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RESUMEN

Los compuestos fendlicos son los responsables de las caracteristicas sensoriales
del vino y se relacionan directamente con su calidad. La cantidad de polifenoles
presentes en el vino se extraen del hollejo de la uva, y su concentracién depende
de la técnica empleada para su extraccion, la técnica tradicional (uso de uva sin
congelar) no permite extraer estos compuestos en mayor cantidad, sin embargo,
existen tecnologias como el congelado de uva que permite mejorar su extraccion.
Por ello el objetivo de la investigacion fue evaluar los compuestos fendlicos
(fendlicos, flavonoides y antocianinas totales) y caracteristicas fisicoquimicas
(°Brix, pH y acidez), en la elaboracion de vino tinto por efecto del congelado de
uva, para ello se elaboraron vinos con uva congelada a temperaturas de -10, -18
y -26°C por tiempos de 12, 24 y 48 h. La materia prima present6 22.08 °Brix, 3.81
de pH y 6.20 (mg acido tartarico/L) de acidez total, sin embargo después del
congelado el tratamiento mas representativo fue la uva congelada a -26°C por un
tiempo de 48h, donde el mosto presentd una menor acidez (4,23 mg de &cido
tartarico/L), mayor pH (4.01) y °Brix (25.31), mientras que en el hollejo fue menor
los compuestos fendlicos (20.24 mg GAE/100g), flavonoides (38.65 mg QE/100g)
y antocianinas (233.15 mg cianidida-3-glucésido/100g), asimismo en el vino se
observé mayor cantidad de compuestos fendlicos (1293.18 mg GAE/L),
flavonoides (147.14 mg QE/L) y antocianinas (185 mg cianidida-3-glucésido/L) en
relacion a los demas tratamientos y la muestra control. Estos resultados ponen en
manifiesto que los compuestos fendlicos fueron transferidos del hollejo hacia el
vino, segun los datos obtenidos el congelado de uva es una alternativa a

considerarse para mejorar la concentracién de compuestos fenélicos en el vino.

Palabras claves: Hollejo, congelado, fendlico, flavonoides, antocianinas y vino.



ABSTRACT

Phenolic compounds are responsible for the sensory characteristics of wine and
are directly related to its quality. The amount of polyphenols present in the wine is
extracted from the grape skin, and its concentration depends on the technique
used for its extraction, the traditional technique (use of grapes without freezing)
does not allow these compounds to be extracted in greater quantity, however, there
are technologies such as grape freezing that improves its extraction. Therefore,
the objective of the research was to evaluate the phenolic compounds (phenolic,
flavonoids and total anthocyanin) and physicochemical characteristics (°Brix, pH
and acidity), in the elaboration of red wine due to grape freezing, for this purpose
wines were made with frozen grapes at temperatures of -10, -18 and -26°C for
times of 12, 24 and 48 h. The raw material presented 22.08 °Brix, 3.81 of pH and
6.20 (mg tartaric acid/L) of total acidity, however after the frozen the most
representative treatment was the frozen grape at -26°C for a time of 48h, where
the must showed lower acidity (4.23 mg of tartaric acid/L), higher pH (4.01) and
°Brix (25.31), while in the skin the phenolic compounds (20.24 mg GAE/100g),
flavonoids (38.65 mg QE/100g) and anthocyanins (233.15 mg cyanidide-3-
glucoside/100g), also in the wine a greater amount of phenolic compounds
(1293.18 mg GAE/L), flavonoids (147.14 mg QE/L) and anthocyanins (185 mg)
were observed cyanidide-3-glycoside/L) in relation to the other treatments and the
control sample. These results show that the phenolic compounds were transferred
from the skin to the wine, according to the data obtained, the frozen grape is an
alternative to be considered to improve the concentration of phenolic compounds

in the wine.

Keywords: Skin, frozen, phenolic, flavonoids, anthocyanins and wine.
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INTRODUCCION

El vino es una bebida alcohélica de mayor produccién y consumo en el mundo,
alcanzando una produccion total de 282 millones de hectolitros (Mill. hL) (OIV,
2018), su consumo esta relacionado con los beneficios que tiene sobre la salud
(Moreno, 2013), ya que muchos estudios cientificos revelan que beber de 80 a
100 ml de vino diarios disminuye el riesgo cardiovascular (SENC, 2004), reduce
la incidencia del cancer, alzheimer, parkinson (Sun et al., 2008), ademas Ortiz
(2016) sefiala que ayuda a quemar grasa y reduce el colesterol. Los principales
responsables de estos beneficios son los compuestos fendlicos y estos estan
considerados como los principales compuestos bioactivos del vino (Pojer et al.,
2013).

Los compuestos fendlicos estan directamente relacionados con la calidad del
vino, debido a que estos son responsables de sus caracteristicas sensoriales
como son el color, astringencia y aromas (Llaudy et al., 2008). Este compuesto
procede en gran cantidad de la piel de la uva y en menor medida de las pepas
(Pinelo et al., 2006). La cantidad de polifenoles en el vino se extrae del hollejo de
la uva, y su concentracion depende de la técnica empleada para su extracciéon
(Sacchi et al., 2005), sin embargo la técnica tradicional de vinificaciébn permite
extraer los compuestos fenélicos de manera limitada (Moreno, 2013). Debido a la
importancia que tiene la extraccion de compuestos fendlicos en el proceso de
elaboracion del vino, se han propuestos distintas técnicas con el objetivo de
incrementar la concentracion de estos compuestos en el vino (Luengo et al.,
2012), como el uso de enzimas, la maceracion en frio y el congelado de uva. Este
ultimo permite degradar los tejidos celulares del hollejo y asi lograr la extraccion
de compuestos fendlicos (Roldan, 2008), esto se logra sometiendo la uva a

temperaturas por debajo de -4 °C.

Sin embargo, en el Perd adn no existen estudios que reporten la aplicacion de
esta técnica y por tanto tampoco se conoce parametros de temperatura y tiempo
de congelacion. Por todo lo referido, el objetivo del presente trabajo de
investigacion fue evaluar los compuestos fendélicos en la materia prima, después
del congelado y el vino tinto, elaborados con uvas congeladas a diferentes

temperaturas y tiempos de congelacion.
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CAPITULO |
PROBLEMA DE LA INVESTIGACION

1.1. DESCRIPCION DE LA REALIDAD PROBLEMATICA

En la region Moquegua la produccién de vino tinto se realiza de forma tradicional,
lo cual no permite diferenciarse del resto de vinos, ya sea por desconocimiento
de técnicas o falta de parametros que permitan obtener vinos tintos con mayor
contenido en compuestos fendlicos. Durante el proceso de vinificacion los
compuestos fendlicos son extraidos del hollejo de la uva y en menor cantidad de
las pepas incorpordndose en el vino, sin embargo, la extraccion de estos
compuestos se da de manera incompleta ya que solo se logra extraer entre un
20% y 50% de la cantidad total presente en la uva (Moreno, 2013), debido a que
el método tradicional no permite degradar la estructura y rigidez de la pared
celular del hollejo. Sin embargo, Roldan (2008) y Moreno (2013) sefialan que
existen técnicas de vinificacion que permiten extraer estos compuestos de forma
optima como es la maceracion en frio, el uso de enzimas y la congelacion de las
uvas que permite romper la pared celular y facilitar la extraccion de estos
compuestos, tomando en consideracion ciertos paradmetros como tiempo y

temperatura de congelacion que son escasos en la referencia bibliogréafica.

Es evidente que si se realiza la extraccién mediante los métodos tradicionales no
se aprovecha gran cantidad de compuestos bioactivos como los fenoles,
flavonoides y antocianinas que se encuentran en el hollejo de uva variedad Negra
Criolla. Es por ello se requiere utilizar nuevas técnicas que faciliten la extraccion
de los compuestos bioactivos presentes en el hollejo, como la técnica de
extraccién por congelacion con uso adecuado de temperatura y tiempo (Chauvét
y Sudraud, 1992).

Para el mejor aprovechamiento de los compuestos bioactivos presentes en el
hollejo se propuso congelar la uva, considerando ciertos pardmetros como la
temperatura y tiempo, los mismos que facilitan la mejor extraccion, y al final se
obtuvo vinos con mayor concentracibn en compuestos bioactivos, que

beneficiaran la salud del consumidor.



1.2.  FORMULACION DEL PROBLEMA

1.2.1. Interrogante General

¢, Cudl es el contenido de compuestos fendlicos durante la elaboracion del vino
por efecto del congelado?

1.2.2. Interrogantes especificas

¢,Como son las caracteristicas fisicoquimicas de °Brix, pH y acidez en la materia

prima, mosto de uva congelada y en el vino tinto?

¢, Cuales son los fenoles, flavonoides y antocianinas totales en la materia prima,

hollejo de uva congelada y el vino?
1.3. JUSTIFICACION

Durante el proceso de congelado se forman grandes cristales de hielo en las
membranas del hollejo lo que causa la rotura de los tejidos celulares y libera altas
concentraciones de soluto como azucares, acidos, sales y compuestos fendlicos
los que pasan al mosto (Chauvet y Sudraud, 1992) y estos se localizan en el
interior de las vacuolas de las células (Pinelo et al., 2006), Moreno (2013) obtuvo
vinos con alto contenido de compuestos fendlicos de uvas congeladas a -10°C
por 12 h. Asi mismo en los Ultimos afios la demanda de alimentos funcionales se
ha incrementado, por su alto contenido en compuestos bioactivos, como es el
caso del vino su consumo haciende a los 282 millones de hectolitros (OlV, 2018),
debido a que estos compuestos son responsables de contrarrestar enfermedades
cardiovasculares, alergias, inflamacion, hipertension, artritis y carcinégenos
(Salazar et al., 2011), algunos tipo céancer, obesidad, enfermedades
degenerativas, osteoporosis (Fernandes et al., 2017). Ademas, la produccion de
uva es de 6796.60 toneladas (MINAGRI, 2017) en la regibn Moquegua, de los
cuales un gran porcentaje esta destinado a la produccién de vinos y al usar esta

tecnologia mejoraria la calidad y produccién de los vinos.



1.4. OBJETIVOS

1.4.1. Objetivo General

Evaluar los compuestos fendlicos en la elaboracion de vino tinto por efecto del

congelado de uva (Vitis vinifera) Negra Criolla.
1.4.2. Objetivo Especifico

o Determinar las caracteristicas fisicoquimicas en términos de °Brix, pH y
acidez en la materia prima, mosto después del congelado y en el vino
tinto.

. Evaluar los compuestos fendlicos medidos en fenoles totales, flavonoides
totales y antocianinas totales en la materia prima, hollejo de uva

congelada y el vino.

1.5. HIPOTESIS

1.5.1. Hipotesis General

Los compuestos fendlicos en la elaboracién de vino tinto por efecto del congelado

de uva (Vitis vinifera) Negra Criolla, presentan variacion en su concentracion.

1.5.2. Hipotesis Especifica

. Las caracteristicas fisicoquimicas °Brix, pH y acidez en la materia prima,
mosto de uva congelada y el vino son diferentes.

o Al evaluar la materia prima, hollejo después del congelado y el vino
presentan diferentes valores en compuestos fendlicos, flavonoides y

antocianinas totales.



CAPITULO Il
MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES DEL ESTUDIO

Moreno (2013) sefiala que el congelado de uva conocida también como crio-
extraccidn, es una técnica que consiste en congelar y descongelar la uva antes
de someterla al proceso de vinificacién. Chauvet y Sudraud (1992) refieren que
durante el proceso del congelado se forman cristales de hielo y esto causa rotura
de los tejidos del hollejo de uva, liberando asi altas concentraciones de sustancias

gquimicas (azlcares, acidos, sales, fenoles y compuestos volatiles) en el mosto.

Chauvét et al. (1987) mencionan que el congelado de uva es una técnica que se
utiliza para la elaboracién del famoso “vino de hielo”, en ingles los “lcewine”,
sometiendo la uva a una temperatura de congelacién de -4°C, donde las uvas de
mosto pobre en azlcares se congelan, mientras que las muy azucaradas liberan

en el mosto compuestos de mayor interés en el vino.

Hidalgo (2011) reporta que dentro de la camara frigorifica la vendimia debe
permanecer de 12 a 24 horas, alcanzando temperaturas de congelacion entre
-3°C a -6°C, donde la congelacion produce el efecto de concentracion, contribuye
a desorganizar el tejido celular y facilita la posterior extraccion en el mosto,
liberando otras sustancias de importancia que contiene la uva, tales como aromas

varietales y compuestos fendlicos.

Riberéau et al. (2003) reporta que la congelacion de uva favorece sobre todo la
liberacidon de aromas y sus precursores, limitando la extraccion de compuestos
fendlicos. Sin embargo, Gémez (2008) sefiala que los dafios producidos en el
hollejo por la baja temperatura, aumenta la extraccion de polifenoles, catequinas
y proantocianidinas, pero la eficiencia de esta extraccion depende de la

temperatura durante el prensado y la variedad de la uva.

Para que se produzca una congelacion adecuada, es necesario que la
temperatura se mantenga entre -7 a -8°C (sin bajar de los -13°C) durante varios
dias (EI mundo vino, 2002).



Morandé (2000) congelé uvas en un tunel de IQF (Individual Quick Frost) a
temperaturas de -25 a -30°C por 30 minutos y a -18°C, y utiliz6 una prensa
neumatica para el presado, este proceso se realizdé durante tres dias. El mosto
alcanzé los 29 °Brix y un pH de 3.37, por lo que se concluyé que la congelaciéon
de uva abre un espacio para la produccién masiva de vinos de hielo, ya que no
solo depende exclusivamente de las condiciones climatéricas naturales para su
produccion, sino que también existen otras alternativas como el congelado de uva
en taneles de congelacién, pero que solo influyen en el precio final (Mufioz,
2010).

Daniel et al. (2012) en su trabajo de investigacion obtuvo vinos de hielo de forma
natural y artificial, congelando la uva a -4 y -18 °C respectivamente, el vino
obtenido con uva congelada artificialmente presenté mayor concentracion en
°Brix, concentracion de azuUcares, mayor indice de color y acidez total

contribuyendo a la calidad gustativa del vino.



2.2. BASES TEORICAS

2.2.1. Uva (Vitis vinifera)

Es el fruto de la vid en estado de madurez (Togores, 2006), una fruta carnosa
formada por granos redondos u ovalados y que nace en racimos, tienen un
didmetro medio de 16 a 25 milimetros, esto depende de la variedad. Segun la
variedad el color de su piel suelen ser de tonos amarillentos o verdosos, purpuras,

rojizos, azulados o negros y su pulpa es dulce y jugosa (Callejas, 2003).

2.2.1.1. Uva Negra Criolla

Variedad de mayor produccion del valle de Moquegua y Tacna, la mas antigua
traida por los espafioles, el color de su piel es de violeta rojo al rojo azul, tienen
una forma redonda y de tamafio mediano, sus racimos son de forma conica y esta

catalogada como variedad no aroméatica (Lamula, 2013).

2.2.1.2. Composicion nutricional de la uva (Vitis vinifera)

La uva (Vitis vinifera) estd compuesta por un 80% de agua, asi como
carbohidratos, grasas y proteinas, cenizas y otros compuestos en pequefas
cantidades como son vitaminas, sales y compuestos aromaticos tal como se

detalla en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicion nutricional de la uva por 100 g.

COMPUESTO CANTIDAD
Agua 80,1-81,7¢g
Calorias 63 - 70 cal
Carbohidratos 155-18,1¢
Cenizas 0,59

Grasas 0,1-049g
Proteinas 0,749

Calcio 4-18 mg
Hierro 0,3-0,5mg
Magnesio 3-10mg
Fosforo 13-22mg
Potasio 185 -320 mg
Sodio 2mg

Cobre 0,1-0,26 mg




COMPUESTO CANTIDAD

Manganeso 0,1 mg
Selenio 0,1 mg
Zinc 0,05-0,1 mg
Vitamina A 66 - 73 Ul
Vitamina C 4-10,8 mg
Vitamina E 0,2 mg
Vitamina K 14,6 ug
Tiamina 0,1 mg
Riboflavina 0,1 mg
Niacina 0,2-0,3mg
Vitamina B6 0,1 mg
Acido Pantoténico 0,1 mg
Fructosa 7,79
Glucosa 739
Sacarosa 0,449
Pectina 280 mg

Fuente: Mataix (2003)

Su composicion depende de la variedad y el tipo de uva, por ejemplo, las uvas
negras, rojas y blancas presentan dos tipos de azucares como la fructosa y
glucosa, vitaminas como “A”, “C”, vitamina “B6” y acido fdlico. Los beneficios de
consumir uva derivan de sus componentes nutricionales como de los compuestos

fendlicos (Mufioz, 2009).

2.2.2. Estructura de la baya de uva

Hidalgo (2006) menciona que el racimo de uva (Vitis vinifera) esta formada por
dos partes: la parte lefiosa o rasp6n y los granos o bayas, estos estan unidos al
racimo mediante el pedicelo, a través del cual se nutren mediante un sector

vascular compuesto por el floema y xilema de la planta.

Las bayas estan formadas por una pelicula exterior llamada hollejo o piel, y otra
que rellena interiormente la baya y de la que se extrae el mosto conocida como
pulpa, en el centro de la pulpa se encuentran las semillas o pepas (Hidalgo, 2011).
Suéarez y Barrado (2004) sefialan que desde el punto de vista enoldgico y viticola
la baya esta formada por tres partes principales: pulpa, semillas y hollejo (Figura
1).



HOLLEJO

/k\ "
PULPA
SEMILLAS

HACES
VASCULRES

Figura 1. Estructura de la baya madura
Fuente: Suarez y Barrado (2004)

Segun Hidalgo (2011) el hollejo est4 formado por 6 a 10 capas de células, sin un
limite claro hacia su interior en una zona de transicion hacia la pulpa, y respecto
al grano de uva representa una fraccion de 8 al 20 % (Lasanta, 2009).

En la Figura 2 se muestra la estructura de la baya, formada por una primera zona
externa llamada cuticula, recubierta por una capa llamada pruina, que le da un
aspecto mate o pulverulento. Tras la cuticula y hacia el interior del grano, el
hollejo presenta otra zona denominada epidermis y esta compuesta por dos
capas de células alargadas en una posicién tangencial, y una tercera zona o
hipodermis formada por 6 a 8 capas de células de forma rectangular y de mayor
tamafio (Hidalgo, 2011). En estas dos Ultimas capas de células, es donde se ubica
la mayor cantidad de polifenoles y sustancias aromaticas que tiene la uva, y los
tejidos de estas células son muy elasticas, debido a que en el medio de las células

se encuentra la pectina y lignina, confiriéndole esta propiedad (Lasanta, 2009).
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Cuticula

Epidermis

Hollejo
Hipodermis

Células poligonales

Células radiales

. Células tangenciales

Pepita

Figura 2. Estructura del grano de uva
Fuente: Lasanta (2009)

2.2.3. Estructuray composicién de la pared celular del hollejo

La pared celular de la célula del hollejo forma una barrera para la extraccion de
los antocianos, taninos y otros polifenoles (Vidal et al., 2001), es por ello la
importancia del estudio de la estructura y degradacion de la pared celular de la
piel de la uva, ya que constituye un papel fundamental para el control de las
extracciones de los compuestos Lasanta (2009).

La funcién de la pared celular del hollejo es proporcionar fuerza mecanica, regular
la porosidad, controlar la adherencia entre las células (Jarvis et al., 2003) y sirve
de proteccion contra la invasion de patdgenos (McNeil et al., 1984). También la
pared celular esta compuesta por polisacaridos, glicoproteinas, polifenoles y actua

como reserva de carbohidratos.
2.2.3.1. Estructura
La estructura de la pared celular es muy compleja y dindmica, compuesta por un

30% de polisacaridos, 20% de pectinas, alrededor de un 15% de proantocianidinas

y menos de un 5% de proteinas estructurales (Pinelo et al., 2006).
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La pared celular del hollejo estd compuesta por tres partes principales: una lamina
media o sustancia intercelular, por una pared primaria y finalmente por una pared
secundaria, aunque no siempre aparece (Lodish, 2005), tal como se observa en
la figura 3.

Lamina |-

media =

Pared

celular

Membrana [

plasmatica

Hemicelulosa

Figura 3. Estructura de la pared celular del hollejo
Fuente: Lau et al., 1985.

La ldmina media: Esta compuesta mayormente por pectina y se forma durante la

division celular.

La pared celular primaria: Es mas delgada que la ldmina media, se forma
después de la division celular, y al mismo tiempo esta se divida en tres partes, las
dos primeras partes estan casi interactuando entre ellas, constituidas por un
armazén de celulosa y xiloglucanos, en el que estd unida una matriz de
polisacaridos peptidicos, y la tercera esta caracterizada por albergar proteinas

estructurales (Carpita et al., 1993).

La pared celular secundaria: Contiene celulosa (40-80%), hemicelulosa (10-
40%) y lignina (5-25%), estando la celulosa y la hemicelulosa con una estructura
mas organizada en la pared secundaria (Jiménez, 2018). Incrementa el grosor de
las paredes, proporcionandoles mayor resistencia mecanica. Los compuestos
fendlicos son otro de los componentes de la pared celular primaria y también estan
presentes en la pared secundaria, en estas células se pueden encontrar otros
compuestos como lignina, cutina, suberina, ceras o compuestos inorganicos (Lau
et al., 1985).
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2.2.4. Propiedades fisicoquimicas de la uva

2.2.4.1 Azulcares

Ramirez (2008) sefiala que las uvas antes de ser cosechadas deben estar entre
los 18 a 19 °Brix, siendo en su mayoria fructosa, glucosa y sacarosa. Por otro lado,
Gonzélez (2003) afirma que la calidad 6ptima de un vino se obtiene con racimos
donde el contenido de azucares es adecuado al grado alcohdlico que se requiere
y no requiere correccién enoldgica, por tanto, Almanza et al. (2012) sugieren que
el contenido de sdlidos solubles totales en uvas para elaborar vinos, debe estar
cercano a los 23 °Brix.

2.2.4.2 Acidez

La acidez de la uva en estado de madurez se da por la presencia del acido
tartarico, malico y citrico. Los &cidos se localizan homogéneamente distribuidos
dentro de la pulpa, aumentando la concentracién hacia el centro del grano, por lo
cual la acidez del mosto en el vino puede variar segun el grado de prensado, es
decir sera mas elevada la acidez a una mayor presion de prensado (Ramirez,
2008).

a) Acido tartarico: Esta constituido principalmente por tartratos y bitartratos,
es el mas importante de la uva y del vino, ya que es escaso en la

naturaleza.

b) Acido citrico: Se encuentra en bayas de todas las cepas. El contenido de
acido citrico en los vinos varia y muchos vinos tintos lo pierden, debido a
gue durante la fermentacién malolactica disminuye su contenido, porque
muchas bacterias lacticas lo fermentan produciendo &cido acético
(Ramirez, 2008).

c) Acido malico: Disminuye durante la maduracion de la uva debido a la
respiracion celular, y porque se trasforma el &cido mélico en azucar.
Favorece también a definir la calidad del vino y en principalmente de los

vinos jovenes (Ramirez, 2008).
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2.2.4.3. Compuestos Fendlicos

Los compuestos fendlicos del vino provienen de la piel y semilla de la uva, estos
influyen sobre el sabor y olor, el contenido de este compuesto depende de la
variedad de cepa, del climay de la forma como se ha procesado la uva (Sabrosia,
2012).

Se clasifican principalmente en dos grandes grupos como compuestos flavonoides
y no flavonoides, siendo estos Ultimos los que contienen un esqueleto de 15
atomos de carbono (€6 — C3 — €6). En la figura 4 se observa la clasificacion méas

detallada de los compuestos fendlicos.

— (— Flavonoles
Flavononoles y
flavonas
Flavonoides <

Antocianos
Catequinas

. Proceanidas
Flavanoles Taninos
S

Compuestos \__
Fendlicos

condensado
Prodelfinidinas
/_
i Acidos benzoicos
Acidos fenoles{

No flavonoides< Acido cinanicos

¥Est|lven os

—

Figura 4. Clasificacion de los compuestos fendlicos.

Fuente: Lasanta, (2009).
Los compuestos no flavonoides se caracterizan por presentar solo un anillo de 6
carbonos (C6), los mas importantes corresponden a los acidos benzoicos (C6-C1)
y a los acidos cindmicos (C6-C3), estos influyen y son importantes en el gusto
amargo de los vinos. En el caso de los flavonoides se especializan por presentar
dos anillos de 6 carbonos unidos por un heterociclo central de 3 carbonos (C6-C3-
C6), estan presentes en los hollejos, siendo importantes por participar en el color
amarillo de los vinos blancos, en menor medida por su participacion en el gusto

amargo y por sus efectos antioxidantes benéficos para la salud (Pefia, 2003).
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Tipos de compuestos fendlicos

Estos se clasifican como no flavonoides y flavonoides (Romero, 2008):

a. Compuestos no flavonoides

Son los acidos benzoicos y cinamicos (Hidalgo, 2011), aportan un sabor amargo
en el vino y el principal compuesto es el &cido galico, pero en forma de ésteres de
flavanol y estos son muy abundantes en vinos tintos. Ademas posee propiedades
antioxidantes, por lo que intervienen en la conservacion del vino (Sabrosia, 2012).

Los acidos cindmicos provocan oscurecimiento de los vinos, principalmente en los
vinos blancos, pero influyendo sobre el sabor en menor medida, la forma en la que
se presentan es como acidos hidroxicindmicos esterificados con &cido tartarico,
de esta forma son poco solubles. Dentro de los estilbenos, se encuentra el
compuesto mas importante llamado resveratrol, en la forma de derivado
glicosilado (Sabrosia, 2012).

b. Flavonoides

Flavonoles: Se encuentran en el hollejo y tienen pigmentos de color amarillo de
mayor o menor intensidad (Hidalgo, 2011), donde su molécula se caracteriza por
estar formada por dos anillos bencénicos unidos por un heterociclo oxigenado,
derivando un nucleo 2-fenil-cromona: flavonas y flavonoles, otro nlcleo 2-
fenilcromanona: Flavanonas y flavanonoles. Dentro de este grupo se encuentran
en mayor cantidad los derivados del quercetol (quercetina), los derivados del
miricetol (miricetina) y los glucésidos del isoramnetol. Tanto la quercetina como la
miricetina se pueden encontrar libres o fusionados (unidos a un azucar).
Proporcionan un aumento del color por la formacién de complejos con los

antocianos favoreciendo que estos se disuelvan y sean retenidos por el vino.

Los mas abundantes son los flavonoles, que se localizan en los hollejos de las
variedades tintas y blancas, presentando una coloracion amarilla, encontrdndose
en concentraciones muy variables desde 10 a 100 mg/kg de baya de uva (Hidalgo,
2011).
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Antocianos

Son los pigmentos rojos de las uvas y se localizan exclusivamente en la piel de
las uvas tintas, y en menor cantidad se encuentran en la pulpa de alguna variedad
muy coloreada, como por ejemplo en la variedad Borgofia (Méndez, 2005). Se
localizan en las tres o cuatro primeras capas celulares de la hipodermis, su
estructura se caracteriza por un esqueleto basico de quince atomos de carbono
(C6-C3-C6) (Sabrosia, 2012).

Los compuestos fendlicos tienen una gran influencia en las caracteristicas
sensoriales de los mostos y vinos, especialmente sobre el sabor y color; asumen
un papel importante en las transformaciones durante el almacenamiento y marcan
diferencias fundamentales entre zumos, vinos blancos y tintos. En su mayor parte
proceden de las partes solidas de la uva, especialmente del raspén, hollejo y
pepitas (Georffino, 2016).

Los antocianos se encuentran localizados en la piel de las uvas tintas y se
transfieren al mosto durante la maceracion. La extraccion de estos compuestos es
conocido como el proceso de difusion, el cual se encuentra influenciado por la
concentracion y la localizacion de estos compuestos en la baya y por los métodos
de elaboracion del vino. La difusién puede verse afectada por la temperatura, el
gradiente de concentracion entre la piel de la uva y el vino, el equilibrio quimico y

las reacciones que se dan durante la vinificacion (Romero, 2008).

Taninos

Presente en las bayas, fundamentalmente en las semillas y hollejo, siendo el
contenido de taninos en semillas siempre superior al del hollejo. Se generan
durante la primera etapa de crecimiento de la baya y su génesis finaliza después
del envero. Pueden estar en forma de monémeros o de oligopolimeros y formar
complejos con las proteinas y de ahi sus multiples propiedades. Los monémeros
contribuyen al sabor amargo mientras que los oligopolimeros son los responsables

de la astringencia (Sabrosia, 2012).
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2.2.5. Elvino

El vino es el resultado final de la fermentacién alcohdlica total o parcial del zumo
de la uva, es una bebida acida por la presencia de grupos de &cidos organicos
(Hidalgo, 2011), por otro lado Pérez (2018) sefiala que el vino tinto es una bebida

de maceracion, representa una extracion fraccionada de la uva.

2.2.5.1. Composicion quimica del vino

El vino esta compuesto por mas de mil sustancias, algunas de las cuales ain no
han sido estudiadas a profundidad. La mayoria de estos componentes, como las
vitaminas y los minerales proceden de las uvas, otros se forman durante el
proceso de la vinificacibn como el etanol, como el azlcar o la vitamina C, se
eliminan del todo o en parte durante dicho proceso como se muestra en la Tabla
2 (Valita, 2013).

Tabla 2. Composicion quimica del vino g/L

Contenido en minerales Mosto ( g/L) Vino (g/L)
Potasio 1.00 -2.50 0.7 -150
Calcio 0.0004 - 0.25 0.01 -0.20
Magnesio 0.05 -0.20 0.05 -0.20
Sodio 0.002 -0.25 0.002 - 0.25
Hierro 0.002 -0 0.002 - 0.02
Fosforo 0.08 -0.50 0.03 -0.90
Manganeso 0 —0.50 0 - 0.50
Contenido en vitaminas Mosto ( mg/L) Vino ( mg/L)
Acido ascorbico 38.0 -95.0 -

Tiamina (Vitamina C) 0.10 -0.50 0.04 -0.05
Riboflavina (Vitamina B1) 0.003 -0.08 0.008 - 0.30
Acido pantoténico (Vitamina B5) 05 -1.0 04 -1.20
Piridoxina (Vitamina B6) 0.3 - 0.50 0.2 -0.50
Contenido en polifenoles Mosto (g/L) Vino (g/L)
Antocianas 0.004 - 0.9 0 —-0.50
Flavones Restos 0 —0.05
Taninos 01 -1.50 01 -50

Fuente: Dominé, Supp y Ulbricht (2004)
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2.2.5.2. Extraccion de compuestos fendélicos durante la elaboracion del vino

Las caracteristicas sensoriales como el color, astringencia y aromas del vino se
deben principalmente a la presencia de compuestos fendlicos y durante el proceso
de elaboracion del vino, estos compuestos se extraen de la uva (Romero, 2008).
El grado de extraccion de los compuestos fendlicos depende de las condiciones

del medio y de la técnica empleada para su extraccion.

Los compuestos fendlicos se encuentran en diferentes partes de la uva, en gran
cantidad en la piel, presentan distinta solubilidad y capacidad de difusion y su
extraccion depende de la degradacién que sufran las paredes celulares del hollejo
(Romero, 2008). Otro factor principal para mejorar la extraccion es la técnica
empleada durante la vinificacion (Traverso et al., 2015), existen distintas técnicas
como el congelado de uva, meceracién prefermentativa en frio, uso de enzimas

entre otras técnicas (Ortega, 2012).

2.2.6. Técnicas enoldgicas de frio

2.2.6.1. Técnica de congelacién de uva o crio extraccion

La congelacién de la uva, también conocida como crio extraccion, es una técnica
gque consiste en congelar y descongelar la uva antes de someterla al proceso de
vinificacién (Hidalgo, 2011). Es una técnica utilizada para la elaboraciéon de los
“icewine” o “vinos de hielo”, esto consiste en prensar la vendimia parcialmente

congelada de forma natural (Moreno, 2013).

Dentro de la camara frigorifica la vendimia permanece de 12 a 24 horas,
alcanzandose unas temperaturas entre -3°C a -6°C, que ademas de producir el
efecto de concentracidn, contribuye a desorganizar los tejidos celulares,
facilitando la posterior extraccion del mosto y liberando otras sustancias de
importancia que contiene la uva, tales como aromas varietales y polifenoles
(Hidalgo, 2011).
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2.2.6.2. Maceracion pre fermentativa en frio

Es una técnica que consiste en que el mosto y los hollejos entren en contacto por
un periodo 7 a 10 dias a temperaturas bajas de 4°Cy 10°C, con el fin de difundir
de forma selectiva ciertos compuestos hidrosolubles de la uva (pigmentos,

aromas, polisacéridos, polifenoles) en ausencia de alcohol (Moreno, 2013).

De forma general, con esta técnica, la composicion de los mostos sufre
modificaciones sobre: aromas, compuestos fendlicos, acidez, poliésidos y
compuestos nitrogenados. Dichas modificaciones junto con las transformaciones
que tienen lugar durante la fermentacién van a tener gran repercusion sobre la

composicion y caracteristicas del producto final (Roldan y Maria, 2008).

2.2.7. Influencia sobre la acidez de mostos y vinos

Uno de los principales efectos del congelado de uva es la disminucion de la acidez
de los mostos. Durante el proceso el potasio es liberado del hollejo (Orriols y
Moreno, 1992), lo cual provoca la salificacion parcial del 4cido tartarico. Como
consecuencia se produce una disminuciéon de la acidez total (1-1,5 g acido
sulfdrico/L) y un aumento del pH de los mostos. Segun Le Fur (1990), la extraccién
de potasio se produce tanto en la maceracion como en el prensado, aumentando
en este Ultimo con el tiempo de maceracion. Para evitar una disminucion excesiva
de la acidez, Sapis (1995) recomienda realizar maceraciones cortas y prensados

poco intensos.

Por otra parte, la variedad y el terreno influyen en el efecto del congelado sobre la
acidez. Sin embargo, se ha comprobado que la influencia del tiempo de
maceracion es mas importante, de manera que cuanto mas intenso es el proceso,
mas baja es la acidez. Mientras que en la mayoria de las variedades estudiadas
la disminucion de la acidez es evidente, en el caso de la variedad Chardonnay,
para cortos periodos de maceracion (4 h) y bajas temperaturas (15°C) no se
produce disminucion de la acidez total y la disminucién de acido tartarico no es

consistente con el contenido en potasio y el pH (Cheynier et al., 1989).
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2.2.8. Influencia sobre el contenido en polifenoles de mostos y vinos

Durante la maceracion se produce un enriguecimiento del mosto en compuestos
fendlicos, reflejado en un aumento de la densidad 6ptica a 280 nm y del indice de
polifenoles de los mostos (Darias et al., 2000).

Segun Ramey et al., (1986), existe una correlacion positiva significativa entre la
temperatura de contacto con el hollejo y el contenido en polifenoles totales
(flavonoides y no flavonoides) en mosto y los resultantes en vinos. Asimismo,
afirman que tanto el color como la capacidad de pardeamiento incrementa con la
temperatura por encima de los 15°C, debido a una extraccién excesiva de
polifenoles (Marais, 1998), y que se limita la extraccion de flavonoides controlando
la temperatura a 10°C o inferiores. Por otra parte, las maceraciones a bajas
temperatura (5 y 10°C), pero durante tiempos prolongados (12, 18 y 24 horas)
conduce a vinos con mayor pardeamiento e intensidad de color en los que el

contenido en compuestos fendlicos también es mayor (Gémez et al., 2006).

Sapis (1995) sefiala que el aumento de polifenoles no siempre es tan sistematico,
en muchas ocasiones los indices de polifenoles totales de vinos de maceracion
corta y extendida son similares, y los vinos procedentes de vendimia mecanica
presentan un contenido en polifenoles superior al de los procedentes de vendimia
manual. Esto se debe a que también juegan un papel decisivo en el contenido
final de polifenoles, la intensidad del molturado y las condiciones de extraccion
(intensidad del prensado, tipo de prensa, etc.) y el desfangado (con una presencia
mas 0 menos importante de fangos durante la fermentacion) después del proceso

de maceracion (Dubordieu et al., 1986).

Ademas, no todas las variedades de uva tienen el mismo comportamiento de
extraccion durante la maceracion. Mientras que para el mosto de la variedad
Sauvignon, el indice de polifenoles aumenta rapidamente en las primeras horas
de maceracion, para las variedades Semillén y Moscatel el aumento se produce

de forma continua en el transcurso de la misma (Doubourdieu y et al., 1986).
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2.2.9. Espectrofotometria UV — Visible

Es una técnica experimental que se utilizada para la deteccion especifica de
moléculas y permite determinar la concentracion de un compuesto disuelto en una
solucion. También se caracteriza por tener una precision, sensibilidad y por su
aplicacion a moléculas de distinta naturaleza. El principio consiste en que las
moléculas absorben las radiaciones electromagnéticas y a su vez que la cantidad
de luz absorbida depende de forma lineal de la concentracién. Para hacer este
tipo de analisis se emplea un equipo llamado espectrofotbmetro, en el que se
puedes seleccionar la longitud de onda de la luz que pasa por una solucién y medir
la cantidad de luz absorbida por la misma (Abril et al., 2009).

Espectrofotémetro:

Es un equipo que se usa para el andlisis quimico, mide en funcion de la longitud
de onda, mide también la relacion entre valores de una misma magnitud
fotométrica relativos a dos haces de radiaciones y la concentracion o reacciones
guimicas que se miden en una muestra. También es utilizado en los laboratorios
de quimica para la cuantificacion de sustancias y microorganismos (CWASPLUA,
2012).
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2.3. DEFINICION DE TERMINOS

Baya: Fruto de la vid, carnoso con semillas rodeadas de pulpa (Hidalgo, 2011).

El hollejo: Es la piel delgada que recubre la pulpa y el grano de la uva (Hidalgo,
2011).

Acidez: Exceso de iones de hidrégeno en una disolucion acuosa, en relacién con
los que existen en agua pura, cantidad de acido libre en los aceites, vinos, resinas,
etc (RAE, 2019).

Crio extraccion: Es una técnica que utiliza temperaturas bajas de congelacion
para la extraccion de compuestos, en enologia se usa para congelar la vendimia

y obtener un mosto mas rico en azlcares y polifenoles (Toole, 1992).

Compuestos fendlicos: El término «compuestos fendlicos» engloba a todas
aguellas sustancias que poseen varias funciones fenol, nombres populares del
hidroxibenceno, unidos a estructuras aromaéticas o alifaticas. Unicamente, algunos
compuestos fendlicos de la familia de los acidos fenoles no son polifenoles, sino
monofenoles (RAE, 2019).

Taninos: Son compuestos quimicos presentes en las plantas, semillas, tallos,
hojas y pieles de las frutas. En las uvas se encuentran en las semillas y en la piel
de la uva (Rodriguez, 2016).

Grado alcohdlico: Es la forma de expresar en grados del nimero de volimenes

de alcohol contenidos en cien volimenes del producto, medidos a la temperatura
de 20° C (Georffino, 2016).
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CAPITULO 1l
MARCO METODOLOGICO

3.1. Lugar de ejecucion

El proyecto de investigacion “Evaluacion de compuestos fendlicos en la
elaboracion de vino tinto por efecto del congelado de uva (Vitis vinifera) Negra
Criolla”, se llevé a cabo en el laboratorio de Ingenieria de Procesos de la Escuela
Profesional de Ingenieria Agroindustrial de la Universidad Nacional de Moquegua.

3.2. Tipo, Disefio y Nivel de Investigacion

En la tabla 3 se muestra las caracteristicas de la investigacion.

Tabla 3. Tipo, disefio y Nivel de Investigacion

Tipo, Disefio y Nivel de Investigacion

TIPO DE _ o
. Aplicada, cuantitativa
INVESTIGACION
DISENO Experimental
NIVEL DE

. Explicativa, correlacional
INVESTIGACION

3 Descriptivo, deductivo, inductivo,
METODOS

analitico y comparativo
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3.3.  Operacionalizacion de variables

Tabla 4. Operacionalizacion de variables

VARIABLES DE ESTUDIO

FACTOR A MEDIR

INDICADORES

Variable Independiente:

Temperatura
Tiempo

Variable dependiente:

Compuestos Fendlicos, °Brix,
pH, Acidez total

e -10,-18y -26 °C.
o 12,24y 48h.

En el hollejo y en el vino:

e Fenoles Totales en mg/l.

¢ Flavonoides Totales en mg/l.
e Antocianinas Totales en mg/l.

En el mosto y en el vino:

e Concentracion de azUcar.
e Concentracion de H".
e Acidez total.

e Grados centigrados (°C)
e Horas (h)

En el hollejo, y en el vino:

En

¢ Hollejo (mg GAE/g) y vino (mg GAE/L).

¢ Hollejo (mg cianidina/g) y vino (cianidina
mg/L).

e Hollejo (mg QE/g) y vino (mg QE/L).

el mosto y en el vino:
e °Brix en grados.

e pH
e Acidez total en g/L de acido tartarico.
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3.4.
3.4.1.

3.4.2.

3.4.3.

Materiales y equipos

Materia prima

Para el desarrollo de la investigacion se utilizaron uvas de la variedad

Negra Criolla proveidas del valle de Moquegua de la campafa agricola

2017, con las siguientes caracteristicas: 22.89 °Brix, 6.94 g/L de acido

tartarico y con 3.81 de pH.

Materiales

06 Probetas graduadas de voliumenes de 25, 50 y 100 ml.

10 Vasos precipitados de volumenes de 20, 50 y 100 ml.

08 Fiolas aforadas de 1, 5, 10 y 25 ml de capacidad.

200 Micro Cubetas UV/ VIS de plastico de 550 ul de la marca Brand.
Puntas para micropipetas de 0.5 pl-10 pl.

Puntas para micropipetas de 10 pl -100 pl.

Puntas para micropipetas de 10 ul -1000 pl.

Rack para puntas de micropipeta.

8 Frascos de vidrio de 50, 100 y 250 ml.

200 tubos crioviales graduados de 2 ml de plastico.

Rack para tubos crioviales.

Equipos e Instrumentos

Espectrofotometro UV/Vis, modelo Lambda 650 (190 - 900 nm), marca
Perkin Elmer.

01 congelador Horizontal de la marca llumi USA (5°C a - 28°C).

01 refractometro ABBE de 0 a 95%.

01 micro Pipeta manual de volumen variable de 1-10 pyL (marca
Diamond Advance).

01 micro Pipeta manual de volumen variable de 10-100 puL (marca
Diamond Advance).

01 micro Pipeta manual de volumen variable de 100-1000 pL (marca
Diamond Advance).

01 centrifuga, marca Centurion Scientific, modelo Pro-Analyt C2004
(velocidad de 500 a 4000 rpm).
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- 01 densimetro, escala de 0 a 30 °Baumé (marca Borosil Germany)

- 01 agitador de tubos, modelo Vortex de 0 — 3000 rpm (marca Wizard).

- 01 pH- metro de la marca Sl Analytics (modelo Handylab 100).

- TermOmetro digital de cuatro canales (-200 ° C a 1370 °C), modelo
Center 374.

- Balanza analitica de 220g por 0.0001g (marca Sartorius)

3.4.4. Reactivos
- Folin ciocalteu.
- Acido gélico al 99%.
- Quercetina al 98 %.
- 2- Aminoetil — difenilborinato 96.5 % (2-APB).
- Acetato de sodio al 99 %.
- Cloruro de potasio al 99.5 %.
- Hidroxido de sodio al 98%.
- Acido clorhidrico al 37%.
- Metanol al 99%.
- Etanol al 96%.
- Acetona al 99 %.

3.5. Muestra

El estudio se realiz6 con 50 kg de uva provenientes de una parcela de cultivo,
luego fueron distribuidas en forma aleatoria entre las distintas unidades
experimentales. Las muestras utilizadas fueron de tipo submuestra, que consistié
en tomar tres muestras de un sélo tratamiento, en vista de que probablemente las
parcelas de cultivo del valle utilizan diferentes sustratos durante el cultivo que
influyen en las caracteristicas del producto final. Ademas, segun Kuehl (2001),
Koepsell y Ruiz (2015) y Segura (2000) sefialan que es posible trabajar con este
tipo de muestra, la misma que consiste en tomar de un tratamiento submuestras,

las que representan los elementos de réplicas.
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3.6. Metodologia Experimental

El proceso experimental de cada tratamiento y la muestra control (elaborado por
método tradicional, uva sin congelar) se utilizaron 5kg de uva, con el que se

elaboro6 el vino. A continuacion, se detalla el procedimiento:

a) Materia prima
Uva variedad Negra Criolla proveniente del valle de Moquegua campaifa
agricola 2017.

b) Selecciony pesado
La uva fue seleccionada de acuerdo a su madurez y se separaron las uvas
deterioradas, hojas, tallos y otras particulas. Posteriormente se pesaron 5 kg

de uva para cada tratamiento.

c¢) Congelado
Primero se acondicioné el congelador, el cual consistié en encender el equipo
cuatro horas antes de someter la uva a congelacion, con la finalidad de
alcanzar una temperatura constante, posteriormente las uvas fueron
distribuidas en las jabas de plastico en forma homogénea y colocadas dentro
del congelador (llumi USA) a temperaturas promedio de -10, -18 y -26°C por
tiempos de 12, 24 y 48 h. Para mantener una temperatura constante se sello
herméticamente el congelador durante todo el proceso, asi mismo se
colocaron cuatro termocuplas para registrar la temperatura de congelacion,
tres de ellas fueron colocadas en el medio de granos de uvas distintas y la

cuarta registré la temperatura del congelador.

El registro de la temperatura durante el proceso de congelacion se muestra
en el Anexo 4. Cada tratamiento presentd un tiempo de acondicionado, tiempo
donde la uva alcanz6 la temperatura deseada, para los tratamientos
congelados a -10°C el tiempo de acondicionado fue de 2 horas, 4 horas y 20
minutos para -18°C y 5 horas para los tratamientos a -26°C. Luego de
alcanzar la temperatura deseada se empez6 a controlar los tiempos

establecidos en el experimento (12, 24 y 48 h). Para el registro y monitoreo
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d)

f)

9)

h)

de la temperatura de congelacion se utilizé del software del termoémetro digital,
el cual fue programado para que registre cada 5 minutos.

Descongelado
Luego de terminar el proceso del congelado, la uva congelada fue puesta a
temperatura de ambiente y descongelada hasta los 15°C. El tiempo necesario

de descongelacion fue de 1 hora en promedio.

Despalillado y estrujado
Los racimos de las uvas fueron despalillados, que consistié en separar las
bayas del raspén y eliminar la parte lefiosa, tallos y hojas. Luego fueron

estrujadas y ambos procesos se realizaron de forma manual.

Sulfitado y encubado del mosto
Posteriormente al mosto se adicion6é 50 mg/L de metabisulfito de potasio,

luego se realiz6 el encubado en recipientes de plastico protegidos de la luz.

Fermentacion

Para este proceso se usaron depdsitos de plastico protegidas de la luz, la
temperatura de fermentacion fue a un promedio de 24°C, asi mismo se realizd
controles de la densidad del mosto, una vez al dia hasta que el °Baumé llegé
a cero. La fermentacion se dio con sus propias levaduras naturales de la uva,
es decir no se adicionaron otras levaduras, durante este proceso se llevaron
a cabo dos removidos diarios para favorecer la maceracion y que el mosto

entre en contacto con el hollejo, el tiempo de fermentacion duro 10 dias.

Descubado y prensado

Terminada la fermentacién se realizé6 el descubado lo cual consistié en
separar el mosto de los hollejos y pepitas, y para la parte solida se realizé un
prensado manual con finalidad de recuperar el mosto que aun quedaba en los

hollejos.
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)

k)

Fermentacién malolactica
Posterior al anterior proceso se siguid con la fermentacion malolactica, por un

tiempo de 45 dias, a temperatura ambiente y en oscuridad.

Trasiegos

Luego de terminar la fermentacién malolactica, se realiz6 el primer trasiego
con la finalidad de separar las borras producidas en la fermentacion, luego se
dejoé en reposo por 7 dias para que se produzca una sedimentacion natural y
terminado este tiempo se realizé el segundo trasiego, lo mismo se hizo con el

tercer trasiego.

Envasado

Finalmente, los vinos fueron embotellados en botellas de vidrio color ambar
de 750 ml de capacidad previamente desinfectados. Luego fueron
almacenados por un mes a temperatura ambiente y en oscuridad, y en el
producto final se evaluaron sus caracteristicas fisicoquimicas como los °Brix,

pH, acidez total, fenoles totales, flavonoides totales y antocianinas totales.
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Tiempo de
acondicionado:
-10°C :2.5h
-18°C: 3.8 h
-26°C:5h

Metabisulfito de potasio
50 mg/L mosto

UVA (Vitis vinifera)
NEGRA CRIOLLA

v
RECEPCION

|

SELECCION Y PESADO —>

CONGELADO DE UVA

v

DESCONGELADO

v

DESPALILLADO

v

ESTRUJADO

ENCUBADO Y SULFITADO

> v

FERMENTACION

!

DESCUBE Y PRENSADO

'

FERMENTACION
MALOLACTICA

v

ler. TRASIEGO

v

2do. TRASIEGO

|

3er. TRASIEGO

'

ENVASADO

l

VINO

En el hollejo:

- Fenoles totales

- Flavonoides totales

- Antoncianinas totales
En el mosto:

- 9 Brix

- Acidez

-pH

Separar: uva verde, deteriorada,
hojas y otras particulas

Temperatura de Congelacion:
-26°C, -18°C y -10°C

Tiempo de congelado:

48h, 24hy 12h

- Hasta 15 °C
- Tiempo: 1 hora.

En el hollejo:

- Fenoles totales

- Flavonoides totales

- Antoncianinas totales
En el mosto:

- ° Brix

- Acidez

-pH

Temperatura: 24°C
Tiempo: 10 dias.

Tiempo: 1 mes

Tiempo: Después de 7 dias

Tiempo: Después de 7 dias

- Fenoles totales

- Flavonoides totales

- Antoncianinas totales
- © Brix

- Acidez

- pH

Figura 5. Diagrama general de elaboracion del vino obtenido con uva congelada
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3.6.1. Métodos de Analisis para la determinacién de compuestos fendlicos

3.6.1.1. Acondicionamiento de las muestras
Antes de realizar los analisis de fenoles, flavonoides y antocianinas totales,
primero que hizo una extraccion de estos compuestos mediante el siguiente

procedimiento:

Para el hollejo de la materia prima y el hollejo después del congelado en un tubo
se agregd 0.4 g de hollejo de uva triturado y se afiadié 2 ml de metanol: agua
(50:50, v/vy pH:2) y para ajustar el pH se utilizé6 HCI al 37%. La mezcla fue puesta
en agitacion, mediante un agitador de tubos a una velocidad de 800 rpm, durante
dos horas a temperatura ambiente, posteriormente se centrifugd a 3500 rpm
durante 20 minutos y parte del sobrenadante fue separado. La parte solida fue
sometida a una segunda extraccion con 2 ml de acetona: agua (70:30, v/v), y la
muestra fue puesta en agitacion a 800 rpm por dos horas, luego se centrifugé a
3500 rpm. Los sobrenadantes fueron almacenados a -20°C hasta efectuar los
andlisis. Para el caso de vino se centrifugé 2 ml de muestra a una velocidad de
3500 rpm durante 20 min, luego se retir6 el sobrenadante en un tubo protegido de
la luz y fue almacenado a -20°C.

3.6.1.2. Determinacién de fenoles totales

La cuantificacion fue realizada por el método Folin-Ciocalteu descrito por
Abderrahim et al (2011). Se realizaron curvas de calibracion con acido galico a
concentraciones entre 0 a 50 mg/L (Anexo 3). Las muestras fueron diluidas con
metanol (1:1, CH;0H: H,0 a pH: 2), 10 veces para la muestra del hollejo y 40 veces
para el vino para obtener lecturas de absorbancia dentro de las curvas de
calibracion. Posteriormente en un microtubo se adicioné 140 pl de muestra diluida
mas 140 pul de Folin-Ciocalteu (1:20 v/v) se agitd y se dejé incubar a temperatura
ambiente por 2 minutos, luego la reaccién fue neutralizada con 280 pl de NaOH al
0.3 M, se volvio a agitar y se dejoé reposar por 15 minutos. Las absorbancias fueron
medidas a 760 nm en un espectrofotometro UV-VIS Lambda 650 (Perkin-Elmer,
USA). Las muestras fueron analizadas por triplicado y los resultados fueron

expresados en mg de &cido galico/L de vino (mg GAE/L).
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3.6.1.3. Determinacién de flavonoides totales

Fueron determinados mediante el método propuesto por Abderrahim et al. (2011),
para la cuantificacion se elaboré una curva de calibrado de quercetina a
concentraciones entre 0 a 0.5 mg QE/L. En un tubo criovial se adicion6 100 ul de
muestra y 500 ul de 2-Aminoetil-difenilborinato al 0.125% wi/v (2-APB/ CH;0H),
luego se agitdé en un agitador de tubos, posteriormente se traspasé a una
microcubeta de 1 cm. Las lecturas de absorbancia se realizaron en un
espectrofotobmetro UV-Vis a una longitud de onda de 405 nm y el contenido de
flavonoides totales fue expresado como mg de quercetina por litro de vino (mg
QE/L).

100 pL muestra o

quercetina (Curva
estandar)
1 |
1 )

500 pL De 2-APB

Agitar en
unVortex === |eer laabsorbancia a 405 nm

Figura 6. Protocolo para la determinacion de flavonoides totales

3.6.1.4. Determinacidn de antocianinas totales

Los antonianos fueron medidos por el método pH diferencial propuesto por la
AOAC (2005). Consistio en tomar 100 pL de vino y fue diluido con una solucion de
buffer de Cloruro de potasio a un pH=1 (0.025M ajustado con HCI) y buffer de
acetato de sodio a un pH=4,5 (0.4M ajustado con HCI). Las lecturas de
absorbancia se realizaron en un espectrofotémetro UV-Vis a una longitud de onda
de 510 nm, para la cuantificacion se utilizé un coeficiente de extincion molar de 24
825 para la cianidina 3-glucésido, donde el coeficiente de extincion molar es la
que mide la capacidad que tiene una sustancia para absorber una determinada
longitud de onda y el peso molecular de la cianidina 3-glucésido fue de 484,2

g/mol.
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Leer la absorbancia a 520y 700 nm

100 pt mues"j l(400 pL de bufferpH =1 \
\-[ [ Agitacién en

Vort
FD =100/20=5 unVerteX  pH=1 A1=A520 nm—A700 nm
pH=4.5 A2 = A520 nm - A700 nm

400 pL de buffer pH =4.5

100 pL muestral r

Figura 7. Protocolo para la determinacién de antocianinas totales

Férmula:

(A1-A2) X 449.2 X FD X 1000

Antocianinas Totales (mg de cianidina-3-glucosida) = 26900

Dénde: pH: 1, A1=A520 nm — A700 nm
pH: 4.5, A1=A520 nm — A700 nm

AT: Antocianinas totales

AA: Cambio en la absorbancia

PM: Masa molecular para cianidina-3-glucésido, 449.2 g/mol

FD: Factor de dilucion

€ . Coeficiente de extinciébn molar para cianidina-3-glucésido es 26900
| : Logitud de paso de celda, 1 cm

1000: Factor de conversién de gramos a miligramos

3.6.1.5. Determinacién del °Brix
Para la determinacion del °Brix se utiliz6 el método del compendio de la OIV

(2012), se utiliz6 un refractdmetro calibrado con agua destilada.

3.6.1.6. Determinacién del pH
El valor de pH se evalu6 mediante el método del Compendio de la OIV (2012),
que consistio de una medida directa sobre la muestra, se utilizé6 un pH-metro

digital. Para la calibracion del equipo se utilizé dos buffers de pH=4 y pH=7.
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3.6.1.7. Determinacion de la acidez total

La determinacién de la acidez se realiz6 por volumetria utilizando el método
propuesto por Garcia (1990). En un vaso precipitado se agreg6 25 ml de muestra
y con la ayuda de una bureta se afiadié gota a gota la solucién de NaOH a 0,1N
hasta un pH 7,00. Se uso fenolftaleina como indicador y los resultados fueron
expresados en g/L de &cido tartarico, se uso la siguiente férmula:

Ng x Vg * M
Acidez total (g /L) = BB EQ
4%

Ny . Eslanormalidad del NaOH
Vg : Es el volumen gastado de NaOH
Mg, . Es la masa equivalente del acido tartarico (75 g/eq).

Vy : Eselvolumen de muestra utilizada

3.7. Andlisis estadistico de los resultados

Para evaluar y determinar la implicancia de los factores en estudio, los datos
fueron distribuidos bajo un disefio factorial de dos factores con tres submuestras
(n), las muestras investigadas se compararon mediante la metodologia de Tukey
con el apoyo del software GraphPad Prisma 6 y para el analisis factorial de dos
factores se uso el software estadistico IBM SPSS Statistics 23.

Variables Independientes:

- Temperatura de congelacion:

Temperatura 1 =-10°C
Temperatura 2 =-18°C
Temperatura 3 =-26°C

- Tiempo de congelacion:

Tiempo 1 =12h
Tiempo 2 =24h
Tiempo 3 =48 h
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Variables Dependientes:

- Fenoles totales
- Flavonoides totales
- Antocianinas totales

- °Brix
- Acidez total
- pH
Tabla 5. Estructura del disefio experimental para la evaluacion de datos
Variable Independiente Variable Dependiente
Variedad Temperatura (°C) Tiempo Parametros a evaluar
(Horas)
48 h
-26°C 24 h - Fenoles totales
411523 E - Flavonoides totales
Ne_gra -18°C 24 h - Antocianinas totales
Criolla 12 h
28 h - Propiedades fisicoquimicas:
-10°C 24 h pH, ° Brix y acidez.
12 h

Como se trata de un disefio factorial, el nUmero de tratamientos fue 9 mas una

muestra control, y se utilizaron tres sub-muestras en vez de réplicas.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Caracteristicas fisicoquimicas de la materia prima, mosto de uva

congeladay del vino

La tabla 6 muestra las caracteristicas fisicoquimicas de la materia prima, del
hollejo después del congelado y de los vinos obtenidos con uvas congeladas. Se
observa que los °Brix de la materia prima son similares a los reportados por
Chaparro (2015), Mamani (2013) y Ristic (2005) quienes reportaron valores entre
20.75, 22 y 24 de °Brix en uva Negra Criolla, por otro lado, Baudrit et al (2015)
menciona que el contenido de azucar 6ptimo para la elaboracion de vinos se

encuentra entre 21 a 23 °Brix.

Mientras tanto el mosto después del congelado presenté un incremento
significativo en los °Brix, donde los tratamientos congelados a - 26°C por 24 y 48
horas (T8 y T9) presentaron mayor concentracion de °Brix (25.31), seguido de los
tratamientos T6 y T7, por otro lado, esta diferencia no se observo en el resto de
tratamientos. Los resultados se ajustan a lo sefialado por Rosaenz (2012) y
Chauvét et al., (1986), quienes refieren que el congelado conduce al incremento y
concentracion del azlcar. Mientras que los °Brix en el vino se mantuvieron entre
7 y 7.52 para todos los tratamientos, a diferencia de la muestra control que

presentd 8 °Brix.

El pH de la materia prima fue de 3.81 como se muestra en la tabla 6, similar a lo
reportado por Georffino (2016) y Mamani (2013) quienes obtuvieron un pH de 3,65
y 3.7 en uva de la misma variedad. Valor recomendado para obtener vinos de
calidad de acuerdo con Rizzon y Miéle (2002). Plane et al., (1980), menciona que
el pH de la uva, para la elaboracion del vino, debe situarse entre 3.1y 3.7, ya que
los valores superiores o inferiores afectan sobre el color y la calidad de los vinos.
Georffino (2016) sefiala que la diferencia en el contenido de las caracteristicas
fisicoquimicas en una misma variedad que se cultiva cada afio difieren por el clima,

fertilizacién, indice de madurez, poda y otros factores.
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Tabla 6. Caracteristicas fisicoquimicas de la materia prima, mosto después del congelado

°Brix pH Acidez (g/L de acido
. tartarico)
Tratamientos Materia Materia Materia
. Mosto* Vino . Mosto* Vino . Mosto* Vino
Prima prima prima

T1 (-10°C,12h) 22.08 £0.18 22.25 +0.14d 7.52 +0.03° 3.81+£0.27 3.64 £ 0.10° 3.53 +0.30¢® 6.937 £ 0.14 6.20 £ 0.652 5.90 + 0.16"
T2 (-10°C,24h) 22.08 £0.18 22.33+0.13d 7.10 +0.13¢ 3.81+0.27 3.76 £ 0.51° 3.76 £ 0.12° 6.937 £ 0.14 5.73 £ 0.532 6.09 + 0.452
T3 (-10°C,48h) 22.08 £0.18 22.43 +0.06¢ 7.33+£0.13¢ 3.81+0.27 3.78 £0.10° 3.71 + 0.15¢ 6.937 £ 0.14 5.38 + 0.53° 6.40 + 0.532
T4 (-18°C,12h) 22.08 £0.18 22.35 +0.05d 7.17 £ 0.13¢ 3.81+0.27 4.01+£0.132 3.69+0.28% 6.937+0.14 4.28 +0.22¢ 5.88 + 0.34°
T5 (-18°C,24h) 22.08 £0.18 22.46 + 0.05¢ 7.48 £0.11° 3.81+£0.27 3.87 £ 0.06° 3.86 +£0.192 6.937 £ 0.14 4.68 + 0.16° 491 +0.17¢
T6 (-18°C,48h) 22.08 £0.18 24.23 £ 0.03¢ 7.01 +0.13¢ 3.81+0.27 3.98 + 0.602 3.71 +£0.23¢ 6.937 £ 0.14 4.68 + 0.19¢ 6.39 + 0.342
T7 (-26°C,12h) 22.08 £0.18 23.81 +0.10° 7.45 +0.08° 3.81+0.27 3.78 £0.10° 3.75+0.13° 6.937 £ 0.14 4.30 £ 0.22¢d 5.44 + 0.84°¢
T8 (-26°C,24h) 22.08 £0.18 25.03 £0.03? 7.16 + 0.09¢ 3.81+0.27 3.99+0.102 3.66 + 0.144 6.937 +0.14 4,95+ 0.27¢ 5.48 £ 0.11°¢
T9 (-26°C,48h) 22.08 £0.18 25.31 £0.232 7.42 £0.13° 3.81+0.27 4.01 £ 0.502 3.79+0.512» 6.937+0.14 4.23 +0.164 5.01 + 0.39¢
Control 22.38 £0.15 22.38 + 0.058** 8.01 +0.232 3.92+0.01 3.86 + 0.010** 3.83+0.012 6.825 +0.12 6.825 +0.12%** 6,19 +0.102

* Mosto después del congelado

** Mosto sin Congelar
ab. | etras distintas en la misma columna indican diferencias significativas segun test Tukey (p<0.05).
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Con respecto a la acidez y pH, la congelacion condujo a una disminucion de la
acidez y un incremento del pH para los tratamientos congelados a -18 y -26°C,
estos resultados fueron similares a los reportados por Rosaenz (2012) quien
obtuvo pH més elevados, sin embargo Hatta (2010) recomienda un pH 3,3 a 3,5,
por otro lado, Hidalgo (2011) refiere que en mostos con pH entre 3 y 3,8 la
fermentacion alcohdlica se realiza con normalidad, mientras tanto Peinado y
Moreno (2010) sefalan que el pH de los mostos deben estar entre 3y 3,9. Segun
otros autores (Joseph, 1992; Delteil et al, 2000) este comportamiento se debe a la
solubilizacion del potasio liberado del hollejo, lo que provocé la disminucion de
acidez, esto indica que la congelacion no solo extrae compuestos fendlicos sino
que también otros compuestos como el potasio, para evitar una disminucién
excesiva de la acidez, segun Sapis (1995) recomienda realizar congelaciones
cortas. Mientras tanto el pH en los vinos fue ligeramente menor para todos los

tratamientos, y el que presenté mayor pH fue la muestra control (pH 3.83).

Por tanto, la acidez de la uva fue de 6.94 expresado en g/L de &cido tartérico,
mayor a los resultados de Mamani (2013), quien obtuvo una acidez de 4.7 (g de
acido tartarico/L), sin embargo, Lazaro (1995) menciona que la acidez de la uva
suele estar entre 3 a 7.5 g/L expresado en acido tartarico, pero Hatta (2010)
recomienda una acidez entre 5 a 8 g/L de &cido tartarico. Sin embargo, después
del congelado la acidez disminuyé hasta 4.3 g/L de acido tartarico, se observa que

mientras mas tiempo es la congelacion, mas baja es la acidez.

En cuanto a la acidez total de los vinos, mostrados en la tabla 6 se encuentran
entre 4.91y 6.39 g/L (acido tartérico), los cuales estuvieron dentro de lo requerido
por la Norma Técnica Peruana del Vino, la cual indica que la acidez total del vino
debe estar entre 3,0 y 7,0 g/L (acido tartarico) (INDECOPI, 2011), y fueron
similares a los reportados por Rosaenz (2012) quien obtuvo 5.49 g &cido
tartérico/L, en vinos obtenidos con uvas congeladas. Los tratamientos T5, T7, T8
y T9 fueron significativamente menor con respecto a los demas tratamientos.
Segun Rosaenz (2012) una acidez baja influye en la calidad gustativa del vino, el

cual le aporta un caracter fresco y equilibra el dulzor.
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La tabla A1 de comparacion de Tukey demostré para los tratamientos T6, T7, T8
y T9 que los °Brix del mosto después del congelado fueron significativamente
mayor al resto de tratamientos. Al hacer la comparacion (Tabla A10) entre la
muestra control y los tratamientos todos presentaron diferencias significativas en
los °Brix del vino. Por otro lado, la comparacion (Tabla A9) de la acidez del mosto
de los tratamientos T1, T2, T3, y la muestra control mostraron mayor acidez,
superando significativamente a la mayoria de los demas tratamientos, mientras
que la acidez en el vino T2, T3, T6 y la muestra control presentaron mayor acidez
con respecto a los demas tratamientos. En cuanto al pH del mosto T4, T6, T8, T9

y en el vino T9, T5y en el control fueron mayores, que el resto de tratamientos.

En cuanto al analisis de varianza (Tabla A13), encontramos que existe diferencia
estadistica (p<0.05), para los efectos principales temperatura (-10£0.2, -18+0.2 y
-26+0.54°C) y tiempo (12, 24 y 48h). Se demuestra que, a una temperatura mas
baja por un tiempo mas prolongado, hay una mayor concentracion de azlcar,

mientras que el pH tiende a incrementar y la acidez a disminuir.

4.2, Fenoles, flavonoides y antocianinas totales en la materia prima,

hollejo de uva congeladay el vino.

4.2.1. Fenoles totales evaluados en la materia prima, mosto congelado y

vino

La materia prima presentd 46.13 mg GAE/100g de polifenoles totales como se
muestra en la tabla 7, los resultados se encuentran dentro de lo sefialado por
Hidalgo (2011), quien refiere que el contenido de fenoles totales en uvas se
encuentra entre 45 y 300 mg/100g de uva y esto depende de la condicion
climatolégica del cultivo. Mientras que los hollejos de la muestra control
mantuvieron su concentracién como se observa en la tabla 7, tal como lo sefialan
Roldan (2008) y Amati (1992) el método tradicional limita la extraccion de
compuestos fendlicos. Roldan (2007) sefiala que la pared celular del hollejo esta
compuesta por polisacéridos, compuestos fendlicos, proteinas y estan
fuertemente ligados mediante enlaces ibnicos y covalentes, por otra parte, Moreno

(2013) indica que, si las paredes del hollejo no son degradadas, la extraccion de
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los compuestos fendlicos se dard de manera incompleta, es por eso que la

muestra control conserva su concentracion.

Tabla 7. Fenoles totales de la materia prima, hollejo y vino de uva Negra Criolla

Fenoles totales
Hollejo* Vino
(mg GAE/ 100g) (mg GAE/L)

Tratamientos Materia Prima

(mg GAE/ 100g)

T1 (-10°c,12h) 46.13 £0.37 33.380 + 0.56° 998.70+1.10¢
T2 (-10°C,24h) 46.13 + 0.37 30.217+0.35% 1162.90+1.61¢%
T3 (-10°C,48h) 46.13 £0.37 24.947+0.64¢ 1206.47+2.18°
T4 (-18°C,12h) 46.13 £0.37 30.497+0.34¢ 1054.91+0.45¢4
T5 (-18°C,24h) 46.13 £0.37 26.626+0.17°¢ 1158.39+1.55¢
T6 (-18°C,48h) 46.13 £0.37 21.930+0.16% 1229.28+0.582°
T7 (-26°C,12h) 46.13 £0.37 24.477+0.37% 1206.91+1.77°
T8 (-26°C,24h) 46.13 £0.37 22.666+0.21°4 1245.76+2.78%
T9 (-26°C,48h) 46.13 £0.37 20.243+0.28¢ 1293.18+1.772
Control 46.65 £ 0.024 **46.65+0.242 737.77+1.73¢

* Hollejo después del congelado
** Sin congelar
ab.- | etras distintas en la misma columna indican diferencias significativas segun test Tukey (p<0.05).

La figura 8 y la tabla 7 muestran los fenoles totales evaluados en los hollejos
después del congelado, se observa una disminucion significativa en todos los
tratamientos. El hollejo del tratamiento T9 presentdé menor concentracién en
polifenoles (20.24 mg GAE/g) con respecto a los demas tratamientos y el control.
Por tanto, los resultados indican que los hollejos después del congelado sufrieron
cambios, asi como se observa en la tabla 7 los tratamientos congelados a
temperaturas mas bajas por mas tiempos, presentaron una mayor extraccion,
porque los hollejos disminuyeron su concentracion en compuestos fendlicos, lo
que indica que estos fueron extraidos hacia el mosto. Hidalgo (2011) sefala que
el congelado de uva ademas de producir el efecto de concentracién, contribuye a
desorganizar los tejidos celulares, facilitando la posterior extraccién del mosto y
liberando otras sustancias de importancia que contiene la uva, tales como aromas
varietales y compuestos fendlicos. Tal como sucedié en este trabajo de

investigacion la congelacién condujo a la mayor extraccion de estos compuestos.
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Figura 8. Fenoles totales en el hollejo después del congelado

La figura 8 muestra la variacion de los fenoles totales en el hollejo después del
congelado, resultado similar a lo reportado por Rosaenz (2012) quien congel6
uvas a -18°C, asi mismo sefiala que la congelacién conlleva a cambios
importantes en la estructura de la membrana celular, produciendo dafios, lesiones
y provocando desgarros, cortes en la piel de la uva. Amrani y Glories (1995)
sefialan que el hollejo estd compuesto por hemicelulosa, pectinas, proteinas y
unida con la matriz de celulosa de la pared celular, la extraccion de compuestos
fendlicos requiere que la lamina media del hollejo rica en pectinas, sea degradada
para liberar las células y que las paredes celulares se rompan para permitir que

los compuestos se difundan en el vino.

Mientras tanto Moreno (2013) también indica que la extraccion no depende
Unicamente de la concentracion de compuestos fendlicos que tiene la uva, sino
que también dependera de la degradacién de las paredes celulares del hollejo. Es
por eso que el congelado conduce a la extraccion, tal como lo demuestran Rondan
(2007) en una investigacion donde estudié los cambios microestructurales
producidos en el hollejo durante la congelacion de la uva, donde reporté que

efectivamente los hollejos sufren desgarros y cortes en sus tejidos.
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Al comparar los resultados de fenoles totales de la tabla 7 y la figura 8, se puede
mencionar que todos los tratamientos resultaron altamente significativos, y al
hacer la comparacion con la muestra control, este result6 con mayor valor. En
cuanto al analisis de varianza (Tabla A19), se encontré que existe diferencias
altamente significativas (p<0.05), para los efectos principales de temperatura (-
10.24+0.2, -18.23+0.2 y -26.23+£0.54°C) y el tiempo (12, 24 y 48h), se demuestra
que a temperaturas de congelacién mas bajas por tiempos mas prolongados se

da una mayor extraccion de fenoles totales.

Los resultados de fenoles totales en el vino se muestran en la tabla 7, los cuales
estan expresados en mg de &cido galico/L. Estos datos se hallan dentro de los
rangos habituales de vinos peruanos, los cuales se encuentran entre 627 a 3321
mg GAE/L de polifenoles (Mufioz et al, 2007).
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Figura 9. Fenoles totales (mg GAE/ L) en el vino.

En la figura 9 se observa que el tratamiento congelado a -26°C por 48 horas (T9),
presentd mayor concentracion en fenoles totales, esto pone en manifiesto que el
congelado influy6 significativamente sobre la extraccion de los fenoles totales del
hollejo hacia el vino, tal como lo sefialan Ramey et al., (1986), mientras tanto
Rosaenz (2012) indica que existe una correlacion positiva entre la temperatura de

contacto con el hollejo y el contenido de fenoles en el vino.
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Mientras tanto los resultados son similares a los reportados por Moreno (2013)
quien congeld uva a una temperatura de -10°C por 12 horas, y obtuvo vinos con
mayor concentracion en fenoles, asi mismo Roséenz et al., (2012) y Roldan (2008)
reportaron vinos con mayor concentracion de este compuesto, elaborado con uva
congelada a -18°C, sin embargo Gutiérrez (1990) manifiesta que si la extraccion
se da de manera excesiva, puede tener efectos negativos sobre la calidad del vino,
aumentando su coloracién, amargor y astringencia, mientras tanto Frankel (1995)
indica que la mayoria de estos compuestos pueden tener efectos positivos en el
aroma y efectos beneficiosos sobre la salud. Por otra parte, Gémez (2008) en un
trabajo de investigacion concluy6é que la congelacion es una buena alternativa
para extraer los compuestos fendlicos y aromaticos. Por otro lado, la congelacion
a temperaturas mas bajas (-18 y -26°C) y durante tiempos mas prolongados (12,
24 y 28h) condujeron a vinos con mayor contenido de compuestos fendlicos
(G6émez, 2006).

Sin embargo, la muestra control presenté menores concentraciones en fenoles
(737.77 mg GAE/L), con respecto a los demas tratamientos. Busse et al., 2011
seflala que este comportamiento esta relacionado con las caracteristicas
fisioldgicas de la uva, ya que, al poseer una estructura celular mas rigida, el
método tradicional no logra degradar con facilidad los tejidos del hollejo, mientras
que la técnica del congelado provoca un mayor shock térmico y eso favorece en
mayor medida la ruptura celular, facilitando la extraccion de los compuestos

fendlicos.

Al aplicar la prueba de comparacién tukey (Tabla A28), se observé que todos los
tratamientos resultaron altamente significativos. La menor concentracion de
fenoles totales se presentd en la muestra control y el mejor tratamiento fue T9 el
que presenté mayor valor en fenoles, en comparacion al resto. En cuanto al
andlisis de varianza (Tabla A29), se encontré que existe diferencias altamente
significativas (p<0.05), para los efectos principales de temperatura (-10, -18 y -
26°C) y tiempo (12, 24 y 48h), lo que demuestra que a temperatura de congelacion
mas bajas y tiempos mas prolongados se obtienen vinos con mayor concentracion

de fenoles totales.
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4.2.2. Flavonoides totales evaluados en la materia prima, mosto después

del congelado y del vino

En la tabla 8 se presenta los resultados obtenidos de flavonoides totales en la
materia prima, hollejos después del congelado y en el vino, como se observa los
tratamientos T8 y T9 presentaron menor concentracién con respecto a los demas
tratamientos, y en los tratamientos T3, T5 y T6 no existid diferencia significativa,
mientras que la muestra control fue significativamente superiores al resto de los
tratamientos, lo que indica que se dio un desprendimiento de este compuesto del

hollejo hacia el mosto.

Tabla 8. Concentracion de Flavonoides en la materia prima, hollejo y vino

Flavonoides (mg QE/L)

Tratamientos Materia Prima Hollejo* Vino
(mg GAE/ 100g) (mg GAE/ 100g) (mg GAE/L)
T1 (-10°C,12h) 104.34 +1.73 83.72+0.78 83.713 £0.54¢
T2 (-10°C,24h) 104.34 £1.73 72.21+0.34¢ 107.738+0.89¢
T3 (-10°C,48h) 104.34 +1.73 61.53+0.844 109.629+0.59de
T4 (-18°C,12h) 104.34 £1.73 76.93+0.63% 104.761+0.55%
T5 (-18°C,24h) 104.34 +1.73 62.25+1.624 119.038+0.43¢
T6 (-18°C,48h) 104.34 +1.73 62.34+1.724 128.085+1.10°
T7 (-26°C,12h) 104.34 £1.73 75.20+1.18%¢ 110.656+0.75¢
T8 (-26°C,24h) 104.34 +1.73 50.94+0.99¢ 121.478+0.94b¢
T9 (-26°C,48h) 104.34 £1.73 38.62+0.56¢° 147.137+0.512

Control 104.34 + 1.73** 98.15+0.63**2 68.899+0.21

* Hollejo después del congelado

** Sin congelar

.| etras distintas en la misma columna indican diferencias significativas segun test Tukey (p<0.05).

Segun Ordofez (1998) esto se debe a que el proceso de congelacion provocd una
serie de cambios en los tejidos, que se manifiesta tras la descongelacion, uno de
esos cambios es el aumento del volumen de la baya lo que provocé desgarros en
los tejidos, debido a que la formacién de hielo provoca un aumento en la presién
interna, facilitando la separacion de las paredes celulopectidicas (Mallet, 1994), y
por tanto, se dio una mayor extraccion de flavonoides y otros compuestos (Gémez,
2008), es por ello que el tratamiento con temperatura mas baja (-26°C) por tiempo

mas prolongado (48h) presenté mayor diferencia significativa.
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Figura 10. Flavonoides totales en el hollejo (mg QE/g) después del congelado

De la figura 10 se reporté que mientras mas dure el tiempo (48h) de congelado a
una temperatura mas baja (-26°C), los hollejos presentan menor concentracion de
flavonoides. Rodriguez (2002) sefiala que este comportamiento se debié a que los
cristales de hielo son de mayor tamafio a temperaturas mas bajas, y tienen la
forma puntiaguda y esto provoco la degradacion interna de las células. Por otro
lado, Roldan y Maria (2008) sefalan que la congelacién conduce a un aumento
de la presion interna de la uva, por la formacién de cristales de hielo, que permitié

degradar la pared celular que envuelve la baya.

En cuanto a los resultados obtenidos de flavonoides en los vinos como se observa
en la tabla 8, la muestra que fue congelada a -26+0.54°C por 48h (T9: 147.13 mg
QE/L) fue significativamente mayor al resto de los tratamientos, asi mismo T5, T6
y T8 presentaron una concentracion bastante alta. Mientras tanto la muestra
control fue la que presentd significativamente menor concentracion de flavonoides
(68.89 mg QE/L), lo que significa que los tratamientos aumentaron su
concentracion en flavonoides. Estos datos obtenidos concuerdan con los datos
obtenidos por Moreno (2013) quien encontr6 mayor concentracion de flavonoides
en vinos (72, 96 mg/L) que su muestra control (61,83 mg/L), elaborada con uva
congelada de la variedad Cabernet Sauvignon, por otro lado, Gomez (2008)

sefiala que la congelacion conduce a una mayor extraccion de estos compuestos.
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Figura 11. Flavonoides totales en el vino

La congelacién de uva en la vinificacion, es una alternativa para obtener vinos con
mayor concentracion en flavonoides, debido a que las bajas temperaturas
favorecen la extraccion de este compuesto del hollejo hacia el vino. Segun sefialan
Rondéan y Maria el proceso de congelacion conduce a una serie de cambios en
los tejidos, uno de ellos es el dafio por congelacion que se da tras la
descongelacion del tejido, también se presenta la formacion de cristales de hielo
lo que provoca el aumento del volumen de la uva, consecuencia de esto los tejidos
sufren dafios y lesiones que no sélo conduce a la deshidrataciéon de las células,

sino que también provocan desgarros y cortes.

En cuanto al analisis de varianza (Tabla A32), encontramos que existe diferencia
altamente significativa (p<0.05), para los efectos principales de temperatura (-10,
-18 y -26°C) y tiempo (12, 24 y 48h), se demuestra que a mayor temperatura de
congelacion y a una temperatura mas baja los hollejos sufren dafios en su
estructura celular, lo que provoca una liberacion de flavonoides del hollejo hacia

el vino.
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4.2.3. Antocianinas totales evaluados en la materia prima, hollejo después

del congelado y el vino

La tabla 9 muestra la concentracién de antocianinas de la materia prima que fue
de 393,28 mg de cianidina-3-glucdsido/100g de hollejo, similares a los obtenidos
por Georffino (2016) quien obtuvo 389,5 mg de malvidina/ 100g de hollejo de uva
Negra Criolla, sin embargo Garcia et al. (2002) refiere que la concentracién de
antocianinas, fenoles y flavonoides en la uva dependera de la variedad y la
madurez de la uva, mientras tanto Kennedy et al., (2002) refieren que las practicas
viticolas, las condiciones ambientales y del area de produccion influyen sobre

estos compuestos.

En cuanto a la concentracion de antocianinas del hollejo después del congelado,
el comportamiento fue similar a los otros compuestos tal como se muestra en la
tabla 9, donde los hollejos congelados a -26°C por 48 horas presentaron mayores
diferencias, estos datos concuerdan con Moreno (2013) quien al congelar uvas a
-10°C por 12 h, obtuvo vinos con mayor concentracion de compuestos fendlicos,
mientras tanto Roséenz et al. (2012) y Roldan (2008) reportaron vinos con
mayores concentraciones de este compuesto obtenidas con uvas congeladas a
-18 °C.

Tabla 9. Antocianinas totales en el hollejo después del congelado.

Antocianinas (mg de cianidina-3-glucosido )

Tratamientos Materia Prima Hollejo* Vino (mgL)
(mg/100g) (mg/1009)

T1 (-10°C,12h) 393.28 + 6.83 376.13 + 1.112 126.59 + 0.62¢
T2 (-10°C,24h) 393.28 £6.83 313.74 + 1.90 150.22 + 1.29°
T3 (-10°C,48h) 393.28£6.83 248.30 + 1.75% 168.38 + 0.31°
T4 (-18°C,12h) 393.28 £ 6.83 298.84 + 1.17b¢ 138.73 + 0.22¢
T5 (-16°C,24h) 393.28 £ 6.83 260.96 + 2.69° 156.14 + 0.46°
T6 (-18°C,48h) 393.28 £ 6.83 240.66 + 1.44% 184.32 + 1.142
T7 (-26°C,12h) 393.28 £ 6.83 289.11 + 2.09% 146.77 + 0.69¢
T8 (-26°C,24h) 393.28 £6.83 250.11 + 0.76¢ 167.01 + 0.64°
TO (-26°C,48h) 393.28 £ 6.83 233.15 + 0.97¢ 185.09 + 0.242

Control 395.35 + 6.83** 395.35 + 6.83*+ 116.17 + 0.10°

* Hollejo después del congelado

** Sin congelar

.| etras distintas en la misma columna indican diferencias significativas segun test Tukey (p<0.05).
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Por otro lado, la muestra control fue significativamente mayor que el resto de
tratamientos, con 393.27mg cianidina-3-glucésido/100g de hollejo, también los
tratamientos T1y T2 presentaron mayor concentracion de antocianinas.
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Figura 12. Antocianinas totales en el hollejo después del congelado

La figura 12 muestra una disminucién significativa de las antocianinas conforme
la temperatura era mas baja, y los tratamientos por 48 horas de congelaciéon
presentaron menor concentraciéon de antocianinas. Estos resultados evidencian
que la técnica del congelado conlleva a cambios importantes en la estructura de
la membrana celular de los tejidos, asi como lo sefialan Cheuvet y Sudraud (1992)
gque durante la congelacién se forman cristales de hielo y esto causo la rotura de
los tejidos de la uva liberando altas concentraciones de antocianinas del hollejo

hacia el vino.

Respecto a la concentraciéon de antocianinas totales en los vinos (Tabla 9), el
tratamiento que fue congelado a -26°C por 48 horas fue la que influyé sobre el
contenido de antocianinas en los vinos, dando lugar un vino con un contenido total
de antocianinas de 185.09 mg cianidina-3-glucésido, y significativamente mayor
que el vino control (116.17 mg/L). Las concentraciones determinadas en las
muestras se hallaron dentro de los rangos habituales de las antocianinas totales
encontrados en vinos peruanos que son de 5 a 291,51 mg cianidina -3-glucésido
(Muiioz et al., 2007).
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Figura 13. Antocianinas totales en el vino

La figura 13 muestras el incremento significativo de las antocianinas, lo contrario
a lo ocurrido en el hollejo, T9 fue el que presentdé mayor concentracion de
antocianinas con respecto a los demas tratamientos. El tratamiento T3 y T6
también tuvieron un contenido de antocianinas bastante alto. Estos resultados
ponen en manifiesto que la técnica del congelado de uva es una alternativa para
mejorar la concentracion de estos compuestos en el vino. Asi mismo Heredia et
al.,, (2009) compar6 el efecto de dos técnicas de frio, la maceraciéon
prefermentativa en frio y el congelado de uva, sobre el contenido de antocianinas
en vinos de Syrah, donde demostré un mayor contenido de antocianinas en vinos

elaborados con uva congelada.

En cuanto al andlisis de varianza (Tabla A35), encontramos diferencias altamente
significativas (p=<0.05), para los efectos principales temperatura (-10£0.2, -18+0.2
y -26+0.54°C) y tiempo (12, 24 y 48h). Se demuestra que a temperaturas mas
bajas y a tiempos mas prolongados los vinos presentan mayor concentracién de

antocianinas.
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CONCLUSIONES

Las caracteristicas fisicoguimicas evaluadas en la materia prima se encontraron
dentro de los rangos establecidos por la norma técnica del vino, presentando
22.08+0.05 de °Brix, pH 3.81+0.05 y acidez total de 6.20+0.26 (mg &cido
tartarico/L). Mientras que el mosto después del congelado presentd una
disminucion significativa de la acidez y un aumento del pH, el tratamiento mas
representativo fue T9 quien presentd una menor acidez de 4,23 mg de &cido
tartarico/L, y un mayor contenido de pH (4.01) y de °Brix (25.31), esto pone en
manifiesto que la congelacion condujo una concentracion del potasio y
disminucién de la acidez y un aumento del pH. El vino present6 °Brix 7.42, pH
3.79 y acidez de 5.01 &cido tartérico/ L.

El hollejo de uva antes del congelado present6 416.32 mg GAE/100g, flavonoides
104.34 mg QE/100g y antocianinas totales 393.27 mg de cianidida-3-
gluc6sido/100g. La técnica del congelado de uva influyé significativamente en la
extraccidon de compuestos fendlicos, debido a que los hollejos después del
congelado a -26+°C por 48 horas resultaron con menor contenido en compuestos
fendlicos (20.243 mg GAE/100g, 38.65 mg QE/100g y 233.15 mg cianidida-3-
gluc6sido/100g), lo que indica que estos compuestos fueron extraidos del hollejo
hacia el mosto. El vino T9 (-26°C y 48 horas) resultdé con mayor valor en
compuestos fendlicos (1293.18mg GAE/L, 147.14mg QE/L y 185mg cianidida-3-
glucésido/L), estos resultados ponen en manifiesto que el congelado de uva es
una alternativa a considerarse en la elaboracion de vino para mejorar la

concentracién de polifenoles.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda trabajar con uvas de otras variedades de la region Moquegua,
ya que cada variedad presenta diferente estructura celular en el hollejo.

Se recomienda evaluar el comportamiento de los compuestos fendlicos
durante la fermentacion alcohdlica.

Se recomienda evaluar el comportamiento de los compuestos fendlicos

durante la evolucién de los vinos.
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ANEXO 1. Fotografias del proceso de elaboracion del vino

Fig. 4. Determinacion de pH

Fig. 5. Control de temperatura Fig. 6. Vino envasado
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ANEXO 2. Fotografias de la determinacidén de los compuestos fendlicos

Fig. 1. Acondicionamiento de los hollejos de

uva

Fig. 3. Muestras para determinacion de Fig. 4. Muestras para la determinacion de
antocianinas flavonoides

Fig. 5. Muestra para la terminacion de fendlicos Fig. 5. Lecturas en el espectro
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ANEXO 3. Curvas de calibrado para fendlicos y flavonoides totales

a) Curva de calibrado de acido galico a concentraciones de 0 a 50 mg/L para
fenoles del hollejo

1.0

Y=0.01836*X+0.006862
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b)  Curva de calibrado de &cido galico a concentraciones de 0 a 50 mg/L para
fenoles del vino
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c) Curva de calibrado de quercetina a concentraciones de 0 a 0.1 mg/L para
flavonoides en el hollejo
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d) Curva de calibrado de quercetina a concentraciones de 0 a 0.1 mg/L para
flavonoide del vino
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ANEXO 4. Registro de temperatura durante el proceso de congelacién

a) Registro de temperatura durante el proceso de congelado (T1)

Temperatura (°C)

-10

-15 -

-20 -

30

25

20

15

10

*170

T1 (-10°c , 12 h)

min

200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Tiempo (min)

* El tiempo que la uva llegé a -10 °C fue de 170 minutos.

b) Registro de temperatura durante el proceso de congelado (T2)

Temperatura (°C)

30

25

20

15

10

-15

-20

T2 (-10°C , 24 h)

*(170 min)

200 400

600 800 1000 1200 1400 1600

Tiempo (min)

* El tiempo que la uva llegé a -10 °C fue de 170 minutos.
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¢) Registro de temperatura durante el proceso de congelado (T3)

Temperatura (°C)

-10

T3 (-10°C , 48 h)
30
25
20
15

10

400 800 1200 1600 2000 2400 2800

-15 | Tiempo (min)

-20

* El tiempo que la uva llegé a -10 °C fue de 170 minutos.

d) Registro de temperatura durante el proceso de congelado (T4)

Temperatura (°C)

T4 (-18°C , 12 h)
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* El tiempo que la uva llegé a -18 °C fue de 260 minutos.
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e) Registro de temperatura durante el proceso de congelado (T5)

T5 (-18°C , 24 h)
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* El tiempo que la uva llegé a -18 °C fue de 260 minutos.

f) Registro de temperatura durante el proceso de congelado (T6)

T6 (-18°C , 48 h)
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* El tiempo que la uva llegé a -18 °C fue de 260 minutos.
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0) Registro de temperatura durante el proceso de congelado (T7)

T7 (-26 °C, 12 h)

Temperatura (°C)

Tiempo (min)

* El tiempo que la uva llegé a -26 °C fue de 300 minutos.

h) Registro de temperatura durante el proceso de congelado (T8)
T8 (-26 °C, 24 h)

X300 min) P A '

Temperatura (°C)

Tiempo (min)

* El tiempo que la uva llegé a -26 °C fue de 300 minutos.
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Temperatura (°C)

Registro de temperatura durante el proceso de congelado (T99)

T9 (-26 °C, 48 h)

Tiempo (min)

* El tiempo que la uva llegé a -26 °C fue de 300 minutos.
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ANEXO 5. Andlisis estadistico de los resultados

1. Andlisis estadistico de los resultados obtenidos de °Brix, pH y acidez

en el mosto después del congelado

Tabla Al. Datos de grados °Brix del mosto después del congelado

Tratamientos Subm.1 Subm.2 Subm.3 PROMEDIO SD
T1 (-10+0.2 °C,12h) 22.50 22.00 22.25 22.25 0.14
T2 (-10+0.2 °C,24h) 22.25 22.25 22.50 22.33 0.13
T3 (-10+0.2 °C,48h) 22.25 22.50 22.55 22.43 0.06
T4 (-18+0.2 °C,12h) 22.35 22.30 22.40 22.35 0.05
T5 (-18+0.2 °C,24h) 22.50 22.50 22.40 22.47 0.05
T6 (-18+0.2 °C,48h) 24.25 24.20 24.25 24.23 0.03
T7 (-26+0.54 °C,12h) 23.75 23.75 23.95 23.82 0.10
T8 (-26+0.54 °C,24h) 25.05 25.00 25.05 25.03 0.03
T9 (-26+0.54 °C,48h) 25.50 25.45 25.00 25.32 0.23

Tabla A2. Andlisis de varianza del contenido de °Brix en el mosto obtenido después del

congelado
Origen Ci:?rzggs GL Cu'\alllggéllﬁca F Fos) Foa Sig.
Temperatura 27,146 2 13,573 593,470 355 6.01 **
Tiempo 6,450 2 3,225 141,016 355 6.01 *
Temperatura*Tiempo 4,093 4 1,023 44,737 355 6.01 **
Error 0,412 18 ,023
Total corregida 38,100 26

CV: 0.24%

Tabla A3. Prueba de comparacion Tukey para el contenido de °Brix en el mosto después

del congelado

Comparacion Multiple n MEDIA 1 MEDIA 2 SIG. **
Control vs. T1 3 22.09 22.25 Ns
Control vs. T4 3 22.09 22.35 Ns
Control vs. T7 3 22.09 23.82 i
Control vs. T2 3 22.09 22.33 Ns
Control vs. T5 3 22.09 22.47 *
Control vs. T8 3 22.09 25.03 *k
Control vs. T3 3 22.09 22.43 *
Control vs. T6 3 22.09 24.23 *
Control vs. T9 3 22.09 25.32 i

Tlvs. T4 3 22.25 22.35 Ns
T1lvs. T7 3 22.25 23.82 xk
T4 vs. T7 3 22.35 23.82 i
T2 vs. T5 3 22.33 22.47 Ns
T2 vs. T8 3 22.33 25.03 i
T5vs. T8 3 22.47 25.03 xk
T3vs. T6 3 22.43 24.23 i
T3vs. T9 3 22.43 25.32 x
T6 vs. T9 3 24.23 25.32 *x
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Tabla A4. Datos de pH del mosto después del congelado

Tratamientos Subm. 1 Subm.2 Subm.3 PROMEDIO SD
T1 (-10+0.2 °C,12h) 3.64 3.63 3.65 3.64 0.10
T2 (-10+0.2 °C,24h) 3.79 3.80 3.70 3.76 0.51
T3 (-10+0.2 °C,48h) 3.78 3.79 3.77 3.78 0.10
T4 (-18+0.2 °C,12h) 4.05 3.99 3.98 4.01 0.13
T5 (-1840.2 °C,24h) 3.88 3.87 3.86 3.87 0.06
T6 (-18+0.2 °C,48h) 3.99 3.97 3.98 3.98 0.60
T7 (-26+0.54 °C,12h) 3.78 3.77 3.79 3.78 0.10
T8 (-26+0.54 °C,24h) 3.99 4.00 3.98 3.99 0.10
T9 (-26+0.54 °C,48h) 4.01 4.01 4.02 4.01 0.5

Tabla A5. Analisis de varianza del contenido de pH en el mosto obtenido después del

congelado
Origen Ci:maaggs GL Cul\z:g;jéllﬁca F Fos  Fon  Sig.
Temperatura 0,273 0,136 240,810 3.55 6.01 *x
Tiempo 0,060 0,030 53,340 3.55 6.01 *
Temperatura*Tiempo 0,105 0,026 46,418 3.55 6.01 *x
Error 0,010 18 0,001
Total corregida 0,449 26

CV: 1.45%

Tabla A6. Prueba de comparacion Tukey para del contenido de pH en el mosto después

del congelado

Comparacion Multiple n MEDIA 1 MEDIA 2 SIG. **
Control vs. T1 3 3.82 3.64 *x
Control vs. T4 3 3.82 4.01 *x
Control vs. T7 3 3.82 3.78 Ns
Control vs. T2 3 3.82 3.76 *
Control vs. T5 3 3.82 3.87 Ns
Control vs. T8 3 3.82 3.99 **
Control vs. T3 3 3.82 3.78 Ns
Control vs. T6 3 3.82 3.98 **
Control vs. T9 3 3.82 4.01 xk

Tlvs. T4 3 3.64 4.01 *k
Tlvs. T7 3 3.64 3.78 *x
T4 vs. T7 3 4.01 3.78 *x
T2vs. T5 3 3.76 3.87 *x
T2vs. T8 3 3.76 3.99 *x
T5vs. T8 3 3.87 3.99 *x
T3 vs. T6 3 3.78 3.98 *x
T3vs. T9 3 3.78 4.01 xk
T6vs. T9 3 3.98 4.01 Ns
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Tabla A7. Datos de acidez total del mosto después del congelado

Tratamientos Subm. 1 Subm. 2 Subm.3  PROMEDIO SD
T1 (-10£0.2 °C,12h) 6.225 6.000 6.375 6.200 0.65
T2 (-10£0.2 °C,24h) 5.850 5.625 5.700 5.725 0.53
T3 (-10£0.2 °C,48h) 5.250 5.400 5.475 5.375 0.53
T4 (-18+0.2 °C,12h) 4.275 4.125 4.425 4.275 0.22
T5 (-18+0.2 °C,24h) 4575 4.800 4.650 4.675 0.16
T6 (-18+0.2 °C,48h) 4.650 4.800 4.575 4.675 0.19
T7 (-26+0.54 °C,12h) 4.350 4,125 4.425 4.300 0.22
T8 (-26+0.54 °C,24h) 4,988 4,913 4.950 4,950 0.27
T9 (-26+0.54 °C,48h) 4,125 4.350 4.200 4.225 0.16
Tabla A8. Analisis de varianza del contenido de acidez del mosto
Origen Sumade GL Media F Fosy Fon Sig.
Cuadrados Cuadratica
Temperatura 9,381 2 4,690 283,242 355 601 **
Tiempo 577 0,289 17,433 355 6.01 **
Temperatura*Tiempo 1,723 4 0,431 26,017 355 6.01 **
Error 0,298 18 0,017
Total corregida 11,980 26

CV: 1.36%

Tabla A9. Prueba de comparacion de Tukey para del contenido de acidez en el mosto

después del congelado
Comparacion Mdaltiple n MEDIA 1 MEDIA 2 SIG. **
Control vs. T1 3 6.938 6.200 *x
Control vs. T4 3 6.938 4.275 i
Control vs. T7 3 6.938 4.300 i
Control vs. T2 3 6.938 5.725 *x
Control vs. T5 3 6.938 4.675 i
Control vs. T8 3 6.938 4.950 **
Control vs. T3 3 6.938 5.375 i
Control vs. T6 3 6.938 4.675 i
Control vs. T9 3 6.938 4.225 **
T1lvs. T4 3 6.200 4.275 i
T1lvs. T7 3 6.200 4.300 **
T4vs. T7 3 4.275 4.300 Ns
T2vs. T5 3 5.725 4.675 *x
T2vs. T8 3 5.725 4.950 o
T5vs. T8 3 4.675 4.950 Ns
T3 vs. T5 3 5.375 4.675 o
T3vs. T9 3 5.375 4.225 i
T5vs. T9 3 4.675 4.225 *
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2.  Andlisis estadistico de los resultados obtenidos de °Brix, pH y acidez en el

vino

Tabla A10. Datos de grados °Brix en los vinos

Tratamiento Subm.1  Subm.2 Subm.3  PROMEDIO SD
T1 (-10£0.2 °C,12h) 7.50 7.50 7.55 7.52 0.03
T2 (-10£0.2 °C,24h) 7.00 7.15 7.15 7.10 0.13
T3 (-10£0.2 °C,48h) 7.25 7.50 7.25 7.33 0.13
T4 (-18+0.2 °C,12h) 7.25 7.00 7.25 7.17 0.13
T5 (-18+0.2 °C,24h) 7.50 7.50 7.50 7.50 0.11
T6 (-18+0.2 °C,48h) 7.00 7.00 7.00 7.00 0.13
T7 (-26+0.54 °C,12h) 7.50 7.35 7.50 7.45 0.08
T8 (-26%0.54 °C,24h) 7.00 7.00 7.00 7.00 0.09
T9 (-26£0.54 °C,48h) 7.50 7.25 7.50 7.42 0.14
Tabla Al1l. Analisis de varianza del contenido de °Brix del vino
Sumade Media .
Origen Cuadrados C“  Cuadréatica Fos Fon Sig.
Temperatura 0,042 2 0,021 2,436 3.55 6.01 o
Tiempo 0,151 0,076 8,691 355 6.01 o
Temperatura*Tiempo 0,876 4 0,219 25,176 355 6.01 **
Error 0,157 18 0,009
Total corregida 1,227 26

CV:0.77%

Tabla A12. Prueba de comparacién Tukey para del contenido de °Brix en el vino
después del congelado

Comparacién Multiple N MEDIA 1 MEDIA 2 SIG. **
Control vs. T1 3 8.00 7.52 *k
Control vs. T4 3 8.00 7.17 xx
Control vs. T7 3 8.00 7.45 *k
Control vs. T2 3 8.00 7.10 xx
Control vs. T5 3 8.00 7.50 xk
Control vs. T8 3 8.00 7.00 xx
Control vs. T3 3 8.00 7.33 xk
Control vs. T6 3 8.00 7.00 xx
Control vs. T9 3 8.00 7.42 *

Tlvs. T4 3 7.52 7.17 xx
Tlvs. T7 3 7.52 7.45 Ns
T4vs. T7 3 7.17 7.45 *
T2vs. T5 3 7.10 7.50 xk
T2 vs. T8 3 7.10 7.00 Ns
T5vs. T8 3 7.50 7.00 xk
T3vs. T6 3 7.33 7.00 xk
T3vs. T9 3 7.33 7.42 Ns
T6vs. T9 3 7.00 7.42 xx
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Tabla A13. Datos de pH del vino obtenidos con uvas congeladas

Tratamientos Subm. 1 Subm. 2 Subm.3 PROMEDIO SD
T1 (-10£0.2 °C,12h) 3.55 3.55 35 3.53 0.30
T2 (-10+0.2 °C,24h) 3.79 3.76 3.74 3.76 0.12
T3 (-10+0.2 °C,48h) 3.71 3.72 3.71 3.71 0.15
T4 (-18+0.2 °C,12h) 3.68 3.69 3.69 3.69 0.28
T5 (-18+0.2 °C,24h) 3.85 3.86 3.86 3.86 0.19
T6 (-18+0.2 °C,48h) 3.71 3.7 3.73 3.71 0.23
T7 (-26£0.54 °C,12h) 3.75 3.74 3.76 3.75 0.13
T8 (-26+0.54 °C,24h) 3.66 3.65 3.66 3.66 0.14
T9 (-26£0.54 °C,48h) 3.79 3.78 3.79 3.79 0.51
Tabla Al4. Analisis de varianza del contenido de pH del vnio
Origen Sumade GL Media F Fosy Fo1 Sig.
Cuadrados Cuadratica
Temperatura 2,916 1,458 224,227 3.55 6.01 *x
Tiempo 0,954 0,477 73,326 3.55 6.01 *x
Temperatura*Tiempo 3,206 0,802 123,276 3.55 6.01 *x
Error 0,117 18 0,007
Total corregida 7,193 26

CV: 1.51%

Tabla A15. Prueba de comparacién Tukey para del contenido de pH en el vino después

del congelado

Comparacion Multiple n MEDIA 1 MEDIA 2 SIG. **
Control vs. T1 3 3.82 3.53 ok
Control vs. T4 3 3.82 3.69 *k
Control vs. T7 3 3.82 3.75 ok
Control vs. T2 3 3.82 3.76 *
Control vs. T5 3 3.82 3.86 *
Control vs. T8 3 3.82 3.66 o
Control vs. T3 3 3.82 3.71 o
Control vs. T6 3 3.82 3.71 ok
Control vs. T9 3 3.82 3.79 Ns

Tlvs. T4 3 3.53 3.69 >
Tlvs. T7 3 3.53 3.75 *
T4 vs. T7 3 3.69 3.75 *
T2vs. T5 3 3.76 3.86 *
T2 vs. T8 3 3.76 3.66 *
T5vs. T8 3 3.86 3.66 **
T3vs. T6 3 3.71 3.71 Ns
T3 vs. T9 3 3.71 3.79 *
T6 vs. T9 3 3.71 3.79 *
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Tabla A16. Datos de acidez de vinos obtenidos con uvas congeladas

Tratamientos Subm. 1 Subm. 2 Subm. 3 PROMEDIO SD
T1 (-10+0.2 °C,12h) 5.925 6.000 5.775 5.9000 0.16
T2 (-10+0.2 °C,24h) 6.038 6.000 6.075 6.0375 0.45
T3 (-10+0.2 °C,48h) 6.375 6.375 6.450 6.4000 0.53
T4 (-18+0.2 °C,12h) 5.888 5.850 5.888 5.8750 0.34
T5 (-18+0.2 °C,24h) 4.913 4.905 4.920 4.9125 0.17
T6 (-18+0.2 °C,48h) 6.383 6.413 6.375 6.3900 0.34
T7 (-26+0.54 °C,12h) 5.325 5.430 5.550 5.4350 0.84
T8 (-26+0.54 °C,24h) 5.325 5.475 5.625 5.4750 0.11
T9 (-26+0.54 °C,48h) 5.100 4.988 4.950 5.0125 0.39
Tabla A17. Analisis de varianza del contenido de acidez del vino
Origen Suma de GL Media Fosy Fon Sig.
Cuadrados Cuadréatica
Temperatura 2,916 1,458 224,227 355 6.01 *x
Tiempo 0,954 0,477 73,326 355 6.01 *x
Temperatura*Tiempo 3,206 0,802 123,276 355 6.01 *x
Error 0,117 18 0,007
Total corregida 7,193 26

CV: 0.98%

Tabla A18. Prueba de comparacion Tukey para del contenido de Acidez en el vino
después del congelado

Comparacion Multiple

MEDIA 1 MEDIA 2

N SIG. **
Control vs. T1 3 6.192 5.900 *
Control vs. T4 3 6.192 5.875 *
Control vs. T7 3 6.192 5.435 *k
Control vs. T2 3 6.192 6.038 Ns
Control vs. T5 3 6.192 4913 *x
Control vs. T8 3 6.192 5.475 xk
Control vs. T3 3 6.192 6.400 Ns
Control vs. T6 3 6.192 6.390 Ns
Control vs. T9 3 6.192 5.013 *k
Tlvs. T4 3 5.900 5.875 Ns
T1lvs. T7 3 5.900 5.435 *k
T4 vs. T7 3 5.875 5.435 *k
T2vs. T5 3 6.038 4,913 *x
T2vs. T8 3 6.038 5.475 fad
T5vs. T8 3 4913 5.475 *k
T3vs. T6 3 6.400 6.390 Ns
T3 vs. T9 3 6.400 5.013 *k
T6vs. T9 3 6.390 5.013 *x
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3.  Andlisis estadistico de los resultados obtenidos de compuestos fendlicos

Tabla A19. Datos de fenoles totales (mg GAE/g) del hollejo después del congelado

TRATAMIETOS Subm.1  Subm.2 Subm.3 PROMEDIO SD
T1 (-10+0.2 °C,12h) 33.42 33.32 33.39 33.38 0.56
T2 (-10+0.2 °C,24h) 30.25 30.18 30.21 30.22 0.35
T3 (-10+0.2 °C,48h) 24.95 24.88 25.00 24.95 0.64
T4 (-18+0.2 °C,12h) 30.52 30.46 30.52 30.49 0.34
T5 (-18+0.2 °C,24h) 26.64 26.63 26.61 26.63 0.17
T6 (-18+0.2 °C,48h) 21.91 21.94 21.94 21.93 0.16
T7 (-26+0.54 °C,12h) 24.46 24.52 24.46 24.48 0.37
T8 (-26+0.54 °C,24h) 22.67 22.64 22.69 22.67 0.21
T9 (-26+0.54 °C,48h) 20.21 20.26 20.26 20.24 0.28

Tabla A20. Andlisis de varianza para el contenido de fenoles totales del mosto

Origen Sumade GL Media F Fos Fo1n Sig.
Cuadrados Cuadratica
Temperatura 224,621 2 112,311 79131,481 3,55 6,01 i
Tiempo 227,556 2 113,778 80165,522 3,55 6,01 *x
Temperatura*Tiempo 18,867 4 4,717 3323,320 355 6,01 *k
Error 0,026 18 0,001
Total corregida 471,070 26
CV:0.22%

Tabla A21. Prueba de comparacién Tukey para del contenido de fenoles totales en el

hollejo
Comparacion Multiple n MEDIA 1 MEDIA 2 SIG. **
Control vs. T1 3 46.13 33.38 **
Control vs. T4 3 46.13 30.50 *x
Control vs. T7 3 46.13 24.48 *
Control vs. T2 3 46.13 30.22 *
Control vs. T5 3 46.13 26.63 *
Control vs. T8 3 46.13 22.67 *
Control vs. T3 3 46.13 24.95 *
Control vs. T6 3 46.13 21.93 *
Control vs. T9 3 46.13 20.24 *
Tlvs. T4 3 33.38 30.50 *
Tlvs. T7 3 33.38 24.48 *
T4 vs. T7 3 30.50 24.48 *
T2vs. T5 3 30.22 26.63 *
T2vs. T8 3 30.22 22.67 **
T5vs. T8 3 26.63 22.67 *
T3vs. T6 3 24.95 21.93 *
T3vs. T9 3 24.95 20.24 **
T6 vs. T9 3 21.93 20.24 *
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Tabla A22. Datos de flavonoides totales (mg QE/ 100g) del hollejo de uva

TRATAMIETOS Subm. 1 Subm. 2 Subm.3  PROMEDIO SD
T1 (-10+0.2 °C,12h) 82.99 83.63 84.54 83.72 0.78
T2 (-10+0.2 °C,24h) 72.19 71.89 72.56 72.21 0.34
T3 (-10+0.2 °C,48h) 60.83 62.46 61.30 61.53 0.84
T4 (-18+0.2 °C,12h) 76.43 77.64 76.72 76.93 0.63
T5 (-18+0.2 °C,24h) 63.99 61.97 60.77 62.25 1.62
T6 (-18+0.2 °C,48h) 60.41 62.88 63.72 62.34 1.72
T7 (-26+0.54 °C,12h) 76.42 75.11 74.07 75.20 1.18
T8 (-26+0.54 °C,24h) 52.08 50.43 50.32 50.94 0.99
T9 (-26+0.54 °C,48h) 37.98 38.96 38.92 38.62 0.56
Tabla A23. Andlisis de varianza del contenido de flavonoides totales del hollejo
. Suma de Media .
Origen Cuadrados C-  cuadratica F Fos Foy Sig.
Temperatura 100 2 050 727,604 355 601 **
Tiempo 177 088 1289365 3,55 6,01 ¥
Temperatura*Tiempo ,027 4 ,007 99,237 3,55 6,01 *x
Error ,001 18 6,863E-5
Total corregida 0.305 26

CV: 0.087%

Tabla A24. Prueba de comparacién Tukey para del contenido flavonoides en los hollejos

Comparacion Mdaltiple n MEDIA 1 MEDIA 2 SIG. **
Control vs. T1 3 98.14 83.72 *
Control vs. T4 3 98.14 76.93 *
Control vs. T7 3 98.14 75.20 >
Control vs. T2 3 98.14 72.21 >
Control vs. T5 3 98.14 62.25 *
Control vs. T8 3 98.14 50.94 *
Control vs. T3 3 98.14 61.53 >
Control vs. T6 3 98.14 62.34 >
Control vs. T9 3 98.14 38.62 *

Tlvs. T4 3 83.72 76.93 o
T1lvs. T7 3 83.72 75.20 *
T4 vs. T7 3 76.93 75.20 Ns
T2vs. T5 3 72.21 62.25 >
T2vs. T8 3 72.21 50.94 >
T5vs. T8 3 62.25 50.94 >
T3 vs. T6 3 61.53 62.34 Ns
T3vs. T9 3 61.53 38.62 >
T6 vs. T9 3 62.34 38.62 *
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Tabla A25. Datos de antocianinas totales (mg cianidina/ 100g) del hollejo

MUESTRAS Subm. 1 Subm. 2 Subm. 3 PROMEDIO SD
T1 (-10£0.2 °C,12h) 375.18 375.85 377.35 376.13 1.106
T2 (-10£0.2 °C,24h) 312.48 312.81 315.92 313.74 1.902
T3 (-1040.2 °C,48h) 248.36 250.03 246.52 248.30 1.750
T4 (-18+0.2 °C,12h) 298.60 297.77 300.08 298.82 1.173
T5 (-18+0.2 °C,24h) 261.89 263.05 257.92 260.95 2.688
T6 (-18+0.2 °C,48h) 239.83 242.32 239.83 240.66 1.435
T7 (-26+£0.54 °C,12h) 287.44 291.46 288.44 289.11 2.091
T8 (-26+£0.54 °C,24h)  249.45 249.94 250.94 250.11 0.760
T9 (-26+0.54 °C,48h) 232.04 233.54 233.87 233.15 0.971
Tabla A26. Andlisis de varianza del contenido de antocianinas en el hollejo
Origen Sumade GL Media F Fosy Fo1 Sig.
Cuadrados Cuadrética
Temperatura 15748,643 2 7874,321 2897,648 3,55 6,01 @ **

Tiempo 29490,208 2 14745,104 5426,007 3,55 6,01 @ **

Temperatura*Tiempo  5190,152 4 1297,538 477,477 3,55 6,01 o
Error 48,915 18 ,067
Total corregida 50477,918 26

CV:0.036%

Tabla A27. Prueba de comparacion Tukey para del contenido de antocianinas en los
hollejos después del congelado.

Comparacion Multiple n MEDIA 1 MEDIA 2 SIG. **
Control vs. T1 3 393.3 376.1 o
Control vs. T4 3 393.3 298.8 *
Control vs. T7 3 393.3 289.1 *
Control vs. T2 3 393.3 313.7 o
Control vs. T5 3 393.3 261.0 >
Control vs. T8 3 393.3 250.1 >
Control vs. T3 3 393.3 248.3 >
Control vs. T6 3 393.3 240.7 **
Control vs. T9 3 393.3 233.1 >

Tlvs. T4 3 376.1 298.8 *
Tlvs. T7 3 376.1 289.1 *
T4vs. T7 3 298.8 289.1 *
T2vs. T5 3 313.7 261.0 >
T2vs. T8 3 313.7 250.1 >
T5vs. T8 3 261.0 250.1 b
T3vs. T6 3 248.3 240.7 *
T3vs. T9 3 248.3 233.1 >
T6 vs. T9 3 240.7 233.1 >
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Tabla A28. Datos de fenoles totales (mg GAE/ L) del vino

Tratamiento Subm. 1 Subm. 2 Subm. 3 PROMEDIO SD
T1 (-10+0.2 °C,12h) 999.865 998.558 997.686 998.7030 1.10
T2 (-10+0.2 °C,24h) 1163.481 1161.085 1164.135 1162.9005 1.61
T3 (-10£0.2 °C,48h) 1206.619 1208.580 1204.222 1206.4735 2.18
T4 (-18+0.2 °C,12h) 1054.549 1055.420 1054.767 1054.9121 0.45
T5 (-18+0.2 °C,24h) 1156.728 1158.688 1159.778 1158.3980 1.55
T6 (-18+0.2 °C,48h) 1229.495 1228.623 1229.712 1229.2767 0.58
T7 (-26+0.54 °C,12h) 1207.708 1208.144 1204.876 1206.9092 1.77
T8 (-26+0.54 °C,24h) 1247.577 1242.566 1247.142 1245.7618 2.78
T9 (-26£0.54 °C,48h) 1291.150 1293.983 1294.418 1293.1837 1.77
Tabla A29. Analisis de varianza del contenido de fenoles totales del vino
Origen Suma de GL Media F Fos Fo1 Sig.
Cuadrados Cuadrética
Temperatura 65017,544 32508,772 14072,414 3,55 6,01 **
Tiempo 118311,009 59155,504  25607,265 3,55 6,01 **
Temperatura*Tiempo  176978,606 44244652 19152,647 3,55 6,01 *k
Error 41,582 18 2,310

Total corregida

360348,740 26

CV:0.0047%

Tabla A30. Prueba de comparacién Tukey para del contenido de fenoles en el vino

Comparacion Mdaltiple n MEDIA 1 MEDIA 2 SIG. **
Control vs. T1 3 737.8 998.7 *x
Control vs. T4 3 737.8 1055 *x
Control vs. T7 3 737.8 1207 *x
Control vs. T2 3 737.8 1163 *x
Control vs. T5 3 737.8 1158 *x
Control vs. T8 3 737.8 1246 *x
Control vs. T3 3 737.8 1206 *x
Control vs. T6 3 737.8 1229 *x
Control vs. T9 3 737.8 1293 *x

Tlvs. T4 3 998.7 1055 *x
T1lvs. T7 3 998.7 1207 *x
T4 vs. T7 3 1055 1207 *x
T2vs. T5 3 1163 1158 *
T2vs. T8 3 1163 1246 *x
T5vs. T8 3 1158 1246 *x
T3 vs. T6 3 1206 1229 *x
T3vs. T9 3 1206 1293 *x
T6vs. T9 3 1229 1293 *x
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Tabla A31. Datos de flavonoides totales (mg QE/L) en el vino

Tratamientos Subm.1  Subm.?2 Subm. 3 PROMEDIO SD
T1 (-10+0.2 °C,12h) 84.16 83.11 83.88 83.72 0.54
T2 (-10+0.2 °C,24h) 107.04 107.46 108.75 107.75 0.89
T3 (-10+0.2 °C,48h) 110.01 108.96 109.94 109.64 0.59
T4 (-18+0.2 °C,12h) 104.27 104.69 105.35 104.77 0.55
T5 (-18+0.2 °C,24h) 119.22 118.56 119.36 119.05 0.43
T6 (-18+0.2 °C,48h) 127.17 129.31 127.80 128.10 1.10
T7 (-26+0.54 °C,12h) 111.41 109.91 110.68 110.67 0.75
T8 (-26+0.54 °C,24h) 120.41 121.89 122.17 121.49 0.94
T9 (-26+0.54 °C,48h) 146.65 147.66 147.14 147.15 0.51
Tabla A32. Analisis de varianza del contenido de flavonoides totales del vino
Origen Suma de GL Media F Fos Fo1 Sig.
Cuadrados Cuadratica
Temperatura 0,127 2 0,064 2862,325 3,55 6,01 *x
Tiempo 0,322 2 0,161 7229,985 355 6,01 *x
Temperatura*Tiempo 0,106 4 0,026 1190,651 3,55 6,01 *x
Error 0,000 18 2,224E-5
Total corregida 0,555 26

CV: 1.48%

Tabla A33. Prueba de comparacién Tukey para del contenido de flavonoides en el vino

Comparaciéon Multiple n MEDIA 1 MEDIA 2 SIG. **
Control vs. T1 3 68.90 83.71 *x
Control vs. T4 3 68.90 104.8 *x
Control vs. T7 3 68.90 110.7 *x
Control vs. T2 3 68.90 107.7 *x
Control vs. T5 3 68.90 119.0 *x
Control vs. T8 3 68.90 121.5 *x
Control vs. T3 3 68.90 109.6 xk
Control vs. T6 3 68.90 128.1 *x
Control vs. T9 3 68.90 147.1 *x

Tlvs. T4 3 83.71 104.8 xk
T1lvs.T7 3 83.71 110.7 *x
T4vs. T7 3 104.8 110.7 *x
T2vs. T5 3 107.7 119.0 *x
T2vs. T8 3 107.7 121.5 *x
T5vs. T8 3 119.0 121.5 *x
T3 vs. T6 3 109.6 128.1 *x
T3 vs. T9 3 109.6 147.1 *x
T6 vs. T9 3 128.1 147.1 *x
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Tabla A34. Datos de antocianinas totales (mg cianidina/ 100g) del vino

MUESTRAS Subm. 1 Subm. 2 Subm. 3 PROMEDIO SD
T1 (-10£0.2 °C,12h) 127.045 126.845 125.893 126.594 0.616
T2 (-10+0.2 °C,24h) 150.591 151.292 148.787 150.223 1.292
T3 (-10£0.2 °C,48h) 168.625 168.024 168.475 168.375 0.313
T4 (-18+0.2 °C,12h) 138.968 138.567 138.668 138.734 0.209
T5 (-18+0.2 °C,24h) 155.951 155.801 156.652 156.135 0.455
T6 (-18+0.2 °C,48h) 185.007 184.957 183.003 184.322 1.143
T7 (-26£0.54 °C,12h) 147.284 145.982 147.034 146.766 0.691
T8 (-26+0.54 °C,24h) 167.273 166.271 167.473 167.006 0.644
T9 (-26+0.54 °C,48h) 185.358 184.907 185.007 185.090 0.237
Tabla A35. Analisis de varianza del contenido de antocianinas del vino

. Sumade Media .

Origen Cuadrados CU Cuadratica F Fos Fon Sig.
Temperatura 69,156 2 34,578 765,740 355 6,01 *x
Tiempo 425,567 2 212,783 4712,151 3,55 6,01 *x
Temperatura*Tiempo 253,655 4 63,414 1404,314 3,55 6,01 *x

Error 0,813 18 0,045
Total corregida 749,190 26

CV:0.036%

Tabla A36. Prueba de comparacién Tukey para del contenido de antocianinas del vino

Comparacion Multiple n MEDIA 1 MEDIA 2 SIG. **
Control vs. T1 3 116.2 126.6 *
Control vs. T4 3 116.2 138.7 b
Control vs. T7 3 116.2 146.8 >
Control vs. T2 3 116.2 150.2 >
Control vs. T5 3 116.2 156.1 >
Control vs. T8 3 116.2 167.0 b
Control vs. T3 3 116.2 168.4 >
Control vs. T6 3 116.2 184.3 *
Control vs. T9 3 116.2 185.1 >

Tlvs. T4 3 126.6 138.7 b
Tlvs. T7 3 126.6 146.8 *
T4vs. T7 3 138.7 146.8 *
T2vs. T5 3 150.2 156.1 >
T2vs. T8 3 150.2 167.0 b
T5vs. T8 3 156.1 167.0 b
T3vs. T6 3 168.4 184.3 *
T3vs. T9 3 168.4 185.1 >
T6 vs. T9 3 184.3 185.1 Ns
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