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RESUMEN

Segovia, M. 2011. Efecto de la fermentacion alcoholica y malolactica en las
caracteristicas fisico-quimicas del vino Black Spanish (Vitis labrusca). Proyecto especial
de graduacion del Programa de Ingenieria en Agroindustria Alimentaria, Zamorano.
Honduras. 22p.

Black Spanish es una de las variedades de uva més cultivadas en el sureste de Texas
debido a su resistencia a enfermedades y a condiciones climaticas adversas. Sin embargo,
los avances realizados en la elaboracion de vino son adn limitados. La presente
investigacion busco estudiar la fermentacion primaria y secundaria de vinos de uvas Black
Spanish sobre las propiedades antioxidantes y los perfiles fendlicos de los mismos. La
investigacion se dividié en dos secciones evaluando la fermentacion primaria y
fermentacion secundaria, respectivamente. Se utilizd arreglos factoriales de 2x2x4
(Seccion 1) y 2x2x2 (Seccion 11) en un Disefio Completamente al Azar. Los vinos Black
Spanish fermentados con cascara de uva presentaron un contenido de fenoles y
antocianinas totales significativamente mas alto que aquellos fermentados en ausencia de
la cascara (P<0.05). La temperatura calida de fermentacion (29-32°C) y la ausencia de
cascara incrementd la formacion de antocianinas poliméricas (40 y 29%,
respectivamente). Se observo una produccién normal de etanol (12-13%) Gnicamente en
vinos fermentados a temperatura calida (29-32°C). En general, los valores de capacidad de
absorcion de radicales libres de oxigeno (ORAC) no fueron significativos (menor a 2
pmol TE/mL). Los vinos Black Spanish producidos por fermentacion malolactica a
temperatura célida (29-32°C), presentaron el mayor contenido de antocianinas y fenoles
totales. Los resultados sugieren un impacto notable de la temperatura de fermentacion y la
presencia de cascara durante la fermentacion en las propiedades antioxidantes y el
contenido fendlico del vino Black Spanish.

Palabras clave: Flavonoides, fitoquimica, polifenoles, vino tinto.
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1. INTRODUCCION

Las bebidas alcoholicas producidas por fermentacién alcoholica y destilacion han
formado parte de la dieta humana durante miles de afios, siendo probablemente los
liquidos mas seguros para beber antes de que el agua pura y limpia estuviera disponible
para consumo humano (Hasler 2009).

En la mayoria de los paises desarrollados, el alto consumo de grasas saturadas
acompafiado por la falta de actividad fisica, se relacionan con una alta mortalidad por
enfermedades coronarias. Sin embargo, la situacion en Francia es paradojica, ya que a
pesar de ser un gran consumidor de grasas saturadas (quesos y chocolates), su tasa de
mortalidad por dichas enfermedades es baja (Opie y Lecour 2007). Esta paradoja puede
deberse en parte al alto consumo de vino tinto. Los estudios epidemioldgicos indican que
el consumo de alcohol en el nivel de consumo en Francia (20-30 g al dia) puede llegar a
reducir el riesgo de enfermedades cardiovasculares en un 40% (Renaud y de Lorgeril
1992). Existen varias interpretaciones del hecho. En 1991, un programa de television de la
cadena estadounidense CBS (60 minutos) asegurd que se debia a las propiedades del vino
tinto, y eso provocd que las ventas del mismo aumentaran en un 44% en aquel pais.
Desde entonces se la llama "Paradoja francesa" (Renaud y de Lorgeril 1992).

A pesar de gque el consumo excesivo de alcohol sea perjudicial para la salud, se ha
demostrado que el beber moderadas cantidades de vino (una copa con 5 onzas por dia para
mujeres y dos copas para hombres) conlleva a una serie de beneficios para la salud, en su
mayoria relacionados a enfermedades cardiovasculares (Klatsky 2009; Kloner y Rezkalla
2007), diabetes (Wannamethee et al. 2003), hipertension (Sesso et al. 2008), cancer (He et
al. 2008) y demencia (Panza et al. 2009). Al mismo tiempo, el consumo de vino se ha
relacionado con mecanismos de proteccion contra enfermedades cardiovasculares, como
el incremento de las lipoproteinas de alta densidad (HDL), la reduccion de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) y la disminucion de su oxidacion (German y
Walzem 2000). Sin embargo, la hipotesis planteada acerca de si el vino es realmente mas
saludable que la cerveza y otros licores sigue siendo muy controversial (Lindberg y
Amsterdam 2008).


http://es.wikipedia.org/wiki/1991
http://es.wikipedia.org/wiki/CBS
http://es.wikipedia.org/wiki/60_minutos
http://es.wikipedia.org/wiki/Vino

El vino es una substancia rica en compuestos polifendlicos, los cuales han despertado gran
interés debido a su papel en la evaluacion de la calidad del vino (color, sabor, astringencia
y amargor) y su importancia desde el punto de vista médico (antioxidante y antitumoral)
(Renaud y de Lorgeril 1992). Estos compuestos se pueden clasificar en dos tipos:
flavonoides y no flavonoides, siendo los flavonoides (flavonoles, taninos, antocianinas)
los més estudiados ya que presentan importantes beneficios de salud y actividades
farmacoldgicas, tales como anti-inflamatorio, anti-alérgico, anti-viral (Issuree et al. 2009),
antioxidante (Yang et al. 2001) y antimocrobial (Proestos et al. 2009). Los niveles de
dichos compuestos en vinos varian segun las variedades de la uva y los métodos de
procesamiento utilizados para su elaboracion (Corder et al. 2006). No obstante, numeroso
estudios han demostrado que los vinos tintos presentan mayores cantidades de
compuestos fenolicos que los vinos blancos debido a que su jugo es fermentado junto con
la cascara de la uva (Waterhouse 2002).

Los compuestos fenolicos son antioxidantes naturales (Lopez-Vélez et al. 2003),
responsables de varias caracteristicas organolépticas especialmente del vino tinto, como
color, amargor, astringencia y su capacidad antioxidante, convirtiéndose en un
componente fundamental de la calidad del vino (Harbertson y Spayd 2006). Es por esto,
que la capacidad antioxidante de las uvas se ha relacionado directamente con su
composicion fendlica, siendo las antocianinas los compuestos mayormente analizados.

Las antocianinas son los pigmentos responsables del color rojo de los vinos tintos, las
cuales se encuentran principalmente en la cascara y pulpa de las uvas, ofreciendo una
capacidad antioxidante significativa (Mufioz-Espada et al. 2004). Las uvas y los vinos
utilizados para estudios sobre la composicion de antocianinas y la actividad antioxidante
en general son de la especie Vitis vinifera, por ser la variedad més utilizada para la
produccién de vino en todo el mundo (Mufioz-Espada et al. 2004). Sin embargo, existen
otras variedades de uvas como Vitis rotundifolia y Vitis lambrusca que han ganado
importancia para el procesamiento de vinos en especial en lugares donde Vitis vinifera no
se puede producir (Acree et al. 1981).

Black Spanish (Vitis labrusca), también conocida con el nombre de Lenoir y Jacques, es
un hibrido que proviene de la especie Vitis aestivalis. Los taxonomistas afirman que el
hibrido incluye la filiacion de las tres especies, V. aestivalis, V. cinérea, V. vinifera (Galet
1979, Pongracz 1983, Viala y Ravaz 1903). Esta es considerada una uva jugosa, de color
negro azulado, la cual es utilizada principalmente para la elaboracion de jugos,
mermeladas y vinos (Stafne 2009).

Black Spanish es una de las variedades de uva mas cultivadas en la region sureste de
Texas debido a sus excelentes caracteristicas de maduracion en condiciones climaticas
extremas como altas temperaturas y humedad que se presentan en esta region del pais. Al
mismo tiempo, la uva Black Spanish presenta resistencia a algunas enfermedades
microbianas y fungicas como la enfermedad de Pierce, Texas Root Rot y la presencia de
moho (Buzombo et al. 2006). Por lo tanto, esta variedad ha sido cultivada para ser
consumida como fruta fresca y para su procesamiento (Stafne 2009).



Sin embargo, la uva Black Spanish no es explotada de manera eficiente en la industria de
elaboracion del vino debido a que sus compuestos aromaticos son actualmente percibidos
por sus consumidores como “atipicos”, otorgandole un perfil de sabor y aroma indeseable
que lo hace unico en comparacion con las variedades tradicionales de Vitis vinifera
(McEachern et al. 1997). No obstante, algunas evidencias sugieren que mediante
alteraciones en las practicas de produccion y el cambio en ciertas condiciones, estas
caracteristicas indeseables pueden ser reducidas, llegando a producirse un vino de calidad
que pueda ser comparado con un Merlot o Cabernet. Por ello, el departamento de Ciencia
de Alimentos de la Universidad Texas A&M ha invertido una cantidad significativa de
recursos para llevar a cabo proyectos relacionados con el vino elaborado a partir de dicha
variedad. Algunas investigaciones se han llevado a cabo en los ultimos afios como la
caracterizacion quimica de las uvas y vino de Black Spanish (Talcott et at. 2009) y las
propiedades antioxidantes del vino Black Spanish (Hogan 2009).

Al mismo tiempo, la industria del vino en Texas ha presentado diversos problemas, no
debido a la ausencia de frutas o la presencia de enfermedades, sino a la aparicion de
pequefios negocios que no tienen la experiencia suficiente y las habilidades para procesar
vinos de calidad representativos de la region; es por ello, que los mercados regionales han
sido llenados de vinos de baja calidad que no cumplen con las expectativas de sus
consumidores. Por lo tanto, los objetivos de esta investigacién fueron los siguientes:

e Evaluar las caracteristicas fisico-quimicas del vino Black Spanish mediante el
estudio de dos temperaturas de fermentacion (13-14 °C y 29-32 °C,
respectivamente).

e Evaluar el efecto del uso de enzimas de maceracion y la presencia de la cascara de
la uva durante la fermentacion en las caracteristicas fisico-quimicas del vino Black
Spanish.

e Evaluar la capacidad antioxidante y el perfil fendlico del vino Black Spanish
producido por fermentacion alcohdlica y malolactica.

e Evaluar la capacidad antioxidante y el perfil fendlico del vino Black Spanish al
inicio y la final de la fermentacién alcoholica.



2. MATERIALES Y METODOS

El proyecto fue dividido en dos estudios, fermentacion alcohdlica y fermentacion
alcohdlica y malolactica, respectivamente. Los analisis quimicos realizados, fueron los
mismos para ambos estudios y sus resultados fueron analizados de la misma manera.

Obtencion de uvas. Las uvas Black Spanish se obtuvieron del campo experimental de la
Universidad Texas A&M (College Station, TX), durante la cosecha del verano 2010.
Posterior a la cosecha, las uvas fueron limpiadas y almacenadas a -20 °C hasta el
momento de iniciar la elaboracion del vino.

Preparacion y de los vinos. Para el primer estudio, uvas previamente limpiadas (20kg)
fueron presionadas manualmente para lograr la extraccion del jugo y separar la cascara,
obteniendo 10 litros de jugo y aproximadamente 5 kg de céscara. Posteriormente las
cascaras obtenidas, se dividieron en dos partes iguales; la primera parte fue tratada con
enzimas comerciales de maceracion, Validase Trl y 220X Crystalzyme (Megazyme
company, Wicklow, Irlanda). Estas enzimas de maceracion fueron utilizadas con el
objetivo de maximizar la cantidad de jugo y pigmentos obtenidos a partir de la cascara de
la uva. La segunda parte fue adicionada al jugo para realizar un proceso de maceracion
normal.

El jugo de uva obtenido se distribuyd en dieciséis beakers de 1 litro, los cuales fueron
llenados hasta alcanzar 600 ml solo con los distintos tratamientos. Para los tratamientos
que contenian cascara se usaron 225 gramos de cascara de los 5 kg obtenidos en total. La
fermentacién alcohdlica tuvo inicio el 24 de Febrero del 2011, usando 3g de levadura
Saccharomyces cerevisiae (V1116) (Lallemand company, Canadd) por litro para cada uno
de los tratamientos. Al iniciar la fermentacion, los nutrientes para la levadura se agregaron
a cada uno de los tratamientos, tales como fosfato diamonico (5.283kg) y fermorcer
(7920mg) (Megazyme company, Wicklow, Irlanda). Ademas, 43 mg de metabisulfito de
potasio (K,0sS,) fueron afiadidos a cada uno de los tratamientos como antimicrobial.

Después de dos dias de haber iniciado la fermentacion, la levadura entrd en estado de
estrés debido a la ausencia de nutrientes, por lo tanto, 5ml de fosfato diamoénico fueron
afiadidos a cada tratamiento, seguido por un proceso de oxigenacion. Al finalizar la
fermentacidn alcohdlica, tanto en los tratamientos de temperatura fria (23 de marzo del
2011), como en los tratamientos de temperatura calida (01 de marzo del 2011), se agrego
25 mg de metabisulfito de potasio a cada tratamiento con la finalidad de evitar oxidacion
y dafio microbiano después del proceso de clarificado.



Antes de ser refrigerados, se aplico argén a cada una de las muestras como mecanismo de
conservacion y eliminacion de oxigeno. En cuanto al segundo estudio, los vinos fueron
preparados de la misma manera que los vinos del primer estudio, con la diferencia que
algunos vinos continuaron con la fermentacién malolactica mientras que otros solo
completaron la fermentacion alcohdlica, dependiendo del tratamiento.

Disefio experimental. Para el primer estudio, se utilizd un Disefio Completamente al
Azar, con un arreglo factorial de 2x2x4. EIl arreglo factorial consistio en dos etapas de
fermentacion (inicio y final), dos temperaturas de fermentacion (fria 13-14 °C y célida 29-
32 °C), cuatro tipos de vinos (vino Black Spanish sin tratamiento, jugo con céscara tratada
con enzima, jugo con cascara sin tratar y jugo extraido de la céscara tratada con enzima).
El arreglo de los tratamientos se observa en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Descripcion de los tratamientos para fermentacion alcoholica
Fermentacion

Inicio Final
Tipos de vino 29-32 °C 13-14 °C 29-32 °C 13-14 °C
Vino Black Spanish Tl T2 T3 T4
Céscara+enzima T5 T6 T7 T8
Cascara T9 T10 T11 T12
Jugo-céscara+enzima T13 T14 T15 T16

Para el segundo estudio, se utilizé6 un Disefio Completamente al Azar con un arreglo
factorial de 2x2x2, donde se evaluaron dos tipos de fermentacion (alcohdlica,
malolactica), dos temperaturas de fermentacion (calida 29-32 °C, fria 13-14 °C), y la
presencia o ausencia de la cascara de uva. Se contd con un total de ocho tratamientos con
tres repeticiones para un total de 24 unidades experimentales. El arreglo de los
tratamientos se observa en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Descripcion de los tratamientos para fermentacion malolactica
Fermentacion
Alcoholica Malolactica
Cascara de uva 29-32 °C 13-14 °C 29-32 °C 13-14 °C
Con céscara Tl T2 T3 T4
Sin céscara T5 T6 T7 T8




Contenido de fenoles totales. Para ambos estudios, el contenido de fenolicos totales se
determind mediante el método de Folin-Ciocalteu (Harbertson y Spayd 2006). Las
muestras reaccionaron con el reactivo Folin-Ciocalteu y la solucion de carbonato de sodio
y fueron incubadas por dos horas para posteriormente registrar la absorbancia a 726 nm
con un espectrofotometro (BMG Labtech Inc., Durham, North Carolina). El contenido de
fenoles totales se expres6 como miligramos equivalentes de &cido galico por litro de vino
(mg EAGI/L).

Cuantificacion de antocianinas. El contenido de antocianinas totales para el estudio | y
Il se cuantifico mediante el método de pH diferencial (Jurd 1964) que mide el cambio en
la absorbancia a dos diferentes valores de pH (1.0 y 4.5). La lectura de la absorbancia se
realiz6 a 520 y 700 nm con un espectrofotémetro (BMG Labtech Inc., Durham, North
Carolina). El contenido de antocianinas totales se expres6 como mg de malvidina-3-
glucosido equivalente por litro de vino (mg/L), con un coeficiente de extincién molar de
28.000.

Antocianinas monomeéricas y poliméricas. Para ambos estudios, la proporcion y tipo de
antocianinas presentes en las muestras se determind por el analisis de antocianinas
monomeéricas y poliméricas totales (Lee et al. 2005). EI método se basé en la propiedad de
la pérdida de color de las antocianinas monoméricas en metabilsufito de potasio, mientras
que las antocianinas poliméricas retienen color. En una celda se adicionaron 20 pL de
metabisulfito de potasio junto con 200 pL de la muestra; en otra celda se adicionaron 20
pL de agua junto con 200 pL de la muestra. Se llevé a cabo un barrido espectofométrico
desde los 400 nm hasta los 700 nm. Los resultados fueron expresados como % de
antocianinas monomeéricas y poliméricas.

Capacidad de Absorcion de Radicales Libres de Oxigeno. El ensayo se llevd a cabo
con la finalidad de medir la actividad atrapadora del radical peroxilo (Moore et al. 2005)
en cada uno de los vinos. Se utiliz6 la vitamina 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
acido carboxilico (Trolox) como estandar. Una solucion de reserva de fluoresceina en
tampdn fosfato fue preparada y almacenada a 4 °C, a partir de la cual se prepard una
solucion de fluoresceina fresca que fue afiadida a cada uno de las muestras para
posteriormente ser incubadas durante 20 min a 37 °C. La reaccion tuvo inicio al afadir el
generador del radical peroxilo, 2,2’-Azobis-2-amidinopropano (AAPH), preparado en el
tampon fosfato. La fluorescencia se midid utilizando un lector de microplatos FLUOstar
(485 nm de excitacion y 538 nm de emision), (BMG Labtech Inc., Durham, NC). Los
estandares y las muestras se realizaron por triplicado. Los resultados se expresaron en
pmol TE/g (Hogan et al. 2009).



Contenido de etanol. La concentracion de alcohol en ambos estudios, se determind
utilizando el kit de prueba de etanol de la compafila Megazyme (Wicklow, Irlanda). Se
colocd 0.10 mL de muestra en una cubeta plastica junto con 0.20 mL de solucion buffer
de pirofosfato de potasio y solucién de NAD, 0.02 mL de suspension de aldehido
deshidrogenasa y 2 mL de agua destilada. Se mezclo lo suficiente y se leyo la absorbancia
de dichas muestras a 340 nm con un espectrofotometro (Thermo Electron Corporation,
USA). Después de dos minutos se dio inicio a la reaccion afiadiendo a la muestra 0.02 mL
de suspensién de alcohol deshidrogenasa y se leyé nuevamente su absorbancia. Dicho
proceso se repitio utilizando agua destilada como blanco. Finalmente, se determino la
diferencia de absorbancias entre la muestra y el blanco y se calculé el contenido de etanol,
el cual fue expresado en [% Vv/v].

Acidez total y pH. Para ambos estudios, el pH se midié con un potenciémetro (AB15-
Accumet, Fisher Scientific) utilizando 50 mL de muestra para cada medicion. El
potenciometro se enjuagd con agua destilada entre cada muestra. Para el estudio I, se
determind la acidez titulable de acuerdo al Método de Fenolftaleina (Amerine y Ough
1976) utilizando 5 mL de muestra por medicion. Para realizar este anlisis, se coloc6 una
bureta de 25 mL por encima del vaso de precipitacion con la muestra, la cual fue llenada
con 0.1N NaOH. El hidréxido de sodio se afiadio lentamente a la muestra hasta que ésta
alcanzara un pH de 8.2. Simultaneamente, se afiadié 1 mL de solucion de fenolftaleina a
cada muestra para que actuara como indicador del cambio de pH y por ende del punto
final de la titulacion. La acidez titulable fue expresada como &cido tartarico (g/mL); sin
embargo, los resultados fueron expresados en % de acidez total.

Analisis estadistico. Se analizaron los datos para ambos estudios, usando un modelo
lineal general (GLM) y separacion de medias por método Duncan y LSMeans, junto con
la ayuda del programa estadistico, Statistical Analysis System (SAS®) version 9.1.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Fermentacion alcohdlica. El vino Black Spanish fermentado junto con la cascara de la
uva tratada con enzimas de maceracion y a una temperatura calida mostré el contenido de
fenoles totales mas alto (557 mg EAG/L), seguido por el vino fermentado junto con la
cascara de la uva sin ser tratada a igualmente temperatura célida (486 mg EAG/L). Los
vinos fermentados con la ausencia de la cascara a temperatura calida y fria presentaron el
contenido de fenoles totales méas bajo, 345 y 356 mg EAG/L, respectivamente. Esta clara
diferencia en los valores del contenido de fenoles totales (Cuadro 3), sugiere que la
presencia de la céascara de uva durante la fermentacién genera un vino con mayor
contenido de compuestos fenolicos; lo cual se debe a que los fenoles (flavonoides) se
encuentran principalmente en la cascara y las semillas de la fruta (Monagas et al. 2005).
La fermentacion tradicional debido a la larga maceracién en contacto con las semillas y
cascara de la uva, extraen mas compuestos fenolicos que la maceracion carbénica y la
termovinificacion. La maceracion carbonica consiste en la saturacion de la atmosfera de
fermentacion con CO; para lograr desintegrar los tejidos de la uva y extraer substancias
que se difundan en el jugo y la pulpa; por otro lado, la termovinificacion es un método
que consiste en el calentamiento de las uvas trituradas a temperaturas de 65-75 °C para
luego ser enfriadas y presionadas (Jackson 2000).

Al mismo tiempo, se logra observar que el contenido de fenoles totales en la mayoria de
los tratamientos no cambia significativamente a lo largo de la fermentacion y que los
tratamientos fermentados a temperatura calida presentaron mayor contenido de fenoles
totales, lo cual comprueba que la maceracion realizada a temperaturas elevadas aumenta
la extraccion de compuestos fendlicos ya que promueve su difusion de la cascara de la uva
hacia el jugo fermentado (Ribereau-Gayon et al. 2006).



Cuadro 3. Contenido de fenoles totales (mg EAG/L). |
Fermentacion

Inicio Final
29-32 °C 13-14 °C 29-32 °C 13-14 °C
Tipos de vino Media+DEe Media+DE® Media+DEe Media+DEe
Vino Black Spanish 377 +8.41°* 323 +15.4° 345 +3.44% 356 +1.13%
Céscara+enzima 557 + 5.74° 375 + 6.40°* 533+11.1%° 423 +9.79°
Céscara 486 + 0.38" 335 +47.1° 418 £ 74.6° 403 +15.8“
Jugo-céscara+enzima 393 +24.1% 352 +7.91% 399 +56.9 353 +10.5%

* Medias con letras diferentes entre tratamientos indican que hubo diferencia estadistica significativa (P<0.05).
DE® Desviacion Estandar

Los vinos que fueron fermentados con la cascara de la uva tratada con enzimas (CE) a
temperatura fria y célida presentaron el contenido de antocianinas totales més alto (53 y
43.4 mg/L, respectivamente), lo cual se debi6 a la mayor extraccion de jugo y fenoles de
la céscara de la uva a traves de las enzimas de maceracion (Cuadro 4). Sin embargo, la
diferencia entre el contenido de antocianinas de ambos vinos se debié al mayor tiempo en
contacto con la céascara por parte del vino fermentado a temperatura fria, ya que la
duracion de la fermentacion fue mayor (aproximadamente tres semanas mas); esto se debe
a que la fermentacion en contacto con la cascara por s6lo unos dias muestra una pérdida
en el contenido de antocianinas a lo largo del proceso (Ribereau-Gayon et al. 2006).

Cuadro 4. Contenido de antocianinas totales (mg/L). |

Fermentacion

Inicio Final
29-32 °C 13-14 °C 29-32 °C 13-14 °C
Tipos de vino Media+DEe Media+DEe Media+DEe Media+DEe
Vino Black Spanish 36.5+1.94°  37.8 +5.49% 38.0+1.92%  36.2+0.77%
Céscara+enzima 64.4+1.48  48.3+1.15% 434 +16.6“ 53.0+1.25
Céscara 51.7+0.53"  32.7+2.94 21.1+6.78%  42.6+2.37°
Jugo-cascara+enzima 37.5+1.96™  39.4+0.99% 241+318%  40.6+0.63"

*P Medias con letras diferentes entre tratamientos indican que hubo diferencia estadistica significativa (P<0.05).
DE® Desviacion Estandar

A pesar que los vinos fermentados a una temperatura fria presentaron mayor valor ORAC
que los fermentados a temperatura calida (Cuadro 5), todos los vinos Black Spanish
presentaron un valor ORAC bajo (menor a 2 umol TE/mL, aproximadamente). No se
encontrd correlacion estadisticamente significativa entre el contenido de fenoles totales y
los valores ORAC. El ensayo ORAC se utiliz en este estudio para medir la capacidad
antioxidante de los vinos contra la generacién de radicales libres de oxigeno. Esto sugiere
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que la capacidad antioxidante del vino no sélo depende de su contenido de fenoles totales,
es probable que existan otros componentes y otras especias reactivas capaces de
interactuar con los radicales libres (Hogan et al. 2009).

Cuadro 5. Capacidad de Absorcion de Radicales Libres de Oxigeno (umol TE/mL)

Fermentacion

Inicio Final
29-32 °C 13-14 °C 29-32 °C 13-14 °C
Tipos de vino Media+DEe Media+DEs® Media+DEs® Media+DEe
Vino Black Spanish 3.77+0.16°  2.46 +0.02° 1.58+0.05  2.06 +0.00%"
Céscara+enzima 356 +0.23°  2.63+0.04° 1.92 +0.02"  2.17 +0.02"
Céscara 3.94+0.03%  2.64+0.07" 1.75+0.03  2.30 +0.02°
Jugo-céscara+enzima 352+0.09°  2.40+0.04° 1.66 +0.04"  2.15+0.04"

#> Medias con letras diferentes entre tratamientos indican que hubo diferencia estadistica significativa (P<0.05).
DE® Desviacion Estandar

La polimerizacién es importante en la estabilizacion del color del vino, ya que convierte a
las antocianinas en moléculas mas resistentes a la decoloracién causada por didxido de
sulfuro o alto pH (Lee et al. 2005). EI vino que presenté mayor contenido de antocianinas
poliméricas fue el vino fermentado sin presencia de cascara a una temperatura calida (59.9
%); por otro lado, el vino fermentado con presencia de la cascara de la uva a una
temperatura fria presentd el valor mas bajo (Cuadro 6). En general, los vinos fermentados
a temperaturas calidas presentaron mayor contenido de antocianinas poliméricas, lo cual
se debe a que temperaturas mayores favorecen reacciones de polimerizacion y
condensacion de antocianinas (Jackson 2000). Sin embargo, se observé que los vinos
fermentados en contacto con la céascara de la uva presentaron un contenido menor de
antocianinas poliméricas, ya que la cascara pudo haber bloqueado el movimiento de las
antocianinas retardando su polimerizacion.

Cuadro 6. Contenido de antocianinas poliméricas (%). |

Fermentacion

Inicio Final
29-32 °C 13-14 °C 29-32 °C 13-14 °C
Tipos de vino Media+DEe Media+DEe Media+DEe Media+DEe
Vino Black Spanish 51.5+0.46°  42.5+9.87° 59.9 +5.66°  36.0 +1.39%
Céscara+enzima 40.1 +2.14%"  38.6+2.31" 47.7+4.21°  33.1+0.69"
Céscara 48.1+1.90™ 405+ 4.81% 48.6+11.9"  37.4+3.58"
Jugo-cascara+enzima 49.6+199"  37.6+1.73" 42.1+318"  36.1+1.19

*P Medias con letras diferentes entre tratamientos indican que hubo diferencia estadistica significativa (P<0.05).
DE® Desviacion Estandar
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El etanol es sin duda el alcohol més importante presente en el vino. Bajo condiciones
estandares de fermentacion, el etanol puede acumularse en un 12-14%, aproximadamente.
Los factores primordiales que controlan la produccion de etanol son el contenido de
azucar, la temperatura y la tension o estrés presentado por la levadura (Jackson 2000). El
vino fermentado sin cascara a temperatura calida presenté el mayor valor (13.72%), lo
cual se debié a una mayor fermentacion a temperaturas elevadas. El contenido de azUlcar
de la uva juega un papel fundamental en la produccién de etanol y al mismo tiempo se
convierte en un punto critico para el crecimiento y metabolismo de la levadura; por ello,
en jugos obtenidos de especies como V. labrusca y V. rotundifolia es necesario la adicion
de azucar para alcanzar una produccién estandar de 12% de alcohol en los vinos (Jackson
2000). Los porcentajes de etanol obtenidos de los vinos fermentados a temperaturas bajas
son insignificantes (Cuadro 7), lo cual pudo haber ocurrido por el estrés de la levadura
causado por bajas temperaturas o por falta de azucar para las actividades de la levadura.
También se pudo observar que los tratamientos que presentaban céscara tratada con
enzimas presentaron un contenido de etanol mas bajo, ya que al inicio de la fermentacion
las enzimas extrajeron compuestos que pudieron presentar un efecto antimicrobial,
afectando o retardando las actividades normales de la levadura.

Cuadro 7. Contenido de etanol total (%). |

Fermentacion

Inicio Final
29-32 °C 13-14 °C 29-32 °C 13-14 °C
Tipos de vino Media+DEe Media+DEe Media+DEe Media+DEe
Vino Black Spanish 13.1+0.86*  0.05+0.00" 13.1+0.43®  0.05+0.00
Céscara+enzima 359+2.01°  0.05+0.00f 11.7+£0.09°  0.04 +0.00'
Céscara 11.9+0.28"  0.04 +0.00' 12.2+0.19™  0.05 + 0.00'
Jugo-cascara+enzima 2.16 +0.30°  0.05+0.00" 0.05+0.00"  0.04 0.00"

#> Medias con letras diferentes entre tratamientos indican que hubo diferencia estadistica significativa (P<0.05).
DE® Desviacion Estandar

En cuanto al pH de los vinos tintos, por lo general se busca un rango entre 3.3y 3.7, ya
que vinos con alto pH (>3.9) son muy susceptibles a la oxidacion y pérdida de aroma;
igualmente, un bajo pH facilita la hidrolisis de disacaridos, afiadiendo lentamente azlcares
fermentables al vino (Singleton 1987). La disminucion y el control del pH de los vinos se
debe al rol que desempefian los acidos (mélico y tartarico, principalmente) en el mismo, lo
cual es crucial en la estabilidad del color de los vinos tintos, ya que a medida aumenta el
pH, las antocianinas se decoloran y se tornan azules. Al mismo tiempo, el bajo pH
producido por &cidos presenta un efecto antimicrobial previniendo el crecimiento de
bacterias y mejorando las propiedades antimicrobianas de los &cidos grasos (Doores
1983). Todos los vinos Black Spanish presentaron un pH relativamente dentro del rango
deseado (Cuadro 8), lo cual puede contribuir en aspectos antes mencionados.
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Cuadro 8. Valores de pH de los tratamientos evaluados. |

Fermentacion

Inicio Final
29-32 °C 13-14 °C 29-32 °C 13-14 °C
Tipos de vino Media+DEe Media+DEe Media+DEe Media+DEe
Vino Black Spanish 3.54 +0.01° 3.85+0.01° 3.61+0.02°  3.82+0.01®
Céscara+enzima 3.57+0.02%  3.82+0.00® 356 +0.01%  3.77+0.01°
Céscara 3.56 £0.05"  3.82+0.02® 3.70 £ 0.08° 3.77+0.01°
Jugo-cascara+enzima 3.59+0.01%®  3.82+0.01* 3.70+0.00°  3.78+0.01%

#> Medias con letras diferentes entre tratamientos indican que hubo diferencia estadistica significativa (P<0.05).
DE® Desviacion Estandar

Fermentacién alcohdlica y malolactica. La fermentacion malolactica o secundaria es el
proceso mediante el cual el acido malico es transformado quimicamente a acido lactico,
por medio de bacterias de origen lactico. Dicha fermentacion se produce gracias a las
necesidades metabdlicas de las bacterias que emplean el &cido malico en la generacion de
ATP. El efecto final de la fermentacion malolactica es disminuir el pH del entorno, lo cual
es deseable en la produccion de vino tinto ya que dicha acidez le brinda un caracter
necesario al vino para soportar largos periodos de afiejamiento, con el fin de transformar
la textura del cuerpo, la densidad y el sabor del mismo (Davis et al. 1985). La
fermentacion malolactica se produce seguidamente de la fermentacion alcohdlica o
primaria; es por ello, que se esperaria que los vinos que sufrieron fermentacion
malolactica presenten mayor cantidad de polifenoles ya que el tiempo de exposicion con
la cascara fue mas prolongado.

Los resultados obtenidos en los vinos que alcanzaron fermentacion malolactica fueron
valores mas altos en comparacién con los vinos que completaron solamente la
fermentacidn alcoholica. El vino Black Spanish fermentado malolacticamente junto con la
cascara de la uva y a una temperatura fria reveld el contenido de fenoles totales méas alto a
1020 mg de EAGIL, seguido por los vinos producidos por fermentacion alcoholica en
contacto con la céscara de la uva a temperaturas célida y fria (992 y 975 mg de EAGIL,
respectivamente) (Cuadro 9). Al mismo tiempo, el vino producido por fermentacion
secundaria junto con la céascara de la uva a temperatura célida presenté el contenido de
antocianinas totales mas alto a 15.7 mg/L, seguido por el vino producido por fermentacion
primaria con presencia de cascara de uva a una temperatura fria (15.2 mg/L) (Cuadro 10),
lo cual se debe a que las antocianinas se encuentran comdnmente en las vacuolas celulares
de la cascara (antocianoplastos) (Wagner 1982). La diferencia en el contenido de fenoles
totales y antocianinas totales presente en los vinos producidos por fermentacion
malolactica con los producidos por fermentacion alcohdlica se debe a la maceracion
prolongada que sufrieron los vinos fermentados malolacticamente, lo cual provoca un
aumento en la concentracion de fenoles, antocianinas y en la intensidad del color del vino
(Ribereau-Gayon et al. 2006).
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Cuadro 9. Contenido de fenoles totales (mg EAG/L). Il

Fermentacion

Alcohdlica Malolactica
29-32 °C 13-14 °C 29-32 °C 13-14 °C
Céscara de uva Media+DEe Media+DE® Media+DEe Media+DEe
Presencia de cascara 092 +43.6° 975+ 42.6° 1020 +32.5° 886+ 25.3"
Ausencia de cdscara  575+12.2° 583 +39.1° 500 +45.9° 567 +29.0°

P Medias con letras diferentes entre tratamientos indican que hubo diferencia estadistica significativa (P<0.05).
DE® Desviacion Estandar

Cuadro 10. Contenido de antocianinas totales (mg/L). |1

Fermentacion

Alcohdlica Malolactica
29-32 °C 13-14 °C 29-32 °C 13-14 °C
Cascara de uva Media+DEe® Media+DEe Media+DEe Media+DEe®
Presencia de céascara 123+1.01°  152+4.76" 15.7+2.35° 9.83+1.51%
Ausencia de cascara 6.27 +0.67°  8.78 +2.63™ 7.68+1.35°  7.67+0.22°

¥ Medias con letras diferentes entre tratamientos indican que hubo diferencia estadistica significativa (P<0.05).
DE® Desviacion Estandar

Las antocianinas se pueden encontrar polimerizadas con ellas mismas o con otros
compuestos fenodlicos, proteinas y polisacaridos aumentando su estabilidad frente al pH
(Mazza 1995). Los pigmentos de antocianinas poliméricas no muestran un cambio
pronunciado del color con los cambios de pH y temperatura, lo cual es caracteristico de
las antocianinas monoméricas (Wrolstad et al. 2005). Adicionalmente, el grado de
polimerizacion de los compuestos fendlicos presenta un marcado efecto sobre la actividad
antioxidante, siendo asi los compuestos poliméricos mas potentes como antioxidantes que
los mondmeros (Garcia 2005).

En este caso, los vinos que continuaron con fermentacién malolactica presentaron un
contenido de antocianinas poliméricas mayor al de los vinos que completaron Gnicamente
la fermentacion primaria (Cuadro 11), lo cual se debe a que el contenido de antocianinas
monomeéricas va disminuyendo durante la fermentacion y afiejamiento de los vinos

(Tsai et al. 2004).
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Cuadro 11. Contenido de antocianinas poliméricas (%). Il

Fermentacion

Alcoholica Malolactica
29-32 °C 13-14 °C 29-32 °C 13-14 °C
Céscara de uva Media+DEe Media+DEe Media+DEe Media+DEe
Presencia de cascara 57.4+17.7"°  34.5+9.22° 69.8 £2.95®  40.3 +4.04%
Ausencia de cascara 72.3+20.1®°  47.9+531% 845+0.36°  50.9+1.01%

* Medias con letras diferentes entre tratamientos indican que hubo diferencia estadistica significativa (P<0.05).
DE® Desviacion Estandar

El contenido de etanol no tuvo grandes diferencias entre los vinos y sus valores se
encontraron dentro de los limites (12-14%) (Jackson 2000); sin embargo, el vino
fermentado malolacticamente en ausencia de céascara de uva y a una temperatura fria
presentd el contenido de etanol mas alto (Cuadro 12).

Cuadro 12. Contenido de etanol total (%). 1l

Fermentacion

Alcoholica Malolactica
29-32 °C 13-14 °C 29-32 °C 13-14 °C
Céscara de uva Media+DEe Media+DEe Media+DEe Media+DEe
Presencia de cascara 11.2+0.52  11.2 +0.94" 11.5+0.42° 11.1+0.38°
Ausencia de cascara 12.1 +0.08® 11.6 £ 0.20° 11.9+£0.08*° 12,1 +0.47°

¥ Medias con letras diferentes entre tratamientos indican que hubo diferencia estadistica significativa (P<0.05).
DE® Desviacion Estandar

En general, los vinos producidos por fermentacion malolactica presentaron una acidez
total menor y un pH mayor al de los vinos producidos por fermentacion alcoholica
(Cuadro 13 y 14), logrando el efecto principal de la fermentacion secundaria (reduccion
de acidez), para obtener vinos méas suaves y con un mejor cuerpo; lo cual se debe a que el
acido malico, con caracteristicas mas agresivas y pronunciadas, es reemplazado por el
acido lactico. Uno de los principales factores del medio que afecta la estabilidad del color
de las antocianinas es el pH.

Dependiendo del pH las antocianinas pueden existir en cuatro especies diferentes: base
quinoidal, cation flavilio, pseudobase carbinol y chalcona. En soluciones muy acidas (pH
< 0.5) el cation flavilio rojo es la unica estructura. Con incrementos de pH la
concentracion del cation decrece dando lugar a la base de carbinol incolora. Entre pH 4 y
5.5 habra poco color, ya que las dos formas coloreadas estaran en bajas concentraciones y
el equilibrio se desplazara a las formas incoloras. Por lo tanto, la forma chalcona es la mas
susceptible a la degradacion, y la forma idnica flavilio es la mas estable. (Chandra et al.
1992). Hubo un leve incremento en el pH durante la fermentacion malolactica, en donde
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la mayoria de los vinos alcanzaron un pH de 4, aproximadamente, por lo cual se esperaria
que dichos vinos presenten menor color que los vinos fermentados alcohdlicamente.

Cuadro 13. Valores de pH de los vinos Black Spanish. 11

Fermentacion

Alcohdlica Malolactica
29-32 °C 13-14 °C 29-32 °C 13-14 °C
Cascara de uva Media+DEe Media+DEs Media+DEe Media+DEe

Presencia de céscara 3.81+0.02¢ 3.87+0.06° 408 +0.01*° 4.05+0.01%®
Ausencia de cascara 3.78+0.01% 3.74 +0.02° 4.02+0.03° 4.02+0.01°

¥ Medias con letras diferentes entre tratamientos indican que hubo diferencia estadistica significativa (P<0.05).
DE® Desviacion Estandar

Cuadro 14. Acidez total (%) de los vinos Black Spanish

Fermentacion

Alcoholica Malolactica
29-32 °C 13-14 °C 29-32 °C 13-14 °C
Cascara de uva Media+DEe Media+DEe Media+DEe Media+DEe
Presencia de céascara 8.40+0.91®  8.10+0.60% 6.60+1.05° 5.80+0.17°
Ausencia de cascara 8.85+0.26°  7.25+1.50" 6.05+0.09° 6.05+0.61°

¥ Medias con letras diferentes entre tratamientos indican que hubo diferencia estadistica significativa (P<0.05).
DE® Desviacion Estandar



4, CONCLUSIONES

Los vinos Black Spanish fermentados junto con la cascara de la uva presentaron
mayor contenido de antocianinas y fenoles totales que los vinos fermentados sin la
cascara de la piel. Sin embargo, éstos ultimos presentaron el mayor contenido de
antocianinas poliméricas.

El porcentaje de etanol presente en los vinos Black Spanish fermentados a
temperatura fria (13-14 °C) fue relativamente bajo, lo cual se debié probablemente
al estrés de la levadura causado por las temperaturas extremas.

La presencia de la cascara de la uva durante la fermentacion junto con una
temperatura célida de fermentacion (29-32 °C), son factores que contribuyen en la
elaboracion de vinos Black Spanish con un mayor contenido de compuestos
fendlicos y antocianinas.

Los vinos Black Spanish fermentados malolacticamente en contacto con la cascara
de la uva presentaron mayor contenido de fenoles y antocianinas totales que los
vinos que completaron Unicamente la fermentacion alcohdlica. Al mismo tiempo,
se produjo una reduccion de acidez durante la fermentacién secundaria.



5. RECOMENDACIONES

Hacer un andlisis sensorial de los vinos Black Spanish evaluados, utilizando un
método de analisis descriptivo de Perfil de Sabor.

Identificar los compuestos fendlicos presentes en el vino Black Spanish al finalizar
la fermentacion maloléctica mediante HPLC o cromatografia de gases GC.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Flujo de proceso para la elaboracion de vino Black Spanish
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