo
gue se muestran en el Anexo Il. La aplicacion de los tratamientos para cada uno de los
casos fue totalmente independiente siendo las dosis aplicadas segun las
especificaciones de cada producto y relacionadas a las que son utilizadas en forma

regular en la industria del vino. Los tratamientos son los siguientes:

Ensayo 1: Jugo de uva cosechada a 15 °Brix
- Tratamiento 1 (N): muestras testigo
- Tratamiento 2 (TR): muestras con aplicacion de Tanenol Rouge 20 g hL?
- Tratamiento 3 (E): muestras con aplicaciéon de Enotan 20 g hL?

- Tratamiento 4 (V): muestras con aplicacion de Vintage 20 g hL™

Ensayo 2: Jugo de uva cosechada a 19 °Brix
- Tratamiento 1 (N): muestras testigo
- Tratamiento 2 (TR): muestras con aplicacién de Tanenol Rouge 20 g hL?
- Tratamiento 3 (E): muestras con aplicaciéon de Enotan 20 g hL?!

- Tratamiento 4 (V): muestras con aplicacion de Vintage 20 g hL™
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Procedimientos

Una vez producidos los jugos, segun Anexo Il y IV, se obtuvieron muestras de 300 kg.
con los tratamientos aplicados. De cada una de las muestras tratadas se seleccionaron
5 submuestras para cada uno de los meses de analisis. En forma mensual, durante 5
meses, se tomaron muestras en botellas plasticas de 250 mL para realizar los andlisis
con 2 repeticiones para cada uno.

Durante el periodo de analisis cada una se mas submuestras de 250 mL se
mantuvieron refrigeradas, siendo modificadas en cuanto a su concetracion de solidos
solubles hasta el punto en donde se encontraba el jugo como también a la concetracion
al cual es comercializado. Los valores alcanzados en °Brix son de 15 y 19, llegando a

estos por medio de diluciones con agua destilada.

Una vez realizada la dilucion de las muestras a los °Brix originales comienzan a
desarrollarse en forma continua todos los andlisis, la mantencion de las muestras
durante este periodo de analisis se hizo a -4°C emulando la condicion de almacenaje
de la planta de jugos

Determinaciones analiticas

Analisis basicos

- Acidez de titulacién: mediante titulacion con NaOH 0,1 N y con azul de bromotimol

como indicador de viraje (OIV, 2009). Expresada como g-L de jugo™ eq. H2SO..

- pH: se determiné a través de potenciometria (Bordeu y Scarpa, 1998).
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Anélisis espectrofotométricos

- Fenoles totales: mediante espectrofotometria UV-VIS (Garcia-Barcelo, 1990).
Resultados expresados en mg-L de jugo™ EAG.

- Antocianos totales: por decoloracion de bisulfito (Garcia-Barceld, 1990). Resultados
expresados en mg-L de jugo™ EMv3GI.

- Taninos totales: mediante precipitaciéon por metilcelulosa (Método MCP) descrito por
Mercurio et al. (2007). La concentracion se mide por espectrofotometria a 280 nm y los
resultados se expresan en mg-L de jugo™ EE.

- Analisis de copigmentacion: mediante medicion descrita por Boulton (2001).

- Intensidad colorante: mediante suma de lecturas espectrofotométricas a DO 420 nm,
520 nm, 620 nm (Glories, 1978).

- Coordenadas cromaticas del espacio CIELab (Zamora, 2003a), utilizando el software
MSCV® (Grupo de Color, Universidad de La Rioja-Universidad de Zaragoza, 2001).

Analisis cromatograficos

- Fenoles de Bajo Peso Molecular: mediante HPLC-DAD, comparando el espectro de
absorcion UV y el tiempo de retencién de cada compuesto con su respectivo estandar
(Pefa-Neira et al., 2007). Se realizaron mediciones al inicio, mitad y final del estudio.

Resultados expresados como mg-L de jugo™ de compuestos fendlicos.

- Antocianinas: mediante HPLC-DAD, identificando los compuestos antocianicos a
través de su espectro de absorcibn UV (Pefia-Neira et al., 2007). Se realizaron
mediciones al inicio, mitad y final del estudio. Resultados expresados como mg-L de
jugo™ EMv3GI.
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Andlisis de capacidad antioxidante

- Por espectrofluorimetria mediante el Método ORAC.F., empleando fluoresceina como
sustancia fluorescente (Huang et al., 2002). Se realizaron mediciones al final del
estudio. Resultados expresados como pymoles TE-100 g de jugo™.

Disefio Experimental

El disefio experimental sera completamente al azar, constituyendo dos ensayos
independientes entre si, el primero de ellos corresponde a 4 tratamientos aplicados a
jugos de uva a 15° Brix; el Normal (N), aplicacion de Tanenol Rouge (TR), aplicacion de
Enotan T (E) y la aplicacién de Vintage (V). El segundo ensayo corresponde a los
mismos 4 tratamientos aplicados a jugo de uva pero a 19° Brix; el Normal (N),
aplicacion de Tanenol Rouge (TR), aplicacion de Enotan T (E) y aplicacién de tanino
Vintage (V).

Dado el caracter industrial de la produccién de jugo concentrado (30.000 L) no se
contara con repeticiones para cada tratamiento, por lo que el estudio sera mas bien de
caracter descriptivo; no obstante lo anterior todos los analisis se realizaran por
duplicado. Por consiguiente se utilizard como unidad experimental una submuestra del
producto final, que corresponde a 20 muestras de 250 mL de jugo de uva concentrado
para cada tratamiento, dispuestas de maneras arbitrarias y elegidas completamente al
azar durante el desarrollo analitico. A partir de éstas se realizaran para el desarrollo de

cada analisis 2 mediciones correspondientes a la muestra y contra muestra.
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RESULTADOS Y DISCUSION

pH Yy Acidez de Titulacién

En el Cuadro 1 se observan los valores de pH de cada uno de los jugos analizados bajo

los dos ensayos durante los 5 meses que abarcé el estudio.

Cuadro 1. Valor de pH en los 4 tratamientos del ensayo a 15 °Brix y 4 tratamientos del

ensayo a 19 °Brix.

Ensayo Mes N TR E \%
abr 284 £ 0,01 305 +* 0,00 305 %+ 0,01 3,06 £ 0,01
may 2,80 £ 0,00 3,02 * 0,00 3,04 = 0,00 3,07 £ 0,00
15° Brix jun 268 £ 0,00 291 £ 0,00 294 = 0,00 298 %= 0,00
jul 250 £ 0,00 3,00 £ 0,00 3,00 £ 0,00 3,00 £ 0,00
ago 2,40 £ 0,00 268 * 0,00 268 = 0,00 2,75 %= 0,00
General 2,64 + 0,00 293 = 0,13 294 = 0,14 297 = 0,12
abr 3,16 £+ 0,01 3,12 + 0,00 3,17 £ 0,00 3,32 = 0,00
may 3,17 £ 0,00 3,11 * 0,00 3,17 £ 0,00 3,32 = 0,00
19° Brix jun 3,07 £ 0,00 3,00 £ 0,00 3,09 = 0,00 3,23 = 0,00
jul 3,10 £ 0,00 3,00 £ 0,00 3,00 £ 0,00 3,20 = 0,00
ago 283 £ 0,00 275 £ 0,00 281 = 0,00 294 %= 0,00
General 3,07 + 0,12 3,00 + 0,13 3,05 + 0,13 3,20 = 0,14

* Cada valor corresponde al promedio + desviacion estandar (n = 2).

Para ambos ensayos la tendencia del pH es a decrecer a lo largo del periodo de
analisis. Con respecto al analisis del jugo de uva cosechada a 15 °Brix, la muestra sin la
aplicacion de taninos tuvo un pH promedio de 2,64 durante los 5 meses de andlisis y los
jugos tratados en promedio sufrieron una variacion aumentando en un 11% en

promedio su valor de pH.
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Por otra parte el jugo de uva cosechada a 19 °Brix, presenté un comportamiento similar,
para este caso el pH promedio de la muestra no tratada fue de 3,07 y los jugos tratados
su valor pH promedio fue levemente superior de un 0,3% en promedio durante el

periodo.

La tendencia a la disminucién de este parametro se debe a que durante el tiempo de
analisis de las muestras, se liberaron protones al medio con la finalidad de alcanzar el
equilibrio entre las distintas formas de los acidos que se encuentran en la muestra,
generando una acidificaciéon del medio y por lo tanto reflejada en la disminucién del pH
(Cabanis, 2000). Sin embargo, esta disminuciéon de pH genera un aumento de la
estabilidad de antocianos y hace que el medio se mantenga microbiologicamente
estable, ya que se torna menos beneficioso para el desarrollo de microorganismos que
pueden causar un deterioro de propiedades quimicas y sensoriales de los jugos (FAO,
2004; Rein, 2005; Palacios et al., 2006).

La acidez de titulacion o acidez total en los jugos analizados durante los 5 meses de
estudio se muestran a continuacion en el Cuadro 2. En el caso del tratamiento de 15
°Brix, la acidez tiende a comportarse relativamente estable durante el proceso al igual
gue el jugo de uva cosechada con 19 °Brix. En ambos casos se observd una baja
notoria en el mes de mayo que luego aumenté en forma paulatina hasta el termino del

estudio.

En la caso de la acidez promedio del jugo no tratado de 15 °Brix fue de de 7,42 g-L de
jugo™ eq. H2SO4 y los promedios de los jugos tratados fue de 7,09 g-L de jugo™ eq.
H>SOs y para el caso del jugo de 19 °Brix el promedio de las muestras no tratadas fue
de 8,33 g-L de jugo™ eq. H.SO4 versus el promedio de las muestras tratadas que
alcanzo a 8,35 g-L de jugo™ eq. H2SOs4 . En ambos casos se observé que el
comportamiento de la acidez fue similar manteniéndose relativamente estable durante

todo el periodo de anadlisis con una leve tendencia al aumento.
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Cuadro 2. Acidez de Titulacién (g-L de jugo™ eq. H2SO4) ensayo a 15 °Brix y ensayo a
19 °Brix.

Ensayo Mes N TR E \%
abr 7,74 = 0,14 7,15 = 0,14 8,53 + 0,14 6,27 = 0,28
may 6,08 = 0,00 5,88 + 0,00 6,37 + 0,14 5,10 = 0,00
15° Brix jun 7,06 £ 0,00 7,06 = 0,00 9,68 + 0,17 6,25 * 0,17
jul 7,96 + 0,17 7,35 + 0,00 8,21 = 0,17 6,37 = 0,00
ago 7,72 + 0,17 7,11 + 0,00 8,45 + 0,17 6,00 + 0,17
General 7,42 + 0,10 7,02 = 0,03 8,25 * 0,16 6,00 * 0,12
abr 10,66 = 0,12 10,78 = 0,00 9,68 + 0,12 11,39 £ 0,12
may 6,47 = 0,00 6,47 + 0,00 6,08 + 0,00 7,45 = 0,00
19° Brix jun 7,84 + 0,12 8,33 + 0,12 7,11 * 0,06 8,94 + 0,00
jul 8,58 * 0,06 8,21 + 0,00 7,35 * 0,06 9,80 + 0,00
ago 8,09 * 0,06 7,96 * 0,06 7,11 * 0,00 8,58 + 0,00
General 8,33 * 0,19 8,35 * 0,20 7,46 * 0,28 9,23 * 0,21

* Cada valor corresponde al promedio + desviacion estandar (n = 2).

Fenoles Totales

Los compuestos fendlicos en los alimentos estan relacionados con parametros
sensoriales y nutricionales, que a su vez determinan la calidad de un alimento ya sea
fresco o procesado. Durante el proceso de elaboracion o almacenaje de estos alimentos
algunos parametros como el color pueden verse afectados generando importantes
cambios que deterioran su calidad, por ejemplo las antocianinas participan en
reacciones de condensacion, hidrdlisis y oxidacién modificando la concetracion final de

estos compuestos (Monagas et al., 2005a).

Como se muestra en el Cuadro 3 tanto para el ensayo a 15 °Brix y 19 °Brix las
concentraciones iniciales de fenoles totales en las muestras son superiores en relacion
a la observada en la muestra sin tratamiento para ambos casos. La proteccién a la
oxidacion de los fenoles del medio por parte de los taninos aplicados podria explicar

esa diferencia en la cantidad de fenoles medidos.
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Los fenoles totales promedio medidos en jugo de 15 °Brix sin tratamientos fueron de
4138,84 mg-L de jugo™ EAG en comparacién a los jugos tratados con TR, Ey V

(Cuadro 3) siendo mayores en un 5,02%, 5,84% y 7,69%, respectivamente.

Por otro lado, el ensayo de 19 °Brix contiene una concentracidén superior a la del ensayo
anterior desde un comienzo del estudio. La muestra sin tratar de jugo concentrado
presenta un contenido promedio de 5590,88 mg-L de jugo™ EAG y en relacion a este,
los jugos tratados con TR, E y V muestran respectivamente un 12,08%, 11,46% y
7,56% mas de compuestos fendlicos.

Cuadro 3. Concentracion de fenoles totales (mg-L de jugo™ EAG) en los 4 tratamientos

del ensayo a 15 °Brix y a 19 °Brix.

Mes N TR E \
abr 4919,94 + 19,62 5069,93 *+ 9,40 5189,57 * 4,50 5282,92 + 26,16
150 may 4066,23 = 44,96 4231,54 + 14,71 4264,20 + 37,19 4311,01 = 177,79
Brix jun 3979,82 + 8,58 4103,80 = 1,63 4065,07 + 6,54 4215,64 = 2,04
jul 3842,60 = 85,42 4154,95 + 29,02 4258,70 + 85,83 4316,79 *= 13,49
ago 3885,61 * 152,45 4173,45 = 15,12 4126,05 + 149,18 4158,42 * 54,36
General 4138,84 = 62,21 4346,73 + 13,98 4380,72 = 56,65 4456,96 * 54,77
abr 6652,20 *+ 8,99 7448,69 * 17,17 7615,73 *= 13,90 7466,03 + 0,00
. may 5425,11 + 347,40 6028,25 *+ 197,41 6052,82 *+ 136,51 5789,83 * 49,86
égx jun 5307,20 = 0,00 5912,65 * 7,77 5745,32 + 0,00 5738,96 = 0,00
jul 5287,83 + 1,23 6023,92 + 40,87 5964,96 *+ 137,73 5634,92 * 67,85
ago 5282,05 + 2,86 5920,45 + 30,24 5779,42 + 17,57 5440,43 = 136,10
General 5590,88 + 72,10 6266,79 * 58,69 6231,65 * 61,14 6014,03 + 50,76

* Cada valor corresponde al promedio + desviacion estandar (n = 2).
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Taninos Totales

En el Cuadro 4 se observan las concentraciones de taninos totales de los ensayos de
taninos aplicados a las muestras de jugo concentrado de uva.

Cuadro 4. Concentracion de taninos totales (mg-L de jugo™ EC) en el ensayo a 15 °Brix
y a 19 °Brix.

Ensayo Mes N TR E \%

abr 241,89 = 43,10 335,57 = 55,36 29423 59,07 596,64 = 124,19
150 may 293,74 = 35,06 423,76 * 79,37 326,05 = 29,80 396,89 + 102,34
Brix jun 360,12 = 12,35 456,85 + 15,63 349,92 + 109,34 464,73 + 111,24
jul 305,28 = 73,32 354,56 = 11,05 445,13 = 4,23 412,09 + 67,02
General 300,26 = 40,96 392,68 = 40,35 353,83 = 50,61 467,59 * 101,20

abr 718,41 = 183,78 816,61 = 97,42 627,30 = 32,30 752,43 = 8,20

. may 449,28 + 34,98 572,64 = 113,57 589,01 = 62,79 474,14 + 22,11
é?ix jun 564,27 = 114,69 700,58 = 63,56 515,91 = 0,35 603,91 = 90,42
jul 554,08 = 67,28 623,88 = 3,45 731,36 = 52,16 614,29 = 33,42

General 571,51 = 100,18 678,43 = 69,50 615,90 = 36,90 611,19 = 38,54

* Cada valor corresponde al promedio + desviacion estandar (n = 2).

Para ambos casos, el comportamiento de las muestras fue muy variable a lo largo del
periodo de andlisis, sin embargo, las concentraciones de taninos iniciales en cada una
de las muestras son menores con repecto a las medidas al final del periodo de estudio.
En este caso los valores de las muestras analizadas durante el mes de agosto fueron
eliminados, debido a un error en el procedimiento de andlisis que generd valores muy

alejados del promedio de las muestras obtenidas.



40

Analizando el ensayo a 15 °Brix la concentracion promedio de taninos totales en la
muestra sin tratamiento fue de 300,26 mg-L de jugo™ EC siendo los tratmientos con TR
y V los que obtuvieron mayor concentracion de taninos totales de 392,68 mg-L de jugo™
EC (+30,78%) y 467,59 mg-L de jugo™ EC (+55,73%), respectivamente, en

comparacién al jugo sin tratar.

Para el caso del ensayo a 19 °Brix sin tratar la concentracion de taninos totales fue de
571,51 mgL de jugo™ EC, sin embargo, las concentraciones promedio
correspondientes al resto de los 3 tratamientos fueron de 635,17 mg-L de jugo™ EC
siendo un 11,12% superior al ensayo no tratado, este aumento se puede explicar por la
presencia de estos compuestos afiadidos al medio.

Por su parte, los ensayos de TR y E fueron los que mostraron una mayor concentracion
en promedio de taninos totales en el medio con 678,43 mg-L de jugo™ EC y 615,9 mg-L

de jugo™ EC respectivamente.

El comportamiento irregluar de los taninos totales, de una u otra forma, se podria
explicar a las diferentes reacciones que ocurren en el medio en la presencia de distintas
moléculas, reaccionando entre si en procesos de polimerizacion, condensacion y/o
copigamentacion, provocando un aumento en la estabilidad del color (Terrier et al., 009;

Santos- Buelga y De Freitas, 2009).
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Antocianos Totales

En el Cuadro 5 se muestran las concentraciones de antocianos totales de cada uno de
los jugos analizados bajo los dos ensayos durante los 5 meses que abarco el estudio.

Cuadro 5. Concentracion de antocianos totales (mg-L de jugo™ EMv3GI) en los 4

tratamientos del ensayo a 15 °Brix y 4 tratamientos del ensayo a 19 °Brix.

Ensayo Mes N TR E \%

abr 6150,15 * 24,47 6138,91 * 67,28 5821,45 + 110,10 5751,39 + 979,86
may 801,86 + 1,22 811,37 + 26,91 902,20 + 3,67 646,16 + 1,22
15° Brix jun 2033,62 *= 204,29 1893,49 + 50,16 1870,13 * 95,42 1713,57 + 35,48
jul 2090,71 + 353,53 1883,11 + 1,22 1896,95 * 91,75 1695,40 + 51,38
ago 1813,91 + 28,14 1888,30 + 1,22 1834,67 * 28,14 1829,48 + 84,41
General 2578,05 + 122,33 2523,04 = 29,36 2465,08 + 65,82 2327,2 + 230,47
abr 7721,86 = 143,13 7708,88 * 574,95 8262,48 + 210,41 7499,55 + 139,46
may 865,00 + 12,23 1057,90 + 3,67 1060,49 * 7,34 1219,65 + 2,45
19° Brix jun 227755 = 11,01 2460,93 = 79,51 2499,85 + 15,90 2422,87 + 42,82
jul 2357,13 + 89,30 2436,71 *+ 103,98 2416,81 + 97,86 2396,92 + 33,03
ago 2357,13 * 6,12 2503,31 *= 114,99 2487,74 + 81,96 2486,88 + 1,22
General 3115,73 + 52,36 3233,55 * 175,42 3345,47 + 82,69 3205,17 = 43,80

* Cada valor corresponde al promedio + desviacion estandar (n = 2).

Para los antocianos totales, en el caso del ensayo de 15 °Brix, se observé una
disminucién en forma general durante el periodo de analisis para la concetracién de los
antocianos en solucion. La disminucion de los antocianos totales fue de un 2,13% para
el caso del ensayo TR y de un 4,38% y 9,73% menos para E y V respectivamente en
relacion a la concetracion promedio del jugo de uva sin tratar que fue de 2578,05 mg-L
de jugo™ EMv3GI. Este comportamiento pudo ser producto de la condensacion de
antocianos y precipitacion de macromoléculas inestables, de alto peso molecular o
como también a una degradacién debido a los cambios de pH y de la temperatura del

medio (Bautista-Ortin et al., 2006; Gracia, 2012). Para el caso del ensayo a 15 °Brix la
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aplicacion de taninos comerciales, tiene baja influencia como agentes estabilizadores

de color y sobre la degradacion de antocianos totales.

Con respecto al ensayo de jugo de uva a 19 °Brix ocurrié un pequefio aumento durante
el periodo de analisis, la concetracion promedio de antocianos totales del jugo sin tratar
fue de 3115,73 mg-L de jugo™ EMv3GlI siendo los ensayos TR y E los que mostraron un
aumento en su valor promedio de un 3,78% y 7,37% respectivamente y la muestra
tratada con tanino Vintage (V) solo 2,87%. Los resultados obtenidos suguieren que
durante el periodo de analisis, los taninos afadidos dieron paso a la formacion de
complejos antociano-tanino, que a su vez aportaron a la estabilizacion del color,
disminuyendo asi los fenomenos de degradacion de estos compuestos (Terrier et al.,
2009; Santos- Buelga y De Freitas, 2009).

Los resultados expuestos muestran en general una disminucién de los antocianos
durante el periodo de analisis de los jugos de uva. Esta puede deberse a multiples
factores como la metodologia aplicada para la cuantificacion de los antocianos la cual
s6lo mide los antocianos libres de la solucion, por lo que esta disminucion puede
deberse a procesos de degradacion y/o polimerizacion de dichos compuestos. Estas
pérdidas tambien pueden relacionarse a las alzas de temperaturas o condiciones de
almacenamiento que sufrieron los envases durante el periodo de analisis y ocasionar la
hidrdlisis del enlace glucosidico, lo que afecta a la estabilidad del antociano (Rein, 2005;
Zamora, 2003a; Patras et al., 2010).

Los procesos de degradacién también pudieron ser provocados por la variacion del pH
de las muestras durante el periodo de analisis y por la presencia de oxigeno en los
envases, que en un comienzo pudieron favorecer los procesos de polimerizacién para
luego dar paso con el tiempo a su degradacion (Krifi et al., 2000; Rein, 2005; Cainelli,
2007; Patras et al., 2010).
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Copigmentacion, Intensidad Colorante y Matiz

En el Cuadro 6 se observan los porcentajes de copigmentacion, intensidad colorante y
matiz de cada uno de los jugos analizados bajo los dos ensayos que abarcé el estudio.

El equilibrio con respecto a la asociacion entre formas coloreadas de los antocianos con
componentes ya sean de origen fendlico o no, se denomina copigmentacion, este
complejo forma estructuras de apilamiento del “tipo sdndwich”, que son mantenidos por
enlaces de baja energia denominados enlaces de Van der Waals, formandose entre las
moléculas enlaces de puentes de hidrégeno los cuales impiden que la molécula de
agua que se encuentra en el medio, actie sobre el antociano, provocando su

hidratacion y por consiguiente su decoloracion (Cacho, 1992).

Analizando los porcentajes con respecto a la copigmentacion en el ensayo de 15 °Brix,
los valores obtenidos son distintos para cada uno de los tratamientos. Los
comportamientos fueron completamente diferentes segun el producto aplicado, sin
embargo, en todas las muestras aumento el porcentaje de copigmentacion. Para el
caso de la muestra sin tratamiento el porcentaje de copigmentacion al inicio del ensayo
fue de 32,42%. Los tratamientos TR y E comenzaron al incio del periodo de analisis con
un 36,36% y 32,02%, respectivamente, para terminar luego de 5 meses con un
aumento significativo en el valor con respecto a la muestra sin tratar y de su misma
medicién al incio de los andlisis. El valor obtenido al final del ensayo para TR fue de

92.02% vy para el ensayo E, el valor obtenido fue de 96,06%.

Las muestras del ensayo a 19 °Brix mostraron un comportamiento similar a las
muestras del ensayo anterior, para la muestra sin aplicacion de taninos el porcentaje de
copigmentacion fue de un 33,09% y para las muestras TR, E y V fueron de 36,36%,
32,01% y 30,23% al comienzo del periodo de analisis respectivamente. Como se
menciona anteriormente los comportamientos también dependen del tipo de tanino
aplicado a cada ensayo. Para los andlisis de TR y E los valores observados al final del

ensayo fueron de 93,25% y 96,85% respectivamente, siendo los dos analisis que
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tuvieron un mayor porcentaje de copigmentacion al final del estudio en comparacién a la
muestra no tratada que fue de un 83,16%.

En general el porcentaje promedio de los jugos no tratados para el ensayo de 15 °Brix
fue de un 59,48%, siendo el tratamiento TR el que obtuvo resultados mayores en los
porcentajes de copigmentacion promedio durante los 5 meses de andlisis, los valores
obtenidos para esta muestra fue de 76,80%. Para el caso de la muestra sin tratamiento
del ensayo 19 °Brix el valor promedio obtenido fue de 83,16% y para este caso el tanino
gue mostré mayor porcentaje de copigmentacion fue E con un 93,64%.

Para los dos ensayos se observo un aumento en el porcentaje de copigmentacion, por
lo que la aplicacion de los taninos enolégicos como estabilizantes de color tuvieron una

incidencia importante, al alza, en los valores obtenidos durante el periodo de analisis.

Los resultados para el ensayo de 15 °Brix muestran una pequefa variacion en el
comportamiento de la intensidad colorante, las variaciones durante el periodo de
estudio para los ensayos con taninos fueron muy pequefas en relacion a la muestra sin
tratar. Las muestras tratadas aumentaron en promedio entre 4,79% y 6,43% de sus
valores de IC para el caso de E y V respectivamente. En general, se observa que los
taninos aplicados en los ensayos intervienen de alguna manera en las reacciones de
copigmentacion, por lo que en general se observaron mayores intensidades colorantes

en los ensayos con la aplicacion de tratamientos.
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Cuadro 6. % Copigmentacion, Intensidad Colorante y Matiz para cada ensayo.

N TR E V

Engay Mes
%C IC Matiz %C IC Matiz %C IC Matiz %C IC Matiz
abr 32,42 47,73 0,51 36,36 46,79 0,53 32,01 49,37 0,51 30,23 50,09 0,58
150 may 33,91 37,68 0,54 30,89 37,53 0,55 24,98 38,83 0,55 24,08 39,46 0,60
Brix jun 93,47 38,39 0,54 94,62 36,97 0,55 74,95 39,82 0,55 92,71 41,39 0,61
ago 78,11 37,30 0,52 96,31 39,76 0,52 72,16 40,82 0,52 84,85 40,54 0,57
Prom 59,48 40,28 0,53 76,80 40,26 0,54 61,03 42,21 0,53 57,97 42,87 0,50
DS 31,02 4,99 0,01 39,97 4,51 0,02 40,62 4,84 0,02 35,81 4,88 0,02
abr 33,098 70,37 0,54 40,31 78,45 0,55 40,28 77,83 0,53 36,81 78,00 0,54
190 may 26,26 52,95 0,57 25,50 59,83 0,59 26,76 56,39 0,58 23,43 59,90 0,59
Brix jun 93,60 54,40 0,58 91,46 62,30 0,61 86,22 56,79 0,58 87,88 61,24 0,59
ago 83,16 54,69 0,55 92,55 61,82 0,57 96,58 56,75 0,55 78,10 56,58 0,57
Prom 59,03 58,10 0,56 65,21 65,60 0,58 75,46 61,94 0,56 56,56 63,93 0,57
DS 34,27 8,21 0,02 38,10 8,63 0,02 49,53 10,59 0,02 31,27 9,58 0,02

*Cada valor corresponde a la media aritmética obetnida para cada tratamiento mes a mes
%C: %Copigmentacion
IC: Intensidad Colorante

Media: Media aritmética 0 promedio obtenido durante los 5 meses de andlisis para cada tratamiento.
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Con respecto al parametro de matiz el comportamiento descrito a lo largo del periodo
de analisis fue practicamente nulo, ya que los datos arrojaron variaciones muy
pequefas en el matiz. Los porcentajes de variacion de los colores amarillo, rojo y azul
no fueron superiores a un 1% en ninguno de los 3 colores analizados para cada
tratamiento aplicado en ambos ensayos a 15y 19 °Brix. Existen algunos autores que si
constatan el efecto de la aplicacion de taninos en el vino (Celotti et al., 2000; Pardo,
2001), mientras que algunos autores abiertamente dudan sobre la utilidad de la
aplicacion de estos compuestos (Delteil, 2000). Junto con esto cabe destacar que el
efecto sobre las componentes del color en las soluciones también puede variar segun la

composicion fendlica de la matriz (Bautista-Ortin et al., 2005).

Coordenadas del Espacio CIELab

Bajo el sistema de coordenadas del espacio CIELab el color es descrito
fundamentalmente por las coordenadas polares L*: claridad, C*: Croma y h*: Tono. La
coordenada L* representa la luminosidad, y va del blanco perfecto con un valor de 100,
al negro con un valor de 0. La coordenada C* representa la cromaticidad y va de un
menor a mayor nivel de saturacién del color y la coodenada h* representa el angulo de
tonalidad de un color basico, en este caso un color rojo los valores h* alrededor de los
0°, uno amarillo es decrito por h* cercanos a 90° y uno verde proximos a los 180°,
mientras que los azules valores alrededor de los 270° (Pérez- Magarifio y Gonzalez-
San José, 2002).

En el Cuadro 7 se observa la evolucion de las coordenadas L*, C* y h* de cada uno de

los jugos analizados que abarcé el estudio.

Analizando la Luminosidad (L*) para el ensayo a 15 °Brix, esta se comporto
relativamente estable entre los tratamientos, las diferencias entre cada aplicacion en
comparaciéon al jugo no tratado no supera el 1% en todos los meses evaluados. El
comportamiento en promedio durante los 5 meses fue estable, no generando una

variacion portante en este parametro.
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Con respecto a la Saturacion o Croma (C*), los valores se comportaron de manera
diferente al caso de la luminosidad, ya que esta si presenté una disminucion durante el
periodo de analisis, sin embargo, el valor promedio de C* para la muestra sin tratar fue
de 16,8 siendo TR y E los tratamientos que obtuvieron una diferencia superior de 1,78%
y 5,9% respectivamente al final del periodo de analisis.

Por altimo, con respecto a la tonalidad (h*), el pardmetro no sufri6 mayores diferencias
a lo largo del analisis. La muestra sin tratar en promedio durante los 5 meses fue de
175, en comparacion con TR de 176,4 ; para E de 176,9 y de 176,1 para V.

Los resultados del ensayo a 15 °Brix, grafican el color de la muestra de forma clara (L*),
poco saturado (C*) y con matices rojos (h*). Estas caracteristicas sugieren que la
presencia de taninos en la solucion provocaron cambios en las propiedades cromaticas
del ensayo, ya que los taninos en general aumentan la componente amarilla por lo que

el tono podria sufrir una variacion a lo largo del tiempo.

Para el ensayo de 19 °Brix el comportamiento en promedio de la Luminosidad (L*) fue
en descenso desde el inicio de los analisis hasta el ultimo mes del ensayo para los
tratamientos en comparacion a la muestra sin tratar. En promedio la muestra sin tratar
obtuvo valores de 82,90 en comparacion a las muestras tratadas que obtuvieron

diferencias negativas en no mas de 2% en sus valores promedios.

Al analizar la Saturacion o Croma (C*), los valores arrojan también un comportamiento a
la baja durante los 5 meses de andlisis para cada tratamiento aplicado. En general los
promedios de Saturacién de todo el ensayo en las muestras con aplicacion la aplicacion
de tratamientos mantuvieron valores superiores en comparacion a la muestra no tratada
gque promedi6 21,8 y para TR, E y V los valores fueron 22,7; 23,0 y 22,8

respectivamente.
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Cuadro 7. Evolucion en diferencias de las coordenadas L*, C* y h* a partir del jugo de uva no tratado para cada ensayo.

N TR E \Y

Ensayo Mes
L* C* h* L* C* h* L* C* h* L* C* h*

abr 85,78 20,66 176,40 86,13 20,06 176,94 85,50 21,38 177,31 84,87 19,05 176,65

may 88,50 16,02 176,43 88,57 15,96 176,48 88,22 16,05 176,82 87,75 14,81 176,27

15° Brix jun 88,27 16,33 176,37 88,74 15,53 176,70 88,03 16,49 177,60 87,26 14,93 176,63

jul 87,60 14,76 171,02 87,69 16,83 176,38 87,27 17,75 176,95 86,92 15,90 176,08

ago 88,41 16,30 175,03 87,76 17,28 175,53 87,53 17,52 175,88 87,25 15,57 175,10

Promedio 87,71 16,81 175,05 87,78 17,13 176,41 87,31 17,84 176,91 86,81 16,05 176,15

DS 1,13 2,25 2,33 1,03 1,78 0,54 1,08 2,10 0,65 1,12 1,73 0,63
abr 79,77 26,43 176,76 77,88 27,96 177,58 78,11 28,82 177,53 78,12 28,44 177,85
may 84,23 20,33 176,90 82,55 21,59 177,91 83,42 21,28 177,17 82,68 21,65 178,65
19° Brix jun 83,87 20,18 177,23 81,90 21,15 177,84 83,31 20,93 177,57 82,26 21,40 178,33
jul 83,30 20,78 177,03 82,08 20,84 178,06 82,81 21,87 177,12 82,28 21,73 178,15
ago 83,56 21,04 176,10 81,79 22,20 176,83 82,79 22,01 176,32 83,22 20,91 176,98

Promedio 82,95 21,75 176,80 81,24 22,75 177,65 82,09 22,98 177,14 81,71 22,83 177,99
DS 181 2,64 0,43 1,90 2,96 0,49 2,24 3,29 0,50 2,05 3,16 0,64

*Cada valor corresponde al promedio (n = 2) obtenido de las mediones para cada tratamiento mes a mes y su diferencia (+/-) a apartir del jugo no tratado (N)
L*: Luminosidad de opaco (0) a trasparente (100)

C*: Croma o saturacion valores cercanos o superiores a 50 indican colores vividos

h*: Tonalidad O a 360°



49

También para el caso de la Tonalidad (h*) se observo un descenso desde el primer mes
de analisis hasta el final del ensayo en forma generalizada, es decir para todos los
tratamientos involucrados. Aun asi los promedios de las muetras tratadas se
mantuvieron por sobre el promedio de la muestra sin tratar, los valores para TR, Ey V
fueron de 177,6; 177,1 y 178 respectivamente en comparacién a la muestra sin tratar
gue fue de 176,6.

Los resultados del ensayo a 19 °Brix, muestran un color mas bien claro (L*), poco
saturado (C*) y de tonalidad o matiz rojo (h*). Los cambios también sugieres la
participacion de los taninos en las variaciones de las tonalidades de la solucion a lo

largo del tiempo.

La diferencia que se puede apreciar entre las coordenadas para ambos ensayos no son
identificables para un consumidor a través de un recipiente que contenga el producto

final (Pérez-Magarifio y Gonzalez-Sanjose, 2003).

Perfil de antocianinas determinadas por HPLC-DAD

En el Cuadro 8 se observan las concetraciones de antocianinas en total que fueron
analizadas en los ensayos de 15 y 19 °Brix expresadas en mg-L™ de jugo EMv3GI
determinadas por HPLC-DAD durante 3 meses.

Al comienzo del andlisis la diferencia entre la concentracion de antocianinas entre las
muestras de 15 y 19 °Brix fue bastante amplia, siendo para el ensayo de 15 °Brix de
7553,70 mg-L™" de jugo EMv3GI y para el segundo de 11977,46 mg-L™" de jugo EMv3GI

Analizando en forma general los diferentes tratamientos se pudo observar una baja
notoria en la concetracion de antocianos a lo largo del periodo de analisis. Esto sugiere
un efecto sobre la estabilidad de los antocianos en el tiempo en los ensayos con la
aplicacion de tratamientos, como también reacciones de polimerizacién y combinacion

de estos con otras moléculas del medio.
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En relacion a lo observado en el analisis de copigentacion, se pudo observar una
relaciéon directa entre esta disminucién de antocianos y el aumento del porcentaje de

copigmentacion de los jugos concentrados durante el desarrollo de la investigacion.

En los jugos del ensayo a 19 °Brix se observo una concentracion total promedio de
11977,46 mg-L™ de jugo EMv3GI para el ensayo sin tratar en comparacion al ensayo
anterior. Este presenta un 58,56% mas de antocianos que la muestra sin tratar del
andlisis de 15 °Brix. Un comportamiento similar se observo para todas las muestras

tratadas con TR, Ey V.

Finalmente, al igual que el ensayo anterior, se relacionan los resultados de
copigmentacion con el comportamiento a la baja de los antocianos, se observa una
relacion directa entre ambos, vale decir la disminucidén de antocianos en jugos tratados
y no tratados con el aumento del porcentaje de copigmentacion de las mismas

muestras.

Por otra parte, se aprecié una disminucion de los contenidos de antocianos en las
muestras durante el tiempo, esto sugiere que las pérdidas de antocianinas por
reacciones de oxidacion fueron minimas durante el almacenamiento, debido a su
atmosfera reductora por lo que la disminucién de antocianinas observada se podria
atribuir principalmente a reacciones de hidrolisis y condensacion (Gomez- Cordoveés et
al., 2003).

La facilidad de los antocianos frente a la hidrélisis segun Dallas et al. (1995), guarda
mucha relacion con el porcentaje de antocianos acilados, y para el caso de la
condensacion esta dependera de la concentracion de antocianos en el medio junto a la
cantidad de moléculas que actian también como copigmento, estas ademas se ven
afectadas por la madurez, el tiempo de cosecha y en este caso por el tipo de producto

aplicado para el desarrollo de los analisis.

Para finalizar la concentracion de las antocianinas de los jugos para el caso de jugos de

la variedad tintorera, como también el momento de cosecha y madurez, tienen un rol
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preponderante en la degradacién de las mismas a través del almacenamiento (Dallas et
al., 1995; Gémez-Cordovés et al., 2001).

Cuadro 8. Concentracion de antocianinas totales

determinadas por HPLC-DAD de ambos casos durante 3 meses

de jugo EMv3GI)

Compuesto Mes Ensayo 15 °Brix Ensayo 19 °Brix

abr 7553,70 11977,46
N jun 305,54 230,50
ago 268,66 286,94

abr 9955,75 12592,35
TR jun 247,74 319,52
ago 272,69 286,94

abr 7649,19 7969,48
E jun 208,21 293,87
ago 249,79 280,79

abr 7650,76 11619,66
\Y jun 148,86 246,90
ago 217,42 290,20

* Cada valor corresponde a la cuantificacién total de los antocianos

Fenoles de bajo peso molecular por HPLC

Para conocer con mayor detalle el efecto del uso de agentes estabilizantes en la

composicion fendlica de los jugos de uva de la variedad tintorera, se realizé un andlisis

mediante cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) de los fenoles de bajo peso

molecular al inicio, durante y al final del periodo de analisis.

Se logro identificar 28 compuestos fendlicos los cuales fueron clasificados en acidos

fenoles, estilbenos, flavonoles y flavanoles.

Para este andlisis se describe el

comportamiento en general de los compuestos mediante la cuantificacion y analisis de

las areas que entrega el cromatograma.
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En el Cuadro 9 se observa la evolucion de los grupos de compuestos en 3 fechas
durante el estudio para el ensayo a 15°Brix y el total de fenoles de bajo peso molecular
para cada uno.

Cuadro 9. Compuestos fenoles del ensayo a 15°Brix y el total de fenoles de bajo peso

molecular para cada evaluacion.

Tratamiento Mes Fér?é’)?i?:f)s Estilbenos Flavonoles Flavanoles Total

abr 41507,74 2688,32 17465,02 14881,58 35034,92

N jun 36641,67 4713,65 11698,79 11726,29 64780,4
ago 12580,09 2584,89 7285 4784,38 27234,36

abr 45990,76 4609,99 20135,58 17899,46 88635,79

TR jun 54170,63 6462,21 15535,48 17234,4 93402,72
ago 26786,7 3208,62 8432,37 8730,77 47158,46

abr 38114,66 4358,48 17181,55 19840,57 79495,26

E jun 41915,89 4613,73 13827,49 17964,57 78321,68
ago 28732,09 3749,27 9813,6 10557,59 52852,55

abr 50012,3 5978,58 22391,34 21380,21 99762,43

Y, jun 48801,54 6235,9 15467,21 19695,58 90200,23
ago 34216,91 3682,56 11450,77 11697,19 61047,43

* Cada valor corresponde al promedio de areas bajo la curva del cromatograma

En términos generales se estim6 una concentracion promedio de FBPM de jugos no
tratados a 15° Brix menor en comparacion a los jugos tatados. A continuacion se detalla

el andlisis por cada grupo segun su clasficacion

Se considerd el analisis de los acidos fendlicos, por su directa relacion con la
estabilidad de aquellos compuestos responsables del color, al participar como

copigmentos en el fenomeno de copigmentaciéon (Ferrer, 2011).

Se observé que los acidos fendlicos del ensayo 15 °Brix en general tendieron al
descenso durante el periodo de analisis, los jugos tratados con TR, E y V disminuyeron
su porcentaje en 46,8%, 33,5% y 38,8% respectivamente en comparacién a su misma
medicién al comienzo del ensayo. La disminucion del porcentaje de estos compuestos

en solucion sugiere la ocurrencia de un pardeamiento generado durante el proceso de
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elaboracién del jugo de uva por la presencia de oxigeno. A partir de esto se generan o-
guinonas altamente reactivas capaces de oxidar otros constituyentes del zumo de uva
(Frankel et al., 1995; Zoecklein et al., 2001). Por otra parte la disminuciéon de estos
compuestos sugiere que posiblemente se generen reacciones del tipo tanino-antociano
en el medio provocando su oxidacion al encontrarse en el medio en su estado libre
(Monagas et al., 2005; Cainelli, 2007).

En cuanto al andlisis de flavanoles en el tiempo, se observd un descenso paulatino y
constante, para el tratamiento sin aplicacion de taninos enoldgicos la diferencia entre el
primer mes y el ultimo fue de 67,85% menos de compuestos. Para el caso de TR, Ey V
las diferencias fueron de -51,2%; -46,8% y -45,2% respectivamente. Los descensos
tienen relacion a la polimerizacion de moléculas en funcion a su grado de polimerizacion
y concentracion, como también a su inestabilidad y a la condensacion de taninos y
antocianos, ademas frente a la presencia de oxigeno y temperaturas reducidas aumenta
la activiad condensadora con antocianos a partir de la relacion A/T del medio
(Rodriguez, 2006).

Los resultados del estudio en jugos a 15° Brix para los compuestos flavonoles
mostraron que el compuesto mayoritario fue la quercetina glucosilada. Se evaluo el
grupo de compuestos por su incidencia en el color, en que el compuesto de mayor
presencia en bayas, la quercetina-3-O-glucésido, y es uno de los copigmentos mas

fuertes siendo parte de la coloracion amarilla (Hidalgo, 2003).

La evolucién de los compuestos flavonoles, muestra una disminucion en el tiempo para
cada tratamiento en forma separada, sin embargo, los valores promedios para el final
del analisis muestran que las concetraciones de flavonoles fueron mayores en
comparacion a la muestra sin tratar, siendo mayores en un 21%, 11,99% y 35,28% para

TR, E y V respectivamente.

En el Cuadro 10 se muestra la evolucion de los grupos de compuestos fenoles en 3
fechas durante el estudio del ensayo a 19°Brix y el total de fenoles de bajo peso

molecular para cada tratamiento mes a mes.
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En términos generales se observé una concentracion de FBPM promedio en jugos no
tratados a 19° Brix fue en disminucion a medida que transcurria el ensayo para todos
los tratamientos aplicados. Esta disminucion puede deberse a pardeamiento enzimatico
(Frankel et al., 1995; Zoecklein et al., 2001)

Al analizar los acidos fenoles del ensayo a 19 °Brix durante los meses se observé
descenso y en comparacion al jugo no tratado, las cantiades de acidos fendlicos fueron
mayores, hasta un 17,67% mas de dichos compuestos, este aumento de contenido
sugiere un desarrollo de reacciones de condensacion entre los taninos y los antocianos

presentes en el medio.

Cuadro 10. Compuestos fenoles del ensayo a 19°Brix y el total de fenoles de bajo peso

molecular para cada evaluacion.

Tratamiento Mes Acidos Fendlicos Estilbenos Flavonoles Flavanoles TOTAL

abr 43329,45 3103,55 23750,97 22495 92678,97

N jun 33209,97 2239,48 12543,38 14387,28 62380,11
ago 35764,36 1935,98 14682,36 43003,32 95386,02

abr 49279,89 4881,15 28938,86 25718,15 108818,05

TR jun 49217,56 3769,64 26350,29 24792,48 104129,97
ago 33653,2 2279,03 13805,79 14764,57 64502,59

abr 38791,84 5385,91 22492,84 18841,42 85512,01

E jun 37298,35 5264,71 16264,36 19846,82 78674,24
ago 31029,26 4225,67 13438,54 14993,51 63686,98

abr 45022,23 5371,02 27677,92 22584,56 100655,73

\ jun 42254,84 3819,3 17373,85 20605,75 84053,74
ago 33580,13 3734,6 13941,32 16408,19 67664,24

* Cada valor corresponde al promedio de areas bajo la curva del cromatograma

Del contenido de flavanoles del ensayo a 19°Brix, se pudo observar un descenso con
respecto al a muestra sin tratar, encontrandose una diferencia en sus promedios para

TR de -18,2%, E de -32,8% y V de 25,4% con respecto al promedio del jugo sin tratar.
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Este descenso tiene relacion con las variaciones que dejan inestables a lo largo del
tiempo a estos compuestos, ademas las diferencias entre los valores obtenidos entre
los tratamientos se originana a partir de la relacion de antocianos y taninos y las
reacciones asociadas a este factor como también el pH del medio (Rodriguez, 2006).

Al analizar los compuestos flavonoles del ensayo a 19°Brix, el comportamiento fue
distinto para cada tipo de tratamiento utilizado. Por lo que se sugiere que los taninos del
tipo condensados como E y V compiten por la uniones con otros fenoles y durante el
proceso son oxidados (Torskangerpoll y Andersen, 2005; Castafieda-Ovando et al.,
20009).

Capacidad antioxidante mediante ORAC

Para la medicion de la capacidad antioxidante de algin compuesto existen varios
métodos, estos se basan en la reaccidon quimica involucrada, debido a esto se pueden
agrupar en dos grandes categorias: los métodos basados en la transferencia del atomo
de hidrogeno y los métodos que se basan en la transferencia de electrones. Para el
caso de este analisis la metodologia ORAC utiliza la cuantificacion del atomo de
hidrogeno. La metodologia ORAC mide la capacidad de retrasar o prevenir la oxidacion,
entre los mas reconocidos tenemos los taninos, carteoides, quercetina, los derivados

del &cido galico, catequinas, entre otros (Halliwell y Gutteridge, 1999; Halliwell, 2002).

A cotinuacion en el Cuadro 11 se presentan valores obtenidos de ORAC para los
ensayos de 15 y 19 °Brix, en donde se aprecian los datos de cada uno de los

tratamientos aplicados en los meses de abril y agosto.

Para el ensayo a 15° Brix en abril, todos los tratamientos aplicados tuvieron un efecto
positivo en la capacidad antioxidante en las muestras analizadas, los 3 tratamientos
tuvieron un alza de 20%, 5,9% y 18,36% para TR, E y V respectivamente en

comparacion a la muestra no tratada (9839,26 ymoles TE-100 g de jugo™). Luego para
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el mes de agosto los valores en general tendieron a disminuir, sin embargo, los valores
siguieron siendo mas elevados en comparacion a la muestra sin tratar. Con los
resultados obtenidos los ensayos TR y V fueron los que mostraron una mayor
incidencia en la capacidad antioxidante de las muestras analizadas durante el periodo
de estudio.

Con respecto al ensayo de 19 °Brix se aprecia que las capacidades antioxidantes de las
muestras analizadas son bastante mas elevadas en comparacién a las obtenidas en el
tratamiento de 15 °Brix. Podemos apreciar diferencias con respecto al tratamiento sin
aplicacion de taninos (6963 umoles TE-100 g de jugo™) en el orden de un 193,13%,
178,35% y 3,57% superior para jugos tratados con TR, E y V respectivamente para el
mes de abril. Luego hacia el final del periodo de analisis, en el mes de agosto, los
valores siguen un comportamiento similar al anterior tendiendo a la baja, sin embargo,

manteniendo valores superiores con respecto al ensayo sin tratar.

De manera general el comportamiento de la capacidad antioxidante frente a la
aplicacion de taninos enologicos comerciales es positiva, debido a que los valores
aumentan en comparacion al ensayo no tratado, como también influye de manera
importante el estado de madurez en el cual fueron cosechadas las uvas con las que se
elaboro el jugo concetrado de uva, lo que genero junto a la aplicacion de taninos valores

mas elevados que el ensayo con menos madurez.

Cuadro 11. Valor ORAC (umoles TE-100 g de jugo™) ensayo 15° y 19° Brix

correspondiente a los tratamientos aplicados

Tratamiento Mes 15 °Brix 19 °Brix

N abr 9839,26 6963,56

ago 839,68 2659,57

R abr 12596,26 20412,64

ago 8725,11 13247,73

E abr 10427,68 19383,36

ago 12091,66 8235,10

Vv abr 11645,89 7211,99

ago 8855,13 12921,88




S7

Los valores que se pueden obtener de la capacidad antioxidante son determinados por
varios factores que pueden incidir tanto positiva como negativamente, siendo los
procesos de elaboracion, la variedad del producto a analizar, el tiempo de cosecha, la
zona de produccion, los tratamientos aplicados y el almacenaje los factores que pueden
alterar en menor o mayor grado la expresion de este parametro (Wang y Lin, 2000;
Moyer et al., 2002; Mullen et al., 2002; Kevers et al., 2007; USDA, 2010).
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CONCLUSIONES

Con respecto a los datos obtenidos de este analisis, se puede concluir para ambos

ensayos:

e El pH y la acidez total en ambos ensayos cosechados a 15 y 19 °Brix disminuyeron,
determinando de manera importante las condiciones del medio para expresion de

factores como el color.

o Para los ensayos tratados con taninos las concentraciones de fenoles totales y

taninos totales aumentaron a lo largo del periodo de estudio.

« Jugos tratados presentaron una leve disminucidn en sus antocianos totales y a su vez
presentaron mayores % de copigmentacion e intensidad colorante durante el periodo,
sin embargo el matiz de las muestras se mantuvo relativamente estable sin

variaciones importantes.

« Jugos tratados presentaron valores ORAC mayores en comparacion a los jugos no

tratados durante todo el ensayo.

« Jugos tratados presentaron perfiles mas bien claros (L*), poco saturados (C*) y con

matiz rojo (h*) para ambos casos

« Jugos tratados, de manera general tienen una tendencia a la baja de los compuestos
fendlicos de bajo peso molecular durante todo el periodo de analisis, sin embargo, las
concentraciones de cada tratamiento son mas elevadas en comparacion al jugo sin
tratar, el mismo comportamiento tuvieron las muestras de antocianos HPLC,

tendiendo a la baja en sus concentraciones.
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ANEXOS

Anexo |: Clasificacién de compuestos fendlicos y algunos compuestos de ejemplo

NO FLAVONOIDES

Acidos fenoles

acido galico

acidos y aldehidos _ A .
acido p-hidroxibenzoico

benzoicos . . e
acido siringico

acido cafeico
acido p-cumarico

acidos y aldehidos

cinamicos o .
acido ferdlico

Estilbenos

resveratrol
piceidos
astringina

FLAVONOIDES

Antocianos

cianidina
peonidina
delffinidina
petunidina
malvidina
pelargonina

Flavan-3-oles

(+)-catequina
(+)-galocatequina
(-)-catequina
(-)-galocatequina
(+)-epicatequina
(+)-epigalocatequina
(-)-epicatequina
(-)-epigalocatequina

Flavonoles

kaempferol
quercetina
miricetina
isoramnetina

astilbina
Flavanonoles _
engeletina
apigenol
Flavonas Pig _
luteolina

Fuente: Fleuriet y Macheix, 2003; Pefia-Neira, 2003; Zamora 2003.
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Anexo |l: Resultados analisis inicial del jugo de uva antes de su concentracion.

Ensayo Mes N TR E \% PROM
Brix 13,40 16,30 14,40 16,80 15,23
AT 18,32 12,60 12,21 13,00 14,03
pH 3,11 3,25 3,27 3,26 3,22
420nm 2,55 3,07 3,00 3,02 2,91
. 520nm 7,03 8,05 8,31 8,09 7,87
15° Brix
620nm 0,55 0,71 0,69 0,65 0,65
IPT 3127 4464 4093 4595 4070
A0,6 2833 4307 3582 4080 3701
A3,5 498 906 952 929 821,25
Taninos 21,25 49,10 68,50 88,00 56,71
Brix 17,10 18,30 18,30 18,40 18,50
AT 11,78 12,46 11,86 12,54 12,10
pH 3,27 3,25 3,27 3,24 3,26
420nm 3,00 2,99 3,00 3,10 3,02
. 520nm 8,35 8,09 8,35 8,42 8,24
19° Brix
620nm 0,77 0,73 0,77 0,76 0,76
IPT 4582 4465 4582 4555 4680
AO0,6 4511 4522 4511 4321 4600
A3,5 1021 863 1021 998 1006
Taninos 99,70 83,10 99,70 87,10 101,10

* AT: Acidez de titulacion; IPT: Indice de polifenoles totales; A: Antocianos
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Anexo lll: Diagrama de flujo de la elaboracién de los jugos concentrado de uva

producidos por la empresa agroindustrial Jugos del Maipo

Molienda

EITH 20gfhL

Tanque pulman

Termo 364E0"

Enzima pectolitica

Fohapect Buu-:-:.lTu::h | Maceracian G04YEE" 4 h |

S0mLIhL

45"
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Anexo IV: Equipamiento y operaciones unitarias utilizadas en la produccion y envasado

de jugos concentrados de uva.

Equipamiento

- Despalilladora - moledora (Buccolini, mod. 50 TN, Argentina).
- Termo-macerador (Buccolini, mod. 18 TN, Argentina).

- Decanter (Westfalia, mod. CA 505-010, Alemania).

- Evaporador (Unipektin, mod. FDVS1155SU, Suiza).

- Prensa continua (Buccolini, mod. 600, Argentina).

- Filtro de presion (Dellatoffola, mod. NF20 y NF15, Italia).

- Evaporador (Buccolini,mod. EDP/2000, Argentina).

Operaciones Unitarias

- Recepcion de la fruta: llegada de la fruta a la planta y aceptacion para su

posterior molienda.

- Despalillado y molienda: durante esta etapa la cosecha de uva es separada de
su escobajo y su grano es roto. En el transcurso de esta etapa se realiza la aplicacion
de taninos en el caso que corresponda. Luego la molienda es reunida en un tanque

pulmén el cual dosifica la molienda para la siguiente etapa de termo- maceracion.

- Termo-maceracion: en esta etapa la molienda pasa a través de un termo, donde
el producto es sometido a un “shock” térmico, en el cual se alcanza una temperatura
de 87°C por 11 segundos, para posteriormente ser enfriado por 20 segundos hasta
una temperatura de 50/55°C. Luego el producto termo-macerado continua su proceso
hacia la etapa de maceracion, realizado en tanques de 15.000L por 4 horas, a una

temperatura entre 50 y 55°C, durante las cuales se realizan agitaciones de 3 a 5



74

minutos cada una hora. Ademas durante este proceso se realiza la aplicacién de
enzimas pectoliticas Rohapect en dosis de 200 cm?®/ tanque/hora 6 1,5 cm®/ hL/ hora.
- Decantacién y centrifugacion: el producto ya macerado pasa por un decantador,
separandose asi, el orujo del jugo. Jugo que presenta una eficiencia aproximada de
un 62% y un nivel de sélidos menor al 8%. Posteriormente, el jugo de uva, es
centrifugado para obtener un producto con un nivel de sélidos menor a 2%. Luego del
proceso de centrifugaciéon, aplica la goma arabiga en el caso que corresponda,
siguiendo con las especificaciones de uso recomendadas por los elaboradores.

- Filtracion y pre concentracion: durante este proceso se realiza una limpieza total
de producto utilizando un filtro de presidn, para luego ingresar éste al evaporador, sin
embargo este proceso no se llevo a cabo para evitar el retiro de los productos
aplicados. El evaporador funciona con vapor y frio y consigue una evaporacion parcial
del agua retenida en el jugo, pre-concentrando inicialmente el producto a 40°Brix
aproximadamente a una temperatura de 45°C para luego ser enfriada, este funciona a
una temperatura de 100 a 120 °C, con un recorrido total del circuito de entre 7 a 10

minutos. En el estudio no se realizo una pre-concentracion por tiempos industriales.

- Concentracion: en esta fase se evapora gran parte del agua contenida en el
producto natural siendo sometido a una evaporacion mediante un evaporador, en que
el producto sale del equipo con 68/69 °Brix, obteniéndose el jugo concentrado de uva.
Luego pasa por un equipo intercambiador de placas y un equipo de frio para bajar su

temperatura hasta 7°C.
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APENDICES
Apéndice I: Absorbancia a 420, 520 y 620 nm

Apéndice |. Absorbancia a 420, 520 y 620 nm.

) 15 °Brix 19 °Brix
Tratamiento Mes
420 520 620 420 520 620
abr 0,073 0,143 0,022 0,110 0,205 0,038
may 0,060 0,110 0,019 0,085 0,150 0,029
N jun 0,060 0,112 0,019 0,088 0,153 0,031
jul 0,060 0,115 0,020 0,090 0,158 0,033
ago 0,057 0,110 0,019 0,086 0,157 0,031
Promedio 0,062 0,118 0,020 0,092 0,164 0,032
abr 0,073 0,139 0,022 0,124 0,225 0,043
may 0,060 0,109 0,019 0,098 0,166 0,034
TR jun 0,059 0,107 0,019 0,103 0,170 0,039
jul 0,064 0,118 0,021 0,102 0,166 0,038
ago 0,061 0,118 0,020 0,099 0,173 0,037
Promedio 0,063 0,118 0,020 0,105 0,180 0,038
abr 0,076 0,149 0,022 0,121 0,228 0,040
may 0,062 0,112 0,020 0,092 0,159 0,031
E jun 0,063 0,115 0,020 0,093 0,159 0,032
jul 0,066 0,124 0,025 0,094 0,165 0,032
ago 0,063 0,121 0,021 0,092 0,165 0,027
Promedio 0,066 0,124 0,022 0,098 0,175 0,033
abr 0,082 0,141 0,028 0,122 0,227 0,041
may 0,065 0,108 0,024 0,098 0,167 0,034
\ jun 0,068 0,112 0,026 0,100 0,169 0,037
jul 0,069 0,117 0,025 0,099 0,170 0,036
ago 0,065 0,113 0,025 0,091 0,159 0,033
Promedio 0,070 0,118 0,026 0,102 0,178 0,036

* Cada valor corresponde al promedio + desviacion estandar (n = 2).
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