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RESUMEN

En la actualidad, la produccion de vino genera una gran cantidad de residuos organicos,
siendo uno de ellos el orujo de las uvas (pieles y semillas), el cual suele acabar como un desecho
sélido con poco valor econémico. Sin embargo, este material contiene un alto valor en
compuestos fendlicos no extraidos en su totalidad. Recientemente, diversas investigaciones han
estudiado diferentes métodos de extraccion no convencionales a partir del uso de tecnologias

mas eficientes, con el objetivo de obtener compuestos bioactivos con alto rendimiento.

Para este estudio se evalud el efecto de la exposicion del orujo de uvas Cabernet Sauvignon
a plasma frio atmosférico, a partir de la aplicacion de 1 6 5 pulsos de 1 min cada uno, utilizando
agua o una mezcla al 50% de agua con etanol como solventes para la extraccion de compuestos

fendlicos.

Los resultados mostraron que el plasma frio atmosférico no produjo un cambio significativo en
la extraccion de fenoles, acidez titulable y en el color de los extractos, a la longitud de onda a 420,
520y 620 nm, pero si provocé cambios significativos en la absorbancia a 316 y 375 nm. Ademas,
el plasma si afecto variables como el pH y contenidos sélidos solubles, los que aumentaron en
los tratamientos expuestos a 5 pulsos. Ademas, en el transcurso del trabajo se observo que el
uso de la tecnologia de plasma produjo una disminucién de volumen y variacion de temperatura
en las muestras (aumento en algunos casos y disminucién en otros), dependiente del tiempo de
tratamiento y el tipo de solvente. Como consecuencia de lo anterior se sugiere desarrollar una

investigacién mas extensa de los efectos del uso de plasma frio sobre el orujo de uva.



ABSTRACT

Currently, wine production generates a large amount of organic waste, one of which is the
grape pomace (grape skins and seeds), that usually end up as a solid waste with less economic
value. However, this material contains a high amount of phenolic compounds that are not fully
extracted during the winemaking process. Various investigations have researched different non-
conventional methods of extraction that may improve the goal of obtaining bioactive compounds
with high performance.

This study evaluated the effects of the exposure of grape pomace of Cabernet Sauvignon
variety to cold atmospheric plasma using 1 or 5 pulses of 1 min each, using water or 50% of water
with ethanol, as extraction media for phenolic compounds.

The results showed that the cold atmospheric plasma did not produce a significant change in
the extraction of phenols, titratable acidity and in the color the extracts at 420, 520 and 620 nm,
but some variations were observed a 316 and 375 nm. Besides, the plasma treatments effected
the pH and soluble solids, which increased its concentrations in the 5 pulses treatment. As an
important note, it was observed that the use of plasma technology produced a decrease in sample
the volume and a temperature variation of the samples (increase in some cases and decrease in
others) depending on the treatment time and the type of solvent. For this reason, it is suggested

that further research on the effects of using cold plasma on grape pomace should conducted.
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1. INTRODUCCION

Vitis vinifera L. es una especie vegetal ampliamente cultivada en el mundo, principalmente
por la industria vitivinicola, dado los distinguibles productos obtenidos a partir del procesamiento
de sus frutos, (gj. vino, vinagre, destilados, etc). En afio 2018, se estimé que la superficie viticola
mundial alcanz6 a los 7,4 millones de hectareas en el mundo, siendo uno de los afios mas
productivos de las Ultimas dos décadas, y el cual se explica por el aumento de los rendimientos
y de las mejoras continuas de las tecnologias viticolas (OlV, 2019). Con respecto a la produccién
de vino a nivel global (excluidos jugos y mostos), en el 2018 se alcanzé un volumen de
292 millones de hectdlitros; lo que representa un aumento del 17 % con respecto a 2017 (OIV,
2019).

En Chile la superficie total destinada a la produccién de uvas para vinificacion alcanza las 141
mil hectéareas, con un total de vino producido de alrededor de 1200 millones de litro por afio
(ODEPA, 2020).

Durante la produccion de vino la industria vitivinicola genera una gran cantidad de residuos,
muchos de los cuales no son para aprovechados o valorizarlos. Segun datos de la organizacion
de vifia y el vino (OIV, 2015), se estima que por cada 100 kg de uva procesada se genera
alrededor de 25 kg de subproductos, principalmente orujos, cifra significativa para paises
productores como Chile.

Este desecho sélido o subproducto obtenido de la elaboracién de vinos estd compuesto por
pieles y semillas que corresponden aproximadamente a un 20 — 30% en peso de la masa total de
las uvas procesadas. Si estos no se disponen o se tratan adecuadamente, pueden ser facilmente
atacados por microorganismos, generando gases de efecto invernadero, malos olores y
problemas de contaminacién con su consiguiente impacto ambiental negativo (Casazza et al.,
2010). Sin embargo, no todo lo referente a la generacién de orujos es desfavorable, por cuanto
dichos subproductos contienen un valor potencial tanto como biomasa, o debido a su contenido
de antioxidantes, principalmente compuestos fendlicos de tipo flavonoides (Bulnes del Valle,
2012). Durante el proceso de fermentacion alcohdlica y el presando en la elaboracién de vinos,
no se extraen todos los compuestos de alto valor presente en el orujo de la uva (Bulnes del Valle,
2012). Del mismo modo, el orujo de uva es también rico en compuestos fendlicos simples (no
flavonoides), con alto contenido de &cido gdlico y acido protocatequico en semillas, y de acidos
hidroxicindmicos con interesantes efectos bioactivos (Teixeira et al., 2014).

Una de las principales vias de aprovechamiento de los orujos ha sido su uso en alimentacion
de animal, especialmente para rumiantes (Famuyiwa & Ough, 1982), o el compostaje y



reincorporacion a los vifiedos. Sin embargo, en los Ultimos afios ha surgido nuevas vias de
valorizacion de estos residuos extrayendo su contenido de polifenoles y propiedades
antioxidantes para usarlos como nuevas materias primas en la industria alimentaria, cosmeética,
ganadera, agricola, farmacéutica, ademas de su uso como biomasa para la generacion de
energia (Martinez et al., 2015; Tournour et al., 2015; Yu & Ahmedna, 2013).

Para conseguir la extraccion de compuestos fendlicos de los orujos de la uva de una forma
mas eficiente se han estudiado una serie de métodos no convencionales de extraccion, con la
finalidad de reducir tiempos de operacion, maximizar la extraccion, y disminuir el uso de solventes
(Casazza et al., 2010). Dentro de estas técnicas encontramos el uso de pulsos eléctricos,
microondas, fluidos sub-criticos, fluidos supercriticos, procesamientos a altas presiones,
ultrasonido y extraccion asistida por plasma frio atmosférico (PFA) entre otros. Esta Ultima técnica
basada en tecnologia de plasma frio atmosférico, actualmente se ocupa en el area de
postcosecha para asegurar la inocuidad alimentaria y extender la vida (til de hortalizas o frutas a
bajas temperaturas (Ramazzina et al.,, 2016). Ademas, en los Ultimos afios se han realizado
investigaciones con la premisa de que este método podria favorecer la extraccion de fenoles;
debido a que esta técnica puede convertir el medio gaseoso a un estado de alta reaccién con
bajo costo energético, generando especies reactivas que son capaces de modificar las
estructuras celulares, permitiendo la recuperacion de compuestos bioactivos a partir de
subproductos obtenidos de frutas procesadas (Bao, 2020 a).

Por todo lo anterior, en el presente trabajo se propuso las siguientes hip6tesis y objetivos:

1.1. Hipétesis

El pretratamiento del orujo de uva vinifera con plasma frio atmosférico permite un aumento del

contenido de compuestos fendlicos y otros metabolitos extraidos en medio liquido.

1.2. Objetivo general

Evaluar el efecto de tratamientos con plasma frio atmosférico sobre la extraccién de compuestos

fendlicos del orujo de uva vinifera en un medio acuoso e hidroalcohdlico.



1.3. Objetivos especificos

- Evaluar el efecto del pretratamiento con plasma frio atmosférico sobre la extraccion de
fenoles utilizando dos tipos de solventes: agua y 50% etanol.

- Analizar la acidez titulable, color, pH y solidos solubles del medio luego de los
tratamientos con plasma frio atmosférico en orujo de uvas de la variedad Cabernet Sauvignon

en solvente acuoso y organico.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Antecedentes generales de la uva

La materia prima para la obtencién del vino son los frutos de la vid, que corresponden a un
conjunto de bayas agrupadas en racimos. La morfologia del fruto esta constituida por partes muy
diferenciadas: la piel o hollejo, la pulpa y las semillas o pepitas (Puig i Vayreda, 2016). Es por
esta razon que las bayas tienen una distribucion heterogénea, como se muestra en la Figura 2.1.
En la primera parte se encuentra la piel que esta conformado por epidermis que es una barrera
celular que esta recubierta en su superficie por una cuticula y sobre ella existe una capa de cera
llamada pruina que le permite por ejemplo retener el ingreso de microorganismos a la fruta. La
subcapa siguiente corresponde a la hipodermis que esta conformada por varias capas de células
gue acumulan las sustancias colorantes como antocianinas (en el caso de las variedades tintas),
taninos, flavonoles y sustancias aromaticas. En la region intermedia de la baya de uva se
encuentra la pulpa, segmento que representa el 80% aproximadamente del peso total del grano
de uva, que esta formada por el tejido vegetal, el parénquima, donde se acumulan sustancia
elaboradas por la misma planta como: agua, concentracion de azlcar, acido tartarico, entre otros.
(Puig i Vayreda, 2016). Finalmente, en la zona mas interior del grano de la uva se encuentran las
semillas, su numero es variable y su funciébn es proteger el embrién. Las pepitas estan

compuestas por taninos de gusto astringentes, aceites y flavanoles. (Casares et al.,2010).

Peciolo

Receptaculo

Haces centrales

Haces periférico

Figura 2.1. Partes de una baya de uva (Adaptado de Puig i Vayreda, 2016).



2.2. Importancia del orujo de la vid

2.2.1 Generalidades sobre el residuo de la vinificacién

Las uvas son una de las frutas més cultivadas en todo el mundo y aproximadamente el 80%
de la cosecha es utilizado por la industria de elaboracion del vino. Una vez cosechada la uva,
ésta se destina al proceso de vinificacion. En el caso del vino tinto, se fermentan las bayas
completas, incluyendo pieles y semillas. Durante la fermentacion alcohdlica, los compuestos
fendlicos provenientes de las bayas son transferidos al vino, mientras que los escobajos
generalmente son eliminados antes del proceso de molienda (Ribéreau et al., 2000). Se ha
estudiado que la extraccion de compuestos fendlicos a partir de las uvas durante el proceso de
fermentacion alcohdlica se extrae alrededor de un 30 a 40% de los compuestos (Van Balen, 1984;
Mazza, 1995). Esto significa que solo una parte de los compuestos fendlicos en las bayas son
transferidos al vino. Por otro lado, este proceso fermentativo genera uno de los principales

desechos vegetales del proceso de vinificacion que es el orujo.

Se estima que por cada 100 kg de uva procesada para la elaboraciéon de vino se generan
alrededor de 25 kg de subproducto, cifra significativa para paises productores de vinos que en el
caso de Chile ronda 1200 millones de litros al afio (ODEPA, 2020) que ademas se calcula que se
necesita 1,3 K de uva para obtener 1 L de vino aproximadamente, lo que supondria una
produccion de orujos de 3900 millones de toneladas. Por otra parte, a nivel global el orujo
representa el 20% del total de 69 millones de toneladas de uva destinadas anualmente a la
produccion de vino, generandose entre 13 y 14 millones de toneladas de orujo de uva (Davidov
et al., 2014).

2.2.2. Composicion del orujo de uva

El principal subproducto de la vinificacién es el orujo de uva, formado por semillas, hollejos,
escobajos y restos de pulpa que se generan después de las operaciones de prensado de la uva.
En general, tiene un contenido en materia seca de entre un 20 — 30% (Teixeira et al., 2014). La
composicion del orujo de uva es en fibras (47,2 - 50 %), proteinas (10 — 16,4 %), taninos (5 %),
cenizas (6,5—6,8 %) y los lipidos (6 — 11,4 %) que se encuentran en las semillas y estan formados
principalmente por 4cidos grasos poliinsaturados. A su vez también contiene carbohidratos (29,2
g/100 g) en forma de pectina (4 g/100 g), fructosa (9 g/100 g) y principalmente glucosa (8 g/100
g) (Yu & Ahmedna, 2013; Fedna, 2016; Sousa et al., 2014). Aparte de todo lo anterior, este
subproducto es rico en fuentes de compuesto fendlicos, principalmente antocianinas, flavonoles,
acidos fendlicos, taninos que permanecen en el orujo (Bulnes del Valle, 2012), donde



aproximadamente el 10 % de polifenoles se encuentran en la pulpa, el 30% en la piel y el 60%
en las semillas (Figura 2.2).

Pedicelo Pulpa

Hollejo o piel (6-10 capas

de células) Antocianinas

Ac. galico

Pepa o semilla

17,1 % taninos o
procianidinas

,8 Flavan- 3 - oles
(catequinas)

Figura 2.2. Distribucion de compuestos fenolégicos en la uva (Adaptado de Soler Fernandez,
2017).

2.2.3. Valorizacién del subproducto de la vinificacién

El orujo de la vid es uno de los principales desechos sdélidos que se obtiene después de la
elaboracion del vino, produciendo una gran cantidad de residuos. Por lo general, estos residuos
son usados como abono, quemados, aprovechados como alimento para ganado especialmente
para rumiantes (Famuyiwa & Ough, 1982). Sin embargo, en la actualidad este subproducto de la
uva también esta comenzando a ser utilizado como materia prima, debido a que productos
naturales como compuestos fendlicos que pueden ser totalmente aprovechables por su
capacidad de antioxidantes o agente reductor, y que son atractivos para industrias farmacéutica,
cosmeética, alimentaria y como uso para generar energia de combustion (Martinez et al., 2015;
Tournour et al., 2015; Yu & Ahmedna, 2013). Lo anterior permite su reutilizaciéon y ofrece una

reduccion de su impacto ambiental.

2.3. Compuestos fendlicos de interés

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios que estan presentes en las plantas y
en la vid procedentes de diferentes partes de racimo de la uva y consecuentemente en el vino
(Garrido & Borges, 2013), estas sustancias quimicas se distribuyen en todas las partes de las

plantas y su concentracién es muy variable a lo largo del ciclo vegetativo. Estos compuestos



actiian en diversas partes en las plantas como: estructura (ligninas), pigmentos, fitoalexinas, entre
otros. También los polifenoles estan asociados a las caracteristicas sensoriales como sabor,
color, dureza, astringencias entre otros (Scalbert et al., 2005). De acuerdo con la naturaleza de
los fenoles se pueden clasificar de varias formas y una de ellas corresponde a compuestos
extraibles o no extraibles. Los fenoles extraibles son aquellos compuestos que presentan pesos
moleculares bajos 0 medios que se logran extraer en diferentes tipos de disolventes acuoso o
acuoso organicos, en cambio, los compuestos no extraibles son aquellos que tienen un elevado
peso molecular o son polifenoles unidos a fibra dietética o proteinas que se puede encontrar en
los residuos de las extracciones. Sin embargo, en todos los fenoles parte de su estructura quimica
contienen un anillo aromético comdn unido a un grupo de hidroxilo (Figura 2.3) y permitir
clasificarlo de la forma mas relevante en dos tipos de grupos de fenoles: los flavonoides y no

flavonoides (Flamini et al., 2013).

OH

Figura 2.3. Estructura basica de los compuestos fenélicos (Adaptado de Soler Fernandez,
2017).

2.3.1. Flavonoides

Son compuestos quimicos naturales de las plantas que corresponden a un grupo de diversos
polifenoles de mayor importancia en uvas y vinos, aportando en la calidad como cantidad. En su
estructura son moléculas que poseen al menos dos subunidades fendlicas, con una cadena de
tres carbonos (C6-C3-C6) (Duefias Zurita, 2017). Estas moléculas pueden dar origen a diferentes
compuestos dentro de este grupo, entre ellos estan los flavonoles, flavanoles, antocianinas y

taninos, entre otros (Flamini et al., 2013).
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Figura 2.4. Estructura quimica general de los flavonoides presente en uvas y vinos (Adaptado
de Fanzone, 2012).

2.3.1.1. Flavonoles

Los flavonoles que estan presente en la vid se encuentran ubicados principalmente en partes
estructurales de la planta como los hollejos de las uvas (variedades tintas y blancas), semillas,
hojas y algunos compuestos de la pulpa, brotes e inflorescencias que juegan un rol protector
contra los rayos UV (Hernandez, 2016). La estructura molecular de estos compuestos quimicos
contiene un doble enlace entre el carbono 2 y 3, la cual se denominan 3- hidroxiflavonas (Garcia
Ossandon, 2016). Se caracterizan por ser pigmentos naturales que presentan una coloracién
amarilla, su concentracibn es muy variable dependiendo del tipo de uva. Los principales
flavonoles que predomina en el vino y en el jugo son la quercetina, kaemferol y miricetina (Garcia
Ossandon, 2016).

2.3.1.2. Flavanoles

Estos compuestos se caracterizan por estar presentes, principalmente en las semillas de las
uvas y de menor cantidad en los hollejos; sin embargo, también se encuentran en otros tejidos
de la planta de la vid como en la madera, hojas y escobajo, dando origen a los taninos
condensados o proantocianidinas. Por lo tanto, estan presentes en abundancia en la composicion
del vino y desde un aspecto sensorial los flavanoles poseen propiedades gustativas como
amargor y astringencia. También intervienen en la estabilizacion de color a través de reacciones
de condensacion con antocianinas (Fanzone, 2012), y a su vez forma parte en las reacciones de
pardeamiento oxidativo quimico y enzimético en interacciones con otras moléculas del vino y en
la formacion de turbidez o precipitados (Duefias Zurita, 2017). La estructura quimica de estos
compuestos esta constituida por dos carbonos asimétricos (C2 yC3) y ademas por no tener un

grupo carbonilo en la posicion 4 y un grupo hidroxilo en la posicion 3. Los flavanoles mayoritarios
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son el grupo de las catequinas, y estan presentes en el vino en forma de monémeros o polimeros,
ya que se deriva de la piel y semillas de las uvas (Garcia Ossandoén, 2016).

2.3.1.3. Flavonas

Estas moléculas pertenecen al tipo de compuestos fendlicos que esta presente en la Vitis
vinifera, pero con una concentracion menor a los anteriores flavonoides. Se caracteriza por
poseer una estructura doble enlace entre carbonos C2 y C3, también por no tener presente un
grupo de hidroxilo en el carbono posicion 3. Este tipo de flavonoide no es muy abundante en las

uvas, con excepto por la luteolina (Garcia Ossandon, 2016).

2.3.1.4. Flavononoles

Son compuestos quimicos que pertenecen al grupo de flavonoides, en lo particular a diferencia
de las otras moléculas anteriores, esta se caracterizan por no presentar un doble enlace en los
C2y C3. Ademés, posee un grupo hidroxilo en el carbono 3, algunos de estos flavononoles estan

presentes en el vino como: taxifolia, astilbina, entre otras (Garcia Ossandon, 2016).

2.3.1.5. Antocianinas

Las antocianinas o antocianas son compuestos fendlicos que pertenece a la familia de los
flavonoides, responsables de otorgar el color rojo al azul de vinos tintos y uvas, estos pigmentos
se encuentran ubicadas en las vacuolas de las tres o cuatro capas de células que forman la
hipodermis de las pieles de las uvas y a su vez presentes en la pulpa de algunas variedades de
cepas tintoreras (Garcia Ossandon, 2016). Estos flavonoides actlan como parte del sistema
antoxidante que ayuda a proteger a la planta contra el estrés luminico y también durante procesos
metabdlicos. En su estructura se caracterizan por presentar a dos anillos de 6 &tomos de carbono
unidos por un heterociclo central de 3 atomos de carbono, lo que en forma esquematica se puede
resumir como una estructura C6-C3-C6 (Pefia & Grupo de Investigacion Enoldgica, 2005). Las
antocianinas principales que se ha detectado en las uvas son: delfinidina, cianidina, petunidina,
peonidina y malvidina, las cuales entre ellas se diferencian en el nimero y posicion de los

sustituyentes hidroxilos y metaxilos localizados en su estructura basica (Figura 2.6).
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Figura 2.5. Estructura basica de antocianina (Adaptado de Fanzone, 2012).

El color de las antocianinas en una solucién de extraccion depende de varios factores, como
el tipo de sustitucion del anillo B, el pH de la solucién, las interacciones con otros constituyentes
del medio (copigmentacién y pigmentos poliméricos) y la formacion de complejos con los iones
metalicos. Entonces el color rojo de estos compuestos fendlicos depende del sustituyente
guimicos que contenga y la posicion de estos anillos B de la molécula, por ejemplo, aumenta los
grupos hidroxilos de los anillos fendlicos se intensifica el color azul, mientras que la presencia de

metdxilos provoca la formacion de compuestos mas rojizos (Hernandez, 2016).

2.3.2. No flavonoides

2.3.2.1. Acidos fenélicos

Los acidos fenoles estan presentes en todas las partes del grano de uva y estan constituido
por un solo anillo de seis &tomos de carbono, esto incluye a los acidos hidroxibenzoicos, con una
estructura del tipo C6-C1 vy los acidos hidroxicinAmicos con una estructura C6-C3 (Duefias Zurita,
2017).

2.3.2.1.1. Acidos hidroxibenzoicos

Este tipo de acidos fendlicos se caracteriza por tener en su estructura siete atomos de
carbono (Garcia Ossandén, 2016). Del grupo acido hidroxibenzoicos que méas se destaca en la
uvay en el vino es el 4cido gélico, encontrdndose en la pulpa y en las partes sélidas de la baya
de la uva en forma libre o como éster de flavanol ((-) epicatequina -3- galato). También el 4cido
gélico se destaca por presentar propiedades como gustativas como amargas, astringentes y por

ser uno de los polifenoles precursor de taninos hidrolizables en el vino (Kallithraka et al., 2009).
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COOH

OH

Figura 2.6. Estructura basica de acidos hidroxibenzoicos (Adaptado de Garcia Ossandodn,
2016).

2.3.2.1.2. Acido hidroxicinamico

Se caracterizan por estar ubicados principalmente en las vacuolas de las células de las pieles
y de la pulpa de las bayas, bajo en la condicion de ésteres tartaricos (Duefias Zurita, 2017). Los
acidos hidroxicinamico son compuestos fendlicos permiten promover el oscurecimiento del vino
y en la formacion de compuestos volatiles (Garcia Ossandon, 2016). También estan relacionada
a las propiedades gustativas como: amargor, astringencias y acidez. Dentro de los principales

compuestos presentes en las uvas son acido caftartico, cutarico y fertarico (Fanzone,2012).

COOH

R1
OH

Figura 2.7. Estructura basica de &cido hidroxicinamico (Adaptado de Garcia Ossanddn,
2016).
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2.3.2.2. Estilbenos

Dentro de los compuestos no flavonoides se encuentran los estilbenos, los cuales estan
formados por dos anillos aromaticos unidos por un puente eteno. En este grupo, el que mas se
destaca es el resveratrol que se encuentra en las pieles de las uvas, donde su concentracion
disminuye a medida que madura la baya (Garcia Ossanddn, 2016). Estos polifenoles son
conocidos como fitoalexinas que estan presentes en la vid, como una defensa cuando la planta
se ve afecta y atacada por insectos o factor abioticos como dafios fisicos, confiriendo mayor
resistencia a la planta frente enfermedades (Pussa et al., 2006). Ademas, también estan
presentes en el proceso de vinificacion, aportando propiedades antioxidantes en los vinos,
permitiendo ofrecer propiedades benéficas para la salud humana por entregar efectos
antioxidantes, acticancerigenas, cardioprotectivo y neuroprotectivo (Fanzone, 2012 & Saiko et al.,
2008).

2.3.2.3. Taninos

Son compuestos fendlicos que se pueden dividir en dos grupos: taninos hidrolizables y
condensados o proantocianidinas. Los taninos hidrolizables estos compuestos provienen barricas
de roble en el proceso de vinificacibn que principalmente en presencia de cambio de pH o
hidrolisis enzimética puede ser degradados particulas de azlcares y acidos fendlicos (Garcia
Ossandon, 2016). Con respecto a este Ultimo grupo, se destacan por estar presentes en los vinos
teniendo un rol importante en sus propiedades gustativas porque contribuyen en la formacién del
cuerpo del vino, la astringencia, color, sabor y el amargor, ademas de participar en la maduracién
del vino, debido a su poder de oxidacion, condensacion y polimerizacion (Garcia Ossandon,
2016). Los taninos condensados estan ubicados en la estructura sélida de la uva (piel y semillas)
y en la pulpa; ademas quimicamente se forman por condensacién de catequinas o diferente
namero de unidades de los diversos flavanoles con uniones directas mediante enlaces C4 — C8

6 C4-C8 entre las moléculas y no contienen azlcares en su estructura (Guayas et al., 2021).

2.4. Técnicas de extraccion de compuestos fenélicos

La extraccién de compuestos fendlicos unidos es dificil, ya que se ven obstaculizados por la
estructura de la pared celular del orujo de uva, que incluso puede atrapar también compuestos
fendlicos libres (Bao, 2020). Por lo tanto, la eleccion correcta del método, o la técnica de
extraccion, puede influir en gran medida en la recuperacion de fenoles, acompafiado con otros

factores como: la temperatura, que influye en la velocidad de la extraccion; el tiempo empleado
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de contacto, para el proceso de recuperacion de contenido de fenoles; el solvente, que debe ser
un liquido selectivo y a su vez eficaz para obtener mayor rendimiento; y también considerar la
relacion de la muestra /solvente que va a determinar la calidad de los compuestos fendlicos
extraidos (Ullari, 2010).

En lo que respecta al solvente a utilizar, su eleccion representa un factor esencial dado que
afecta directamente en la eficacia de extraccién del proceso. En cuanto a la naturaleza de los
polifenoles, debido a que varios presentan una naturaleza polar, permite solubilizarse faciimente
en medio polar aprético como las soluciones hidroalcohélicas (Mufioz, 2019). Esto en el dltimo
tiempo ha conllevado a que los investigadores prefieran solventes como: metanol, acetona,
etanol, agua o mezclas entre ellos para alcanzar mayores rendimientos de obtencion de fenoles
de subproducto derivado de la uva. Por ejemplo, el metanol es efectivo en la extraccion de
catequinas, epicatequinas y epigalocatequinas (Filgueira, 2017), pero se debe considerar que el
uso de metanol es incompatible para la extraccion de compuestos de elaboracion de alimento,
debido a que puede provocar por ingestion alteraciones digestivas, metabolicas, neurofisicas y
oculares en la salud humana (Masschelein-Kleiner, 2004) a diferencia del etanol. Sin embargo,
en términos de recuperacién del contenido total de fenoles en material organicos de desechos, la
combinacion agua/etanol muestran mejores resultados de rendimiento comparado con las
mezclas de metanol / agua. Esto se debe a que el solvente etanol da lugar a extractos que
predominan las catequinas, flavonoides y antocianidinas, que a su vez permite sustituir algunos

disolventes orgénicos téxicos o peligrosos (Fontana et al., 2013).

Entre los diferentes tipos de técnicas que hacen posible la extraccion de compuestos fendlicos,
los métodos convencionales consisten en el proceso de extraccion de muestras solidas con
solventes capaces de disolver la muestra. Como lo es el caso de la “extraccién solida — liquido”,
es un proceso de transferencia de materia en el que el compuesto de interés pasa desde la matriz
solida hacia una matriz liquida (Ullari, 2010). Este proceso consta de dos etapas: la primera se
produce una transferencia del compuesto desde una superficie del solido al solvente; la segunda
etapa se produce una transferencia mediante difusion desde el interior del sélido y es en esta
Ultima etapa limitante del proceso debido a la resistencia que ofrece la fase solida a la
transferencia de materia o penetracion de liquidos (Navajas, 2019). A una escala nivel industrial
Su Uso no es muy interesante, debido a que este proceso es mas lento, menos eficiente y requiere
mayor cantidad de energia y solvente. Sin embargo, en el dltimo tiempo se han desarrollado
estudios con métodos no convencionales que emplea el uso de tecnologias avanzadas y que
ofrecen una serie de ventajas, como: selectividad, rapidez, productividad y menores tiempo de
extraccion que favorece el rendimiento del proceso de recuperacion de compuestos fendlicos.

Algunas propuestas de tecnologias utilizadas en la Ultima década son: el uso de extracciéon
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asistida por ultrasonidos (EAU), por microondas (MAE), y el mas reciente es el uso del plasma
frio atmosférico (PFA).

2.5. Tecnologia para asistir la extraccién de compuestos fendlicos

2.5.1. Plasma frio atmosférico (PFA)

La tecnologia del plasma frio atmosférico (PFA), es una herramienta que actualmente tiene
mayor uso en el area de postcosecha, para asegurar la inocuidad alimentaria y extender la vida
util de vegetales o frutas a bajas temperaturas (Ramazzina et al., 2016). El plasma frio puede
describirse como una electricidad de gas neutro con una porcidn significativa de particulas
ionizadas. En esta condicion el gas puede ser sometido a un campo eléctrico entre dos electrodos,
también en un campo de corriente constante (corriente continua) o en un campo de corriente
alterna que generalmente son de alta frecuencia, a través de energia que se puede obtener por
campos térmicos, eléctrico, frecuencia de radio y microondas, que permite incrementar la energia
cinética de los electrones para provocar un aumento del nimero de colisiones en los productos
de plasma formadores de gas como electrones, iones y radiacién de longitudes de ondas

variables, incluyendo los de rangos de UV (Thirumdas et al., 2015).

Como se mencioné anteriormente, el uso mas comun del equipo de plasma frio atmosférico,
es aplicarlo a los tratamientos de reduccién de contaminaciéon microbiana en varios tipos de
productos alimenticios, principalmente en productos frescos. También, son utilizados en el
procesamiento de alimentos para lograr la inactivacidon microbiana en el producto y asi a su vez
mantener las cualidades sensoriales del alimento como su apariencia, calidad y frescura hasta
que llegue al consumidor final (Thirumdas et al., 2015). Sin embargo, en el Ultimo tiempo se ha
tratado de investigar nuevos usos de esta tecnologia (PFA), para conseguir la extraccion de
compuestos bioactivos de frutas, hortalizas o subproductos obtenidos de vegetales, ya que
permite convertir el medio gaseoso a un estado de alta reaccién con un bajo costo energético,
generando especies reactivas capaces de interrumpir las estructuras celulares, permitiendo asi
la recuperacion de compuestos fendlicos de los productos o subproductos obtenidos de frutas
procesadas (Bao, 2020a). Algunos antecedentes han demostrado que la aplicacién del PFA en
el jugo de granada aument6 el contenido de antocianinas entre un 21% y 35% (Kovacevic et al.,
2016) y el trabajo realizado por Won et al. (2017) concluyd que el efecto del plasma frio
atmosférico aumentd la capacidad de actividad antioxidantes en muestras de céscara de
mandarina. A su vez, Bao et al. (2020b) observaron que los tratamientos con PFA alteraron la

estructura de la pared celular del orujo de tomate con la formacion de superficies mas hidrofilas,
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lo que resulté en una mayor extraccion de compuestos fendlicos. Por dltimo, y de manera mas
reciente, se ha demostrado que el pretratamiento aplicado al efecto del plasma es prometedor
para aumentar la eficiencia de extraccion de fenoles al cambiar las propiedades de la superficie

del orujo de uva (Bao, 2020c).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Establecimiento y lugar del ensayo

El estudio se desarrollé en el Laboratorio Quimica Enologica, ubicado en la Universidad de
Talca, Campus Lircay, Talca, Chile.

3.2. Material vegetal

El trabajo se desarrollo con orujos fermentados de Cabernet Sauvignon obtenidos luego
de su vinificacion en Vifia Concha y Toro, comuna de Pencahue, Region del Maule, Chile. El orujo
se almacendé en un congelador a -20°C y antes de su utilizacion, las muestras fueron
descongeladas y secado con estufa universal (UN55, Memmert, Alemania) a una temperatura de
45°C por 48 h. Posterior a esto, se separaron manualmente las pieles junto con las semillas y se
molieron con una batidora de inmersiébn manual, marca Oster (FPSTHB5103R-052, China) a
maxima velocidad (220v;600 W; 50 Hz), hasta obtener una muestra homogénea, con un tamafio
de particula < 1 mm aproximadamente (Figura 3.1.). La muestra en polvo de 1 kg
aproximadamente se guardd en una bolsa hermética a temperatura ambiente en un lugar seco y

de poca luz hasta su uso.

Figura 3.1. Muestras en polvo de orujo de uva cv. Cabernet Sauvignon con un tamafio de

particula < Imm aproximadamente.

3.3. Reactivos

Los solventes utilizados en las extracciones fueron: agua destilada, etanol al 98%, todos los

cuales fueron adquiridos de la empresa Merck (Darmstadt, Alemania).
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3.4. Métodos de extraccion

3.4.1. Tratamientos control

Para la obtencién de compuestos fendlicos derivado del orujo de uva, se prepararon muestras
testigo sin exposicion al plasma frio atmosférico (PFA), con el fin de evaluar la diferencia de
comportamiento de las muestras tratadas con y sin plasma (Cuadro 3.1.)

Cuadro 3.1. Tratamiento control utilizados para la determinacién basal extraccién de

fenoles del orujo de uva cv. Cabernet Sauvignon

Controles Descripcion Repeticiones
En una capsula de Petri se agregé 1g de polvo orujo 6
C1l=H20 de uva junto con 30 mL de agua destilada (sin exposicién
al PFA)
En una capsula de Petri se agregé 1g de polvo orujo 6
C2= H20: EtOH de uva junto con 15 mL de agua y 15 mL de etanol (sin
exposiciéon al PFA)

3.4.2. Tratamiento de extraccidon con plasma frio atmosférico (PFA) sobre orujo de uva

cv. Cabernet Sauvignon

Para la evaluacién de la extraccién de compuestos fendélicos derivados de la uva utilizando
PFA, se utilizé el equipo Surface SAP 2 (Brasil) con parametros fijos de voltaje de 15 kV, potencia
de 1500 W, flujo de gas de 10 L/ min y corriente de 5 A. La extraccién se llevd a cabo bajo
diferentes condiciones de tiempo (min) y tipo de solvente (mL), de acuerdo con lo indicado cuadro
3.1.

Cada ensayo se realiz6 con cuatro repeticiones mas su tratamiento testigo para cada
medicion. Las muestras se colocaron en una capsula de Petri de 9 cm de didmetro y 15,6 mm de
alto y estas se ubicaron bajo el equipo PFA a una distancia de trabajo de 4,5 cm desde el electrodo
hasta la superficie de la muestra (Fig. 3.2.).

Una vez preparada las muestras, de acuerdo con su tratamiento, se midié su masa (g) con
una balanza analitica de la marca Shimadzu modelo (Aux 120 Kyoto, Jap6n) y a su vez, se
registro la temperatura con termémetro infrarrojo de la marca Proimeq (Providencia, Chile), antes

y después de someterlas al efecto del PFA.
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Cuadro 3.2. Tratamientos para la determinacion de los efectos del plasma frio atmosférico

sobre la extraccion de fenoles del orujo de uva cv. Cabernet Sauvignon bajo estudio.

T4= H.0: EtOH +
PFA-5

de uva junto con 15 mL de agua y 15 mL de etanol con 5
pulsos de 1 min de exposicion al PFA con pausas

intermedias de 1 min.

Tratamientos Descripcion Repeticiones
En una capsula de Petri se agreg6é 1g de polvo orujo 12
T1=H20 + PFA-1 |de uva junto con 30 mL de agua destilada con pulso de 1
min de exposicion al PFA.
En una capsula de Petri se agregé 1g de polvo orujo 12
de uva junto con 30 mL de agua destilada con 5 pulsos
T2=H20 + PFA-5 ) L ] ]
de 1 min de exposicion al PFA con pausas intermedias
de 1 min.
En una capsula de Petri se agregé 1g de polvo orujo 12
T3= H20: EtOH + )
PEAL de uva junto con 15 mL de agua y 15 mL de etanol con 1
pulso de 1 min de exposicion al PFA.
En una capsula de Petri se agregé 1g de polvo orujo 12

Figura 3.2. Ejemplo del tratamiento de orujo de uva cv. Cabernet Sauvignon expuesta a la

aplicacion de plasma frio atmosférico (PFA).
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3.5. Evaluaciones fisicas post- tratamiento de extraccién

Se utilizé balanza una analitica (Shimadzu, Aux 120, Kyoto, Japon) para determinar la
diferencia de masa de cada placa Petri, de forma de evaluar posibles pérdidas de volumen en las
muestras que fueron sometidas al equipo de plasma frio atmosférico como aquellas sin
exposicion (controles). Se midi6é la masa exacta (g) de cada prueba antes y después del
tratamiento, para evaluar la pérdida de solvente a través de la relacion de diferencia de masa
(masa inicial — masa final) que puede causar el equipo PFA. De esta misma forma se procedi6
con la medicién de temperatura con termémetro infrarrojo Proimeq (Providencia, Chile).

Posteriormente, las muestras se filtraron utilizando una bomba de vacio de la marca HAHSHIN
(Diaphradm vacuum pump HS-0153 (CE), Corea del Sur) con el fin de conseguir un liquido mas
homogéneo y permitir la separacion del orujo de uva en polvo del solvente, y la evaluacion

guimica de los extractos liquidos

3.6. Evaluaciones

3.6.1. Determinacién del efecto del PFA sobre el contenido de fenoles de orujo de uva

cv. Cabernet Sauvignon

El contenido de compuestos fendlicos de los extractos se determind por la medida de la
absorbancia a 280 nm (UV), porque el nlcleo bencénico caracteristico de los compuestos
polifendlicos tiene su maximo de absorbancia a esta longitud de onda. Esta evaluacion fue
cuantificada mediante el equipo de mesa lector de microplacas multimodo Synergy HTX multi -

mode reader marca BioTek (Winooski, EE. UU.).

3.6.2. Determinacion del color en el extracto del orujo de uva cv. Cabernet Sauvignhon

Para la obtencion del color, se utilizaron las muestras derivadas de los tratamientos (Cuadro
3.2.) sometida al efecto PFA, y controles (Cuadro 3.1.) con el fin de analizar el comportamiento
de las muestras a diferentes longitudes de onda que componen el espectro visible. Las
empleadas para la evaluacién corresponden a 316, 375, 420, 520 y 620 nm medida por el equipo
de mesa lector de microplacas multimodo Synergy HTX multi -mode reader marca BioTek
(Winooski, EE. UU.). Para el caso de la evaluacién de intensidad de color (IC) se considera los
valores obtenidos a través de las densidades Opticas de 420nm, 520 nm y 620 nm, que
corresponde a las tonalidades amarillo, rojo y azul, a través de un espectrofotometro, y la posterior

sumatoria de cada medida generada.

IC=420 nm + 520 nm + 620 nm
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Para todas las muestras se prepar6 una dilucion en una solucién de agua con una proporcion
1:10 que permitid determinar las lecturas de las absorbancias y se multiplicé por un factor de

dilucién de 10 para la comparacion de los resultados.

3.6.3. Otras determinaciones
3.6.3.1. Solidos solubles

El contenido de solidos solubles, o grados Brix, ofrece una buena estimacion del contenido de
azlcares en los jugos de frutas o0 mostos (Osterloh et al., 1996).

Para el caso de este ensayo cada muestra sometida al efecto del equipo del plasma frio
atmosférico se le determind la cantidad de solidos solubles disueltos en escala de porcentaje de
azlcar a través del instrumento refractometro manual de la marca General Tools modelo
(REF113ATC, (Shenzhen, China) que se basa en los cambios del indice de refraccion que sufre

una sustancia cuando es disuelta en ella.

3.6.3.2. Acidez real (pH) y acidez titulable

Para la determinacién del pH se extrajo 10 mL con una pipeta y se deposité en un vaso
precipitado de 50 mL, luego se introdujo el electrodo del instrumento pHmetro de la marca Hanna
Instruments (HI2002, Woonsocket, EE. UU.) para la lectura de cada muestra.

La evaluacién de acidez titulable o total se realizé titulando una cantidad de la muestra (10 mL)
con una solucién de hidroxido de sodio (NaOH) de 0,1 M en el titulador automatico de la marca
Hanna Instruments (HI2002, Woonsocket, EE. UU.), hasta llegar a pH 7. La acidez total se calcula

con el volumen (mL) de hidréxido de sodio gastado en la titulacién.

3.7. Disefio experimental y analisis estadisticos

Los datos se analizaron en el software estadistico Statgraphics Centurion version XVIII.
Inicialmente se compararon los controles y luego por otra parte los cuatro tratamientos con
ANDEVA. Posteriormente se realizé un andlisis factorial, relacionando tipo de solvente y el tiempo
de empleo de plasma frio atmosférico. Se trabajé con un nivel de confianza del 95% y se
realizaron pruebas de comparaciones mdltiples de Tukey (HSD, p < 0,05) cuando existieron

diferencias estadisticas significativas.

23



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Determinaciones de caracteristicas guimicas

Para los controles y tratamientos se llevaron cabo evaluaciones quimicas como: sélidos
solubles, acidez real (pH) y acidez titulable. El cuadro 4.1. presenta los resultados obtenidos de
los controles en los que se evalu6 el efecto de los solventes contenedores de muestras de orujo
de uva sin exposicién al efecto del PFA. También el cuadro 4.2. expresa los resultados de los
tratamientos donde se evalud el efecto de ambos factores en conjunto (tipos de solventes y tiempo
sometido a PFA).

Cuadro 4.1. Valores de medias y desviacion estandar del contenido de solidos solubles,

pHy acidez titulable para controles sometidos al efecto del tipo de solvente

Sé6lidos solubles @

@ i @
(°Brix) pH Ac. Titulable
Tipo de solvente
C1= H20 0,37+0,32a 3,71+£0,17b 1,49+051a
C2= Hz20: EtOH 16,57 £ 0,54 b 4,60+0,19 a 0,73+£0,55b
Significancia 0,0000 0,0000 0,0329
(valor- p)

Datos presentados como valor promedio de las repeticiones analiticas con desviacion estandar.
ANDEVA para comparar los datos.

(2): Promedios en una columna seguidos por la misma letra no difieren estadisticamente, segin
Test Tukey (HSD) (p= 0,05). C1: Orujo de uva con agua; C2: Orujo de uva con agua.

(x): p > 0.05= no significativo; p< 0.05= significativo.

Cuadro 4.2. Efecto de los tratamientos con plasma frio atmosférico y tipo de solvente

sobre caracteristicas quimicas en el orujo de uva cv. Cabernet Sauvignon

Solidos Ac
@) @ :
soltbles PH Titulable®
(°Brix)
Tipo de solvente
H20 0,39 a 3,79 a 1,28b
H.O: EtOH 13,04 b 4,38 b 0,68 a
Significancia
(valor -p) % 0,0000 0,0000 0,0000
Tiempo PFA
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PFA-1 7,83 b 4,15b 0.85a

PFA-5 5,61a 403a L11b

Tratamientos: Tipo de
solvente x Tiempo PFA

T1=H20 + PFA -1 0,32+0,29a 3,80+0,14a 1,23+042

T2= H20 + PFA-5 0,47+0,20a 3,79+0,12a 1,32+0,22

T3=H20: EtOH + PFA-1  1533+0,62¢c 4,49+0,11c 0,46+0,12

T4=H20: EtOH + PFA-5 10,75+191b 4,27+0,10b 0,89 %0,43

Significancia

(valor-p) ®

Datos presentados como valor promedio de las repeticiones analiticas con desviacion estandar.

ANDEVA para comparar los datos.

0,0000 0,0028 0,0749

(2): Promedios en una columna seguidos por la misma letra no difieren estadisticamente, segun
Test Tukey (HSD) (p= 0,05).

T1: Orujo de uva con agua y efecto PFA de 1 pulso, T2: Orujo de uva con agua y efecto de 5
pulsos, T3: Orujo de uva con agua: etanol y efecto PFA 1 pulso, T4: Orujo de uva con agua: etanol
y efecto PFA 5 pulsos.

(y): Andlisis en base a Kruskal- Wallis.

(x): p > 0.05= no significativo; p< 0.05= significativo.

4.1.1. S6lidos solubles (°Brix)

Los °Brix se describen como la medida de sélidos solubles, principalmente azlcares,

incluyendo pigmentos, glicerol, pectinas, taninos, acidos y sus sales (Jofré, 2004).

Los resultados de los soélidos solubles obtenidos del ANDEVA, muestra que existe una
diferencia significativa entre los tratamientos, siendo los tratamientos T3 y T4 los que presentaron
un mayor contenido de sélidos, con promedios de 15,33y 10,75°Brix (Cuadro 4.2). En este Ultimo,
se observé un menor contenido de soélidos solubles luego de 5 pulsos de 1 min de tratamiento

con plasma.

A pesar de que no hay muchos estudios que hayan investigado el efecto del plasma sobre los
solidos solubles, la disminucion en la concentracion de azlcar, también se ve reflejado en el
estudio de Rodriguez et al., (2017) donde observaron que para el jugo de anacardo hubo una
degradacion de la sacarosa cuando las muestras fueron tratadas con un flujo de plasma de N2de

10 mL/ min, con una degradacion notoria (56%) después de 15 min de tratamiento y a su vez los
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azucares reductores, fructosa y glucosa exhibieron una degradacién general causada por el

tratamiento con plasma independientemente del flujo de plasma de N2y el tiempo de tratamiento.

Otra explicacion que puede dar cuenta de un menor contenido de sélidos solubles en el
tratamiento T4, puede deberse a la disminucién de volumen de solvente agua:etanol por
volatilizacion. En una muestra mas concentrada para de los pudieron insolubilizarse y precipitar,

gquedando fuera de las disoluciones que fueron evaluadas.

Por otro lado, en un estudio desarrollado con manzanas (Alvarado, 2019) se menciona que no
se detectaron diferencias en la variable s6lidos solubles en las manzanas sometidas a PFA y las
manzanas controles (sin aplicacién de PFA).

4.1.2. Determinacion de Acidez real (pH)

El pH se define como una medida logaritmica con base diez, de signo negativo a la
concentracién de hidrogeno hidratado o de contenido de protones libres que se encuentra en una
solucién (Concha, 2010). La medicién pH realizada en este estudio corresponde a los acidos que

posee el orujo de uva.

De acuerdo con los resultados del ANDEVA, en los tratamientos realizados existe una
diferencia significativa entre algunos tratamientos. En los tratamientos T3 y T4 se obtuvieron
valores promedios de 4,49 y 4,27 de pH (Cuadro 4.2.). A diferencia de los tratamientos T1y T2,
donde estos no demostraron diferencia significativa entre ellos, obteniendo resultados de valores
de pH menores correspondientes a un pH 3,80 y 3,79. Ademas, se observa un menor valor de
pH a medida que el tiempo empleado del PFA aumenté, por lo que los tratamientos con exposicion
a 5 pulsos con duracién de 1 min cada uno alcanzaron valores menores de pH en comparacion
con las muestras sometidas 1 pulso al PFA (Cuadro 4.2). Desde una visién enolégica este
parametro es importante, ya que ejerce influencia sobre la presencia de microorganismo, el matiz
del vino o el potencial redox (Jofré, 2004). Del mismo modo, el pH también es relevante en las
reacciones quimicas, donde los compuestos antocianos ubicados en las vacuolas, presentes en
las pieles de la uva (moléculas de pigmentacion roja), otorgan la tonalidad de una solucién
fendlica debido a que su comportamiento o estabilidad. Por lo tanto, se puede esperar que los
tratamientos con valores pH més bajo debieran presentar una tonalidad mas fuerte de color rojizo,
y a medida que el pH aumente la solucion debiera perder o modificar su coloracion por motivo de

gue las moléculas de antocianos experimenta cambios quimicos en su estructura (Pefia, 2006).
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4.1.3. Acidez titulable

La acidez titulable es un parametro usado comunmente para expresar la acidez de los vinos.
El vino contiene varios acidos organicos, principalmente los acidos malico y tartarico que estan

presentes en el orujo de la uva, la cual describe su acidez total (Fragos, 2016).

De los resultados expuestos en el cuadro 4.2. se puede observar que los valores de acidez
titulable obtenidos de los diferentes tratamientos (T1, T2, T3y T4), interaccion de ambos factores
(tipo solvente y tiempo PFA), no fueron significativos. Sin embargo, se observa que los valores
de las medias de los tratamientos expresan que T1= 1,23 y el T2=1,32 son los resultados mas
elevados en acidez titulable a comparacion de T3= 0,46 y T4= 0,89, que demuestran una relacién
inversa con los resultados observados en el pH (Cuadro 4.2.), esto se debe a que son medidas
muy relacionadas entre si, donde la acidez mide la concentracion de &cidos mientras que el pH
mide las fuerzas relativas de esos acidos, es decir, a mayor acidez, menor va a ser el valor del

pH o viceversa (Lujan, 2017).

A la vista de lo anterior, con los resultados basados en el analisis factorial, ambos factores por
separado presentaron efectos significativos sobre la acidez titulable (Cuadro 4.2.). Donde se
puede observar que los tratamientos (T2 y T3) que se sometieron al efecto de plasma a 5 pulsos
consiguieron valores superiores de acidez titulable a comparacién con los tratamientos de 1 pulso.
Esto puede indicar que el efecto del plasma por separado influy6é levemente sobre la acidez total
y que a mayor tiempo de duracién puede conseguir resultados significativos. También se puede
evaluar que el factor tipo de solvente en las muestras que contenia agua (H20) obtuvo mayor
acidez titulable en comparacién con las muestras con solvente agua:etanol (1:1) (Cuadro 4.2.).
Por otro lado, este resultado se refleja en los andlisis de los controles, que corresponde a

muestras que no fueron expuesta al efecto del plasma frio atmosférico (Cuadro 4.1.).

4.2. Determinacion del efecto de PFA el sobre contenido de fenoles de orujo de uva cv.

Cabernet Sauvignon

El andlisis de contenido fendlico se llevo a cabo por medio de la medicion de absorbancia a
280 nm. El Cuadro 4.3. presenta los resultados obtenidos de los controles en que se evalug el
efecto de los solventes contenedores de muestras de orujo de uva sin exposicion al efecto del
PFA sobre el contenido de fenoles. A su vez, el Cuadro 4.4. expresa los resultados de los
tratamientos en que se evalué el efecto de ambos factores en conjunto (tipos de solventes y
tiempo sometido a PFA) a los diferentes niveles establecidos en el capitulo de materiales y
métodos Cuadro 3.2.
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Cuadro 4.3. Efecto del solvente sobre la extraccion de fenoles totales desde orujo de uva

cv. Cabernet Sauvignon

280 nm @
Tipo de solvente
Cl1l=H20 2,898 +0,387 b
C2= H:0: EtOH 13,630 £ 1,378 a
Slgnlflcanc)l(a 0.0000
(valor -p) ¥

Datos presentados como valor promedio de las repeticiones analiticas con desviacion estandar.
ANDEVA para comparar los datos.

(2): Promedios en una columna seguidos por la misma letra no difieren estadisticamente, segun
Test Tukey (HSD) (p= 0,05). C1: Orujo de uva con agua; C2: Orujo de uva con agua.

(x): p > 0.05= no significativo; p< 0.05= significativo.

Cuadro 4.4. Efecto del tratamiento con plasma frio atmosférico y solvente sobre la

extraccion de fenoles desde orujo de uva cv. Cabernet Sauvignhon

280 nm @V
Tipo de solvente
H,0 3,312 b
H20: EtOH 15,774 a
Significancia
(valor -p) ® 0,0000
Tiempo PFA
PFA-1 8,961
PEA-5 10,124
Significancia
(valor -p) ® 0,0956
Tratamientos: Tipo de
solvente x Tiempo PFA
T1= H20 + PFA -1 3,207 £ 0,319
T2= H20 + PFA-5 3,416 £ 0,334
T3= H20: EtOH + PFA-1 14,715 £ 2,410
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T4= H20: EtOH + PFA-5 16,832 + 5,381

Significancia

(valor -p) ®

Datos presentados como valor promedio de las repeticiones analiticas con desviacion estandar.
ANDEVA para comparar los datos.

0,7129

(z): Promedios en una columna seguidos por la misma letra no difieren estadisticamente, segun
Test Tukey (HSD) (p= 0,05).

T1: Orujo de uva con agua y efecto PFA de 1 pulso, T2: Orujo de uva con agua y efecto de 5
pulsos, T3: Orujo de uva con agua: etanol y efecto PFA 1 pulso, T4: Orujo de uva con agua: etanol
y efecto PFA 5 pulsos.

(y): Andlisis en base a datos transformados a la funcién (1/v/(280 nm)).

(x): p > 0.05= no significativo; p< 0.05= significativo.

En estudios previos, se ha demostrado que los tratamientos con plasma han aumentado el
rendimiento de extracto fendlicos en el orujo de uva (Bao et al., 2020 b). En cambio, los resultados
obtenidos del ANDEVA de este estudio (Cuadro 4.4.) no mostraron significancia entre los
tratamientos (T1, T2, T3y T4). En el estudio de Bao et al., (2020 c) se menciona que los primeros
minutos de interaccion del plasma con el orujo de uva solo modificé la superficie del orujo
facilitando la liberacién de fenoles libres durante la extraccién, pero que la extensién del
tratamiento hizo que algunas especies reactivas se difundieran a través de las paredes celulares

rotas y se oxidaran parte de los compuestos fendlicos libres en las células de orujo de uva.

El resultado del estudio actual (Cuadro 4.4) sugiere que el efecto no significativo del PFA en
la extraccion de compuestos fendlicos podria deberse a la oxidacion causada por especies
reactivas del plasma, considerando su fuerte poder oxidante (Kim et al., 2019). Otra investigacion
de Grzegorzewski et al. (2010) que utilizd6 plasma a baja presién, obtuvo resultados de
degradacion para los compuestos flavonoides, en el que concluye que es provocado por el tiempo
y la estructura de la aplicacién del plasma, producto de las especies reactivas que se generan a
partir del plasma, como el oxigeno o los radicales hidroxilos. Ademas, Baoshan e Isabel Spranger
(2005) propusieron que la presencia del oxigeno en el disolvente de extraccién puede ser
perjudicial y conducir una degradacion de los polifenoles y por lo tanto posiblemente contribuir a
bajos rendimientos de extraccion de interés de compuestos fendlicos. Alternativamente, la
concentracion de las muestras por evaporacion del solvente pudo provocar un aumento de la
concentracion de fenoles que permanecieron en solucion o su precipitado lo que pudo redundar

en su disminucion.
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Otro punto desfavorable que dificulta obtener una discusion mas acabada es a causa de los
pocos estudios realizados que traten especificamente el tema de la extraccion de fenoles en orujo
de uva por medio de tecnologia de PFA. Asi mismo, considerando el uso de diversas fuentes de
plasma y parametros de procesos en numerosas investigaciones, es dificil comparar los

mecanismos de plasma y sus efectos finales.

En cuanto al andlisis factorial realizado, el factor tipo de solvente tiene efectos significativos
sobre los parametros de extraccion de fenoles en comparacion con el efecto del tiempo de PFA
aplicado en las muestras. Los resultados de los tratamientos obtenidos a partir de la lectura de
absorbancia a 280 nm determinaron que los tratamientos (T1, T2, T3, y T4) como los controles
(C1 y C2) con contenido de solvente de agua con etanol (H20: EtOH) presentan mayor
rendimiento de extraccion de polifenoles totales en comparacién en las muestras con solo
solvente de agua (H20). Este Ultimo resultado concuerda con varios otros estudios que han
indicado que la obtencién de un mejor rendimiento se consigue de las mezclas alcohdlicas
acuosos, y recomiendan el uso de agua- etanol al 50% como el mejor disolvente de extraccion.
La discusion anterior se refleja del estudio de Nayak et al., (2018), en que observaron que el
solvente con la mezcla de agua:etanol (1:1) tiene un efecto sinérgico, al promover el hinchamiento
del material celulésico y la ruptura de los enlaces entre polifenoles y la matriz celular, lo que les

permitié un rendimiento mas alto en la obtencién de fenoles.

4.3. Determinacion de intensidad de color (420 + 520 + 620 nm) en el extracto del orujo

de uva cv. Cabernet Sauvignon

Una alternativa para estimar el color del vino, derivado de la presencia de fenoles es a través
de la medicion de absorbancias a 420 nm, 520 nm y 620 nm, correspondientes a las tonalidades
amarilla, rojo y azul respectivamente. A través de un equipo de espectrofotbmetro, donde la suma
de ellas otorga los valores de la intensidad de color. En el cuadro 4.5. y 4.6., el primero refleja los
resultados de los controles sometidos al afecto del tipo de solvente y la segunda entrega los
resultados obtenidos en los diferentes tratamientos, y a su vez el efecto de los factores por

separado, el tipo de solvente y tiempo de PFA aplicado en las muestras.
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Cuadro 4.5. Intensidad de color (promedios y desviacién estandar) de controles de orujo
de uva cv. Cabernet Sauvignon sometidos a distintos tipos de solvente

Intensidad de color
(420 + 520 + 620 nm) @

Tipo de solvente

C1= H0 1,100 £ 0,151 a
C2= H20: EtOH 2,667 = 0,606 b
Slgnlflcanmxa 0.0001
(valor -p) @

Datos presentados como valor promedio de las repeticiones analiticas con desviacion estandar.

ANDEVA para comparar los datos.

(2): Promedios en una columna seguidos por la misma letra no difieren estadisticamente, segin
Test Tukey (HSD) (p= 0,05). C1: Orujo de uva con agua; C2: Orujo de uva con agua.
(x): p > 0.05= no significativo; p< 0.05= significativo

Cuadro 4.6. Intensidad de color (promedios y desviacidon estandar) de orujo de uva cv.
Cabernet Sauvignon sometidos a tratamientos de diferente tiempos plasma frio

atmosférico y tipo de solvente escogidos.

Intensidad de color
(420 + 520 + 620 nm) @

Tipo de solvente

H20 1,512 a
H20: EtOH 2,990 b
Significancia
(valor -p) @ 0,0002
Tiempo PFA
PFA-1 1,922
PFA-5 2,580
Significancia
(valor -p) @ 00793

Tratamientos:
Tipo de solvente x Tiempo PFA

T1=H20 + PFA -1 1,382 + 0,251
T2= H20 + PFA-5 1,643 + 0,387
T3= H20: EtOH + PFA-1 2,463 + 0,451
T4= H20: EtOH + PFA-5 3,517 £ 2,453
Significancia 0.284
(valor -p) @

31



Datos presentados como valor promedio de las repeticiones analiticas con desviacion estandar.
ANDEVA para comparar los datos.

(2z): Promedios en una columna seguidos por la misma letra no difieren estadisticamente, segun
Test Tukey (HSD) (p= 0,05).

T1: Orujo de uva con agua y efecto PFA de 1 pulso, T2: Orujo de uva con agua y efecto de 5
pulsos, T3: Orujo de uva con agua: etanol y efecto PFA 1 pulso, T4: Orujo de uva con agua:
etanol y efecto PFA 5 pulsos.

(x): p > 0.05= no significativo; p< 0.05= significativo.

Los resultados obtenidos a partir del ANDEVA, junto con la prueba de Tukey (Cuadro 4.6.),
indican que el efecto sinérgico del PFA junto con el solvente no presentaron diferencias
significativas, como a su vez, el efecto por si solo del tiempo de exposicién del PFA a 1y 5 pulsos
de 1 min cada uno, demostrando que la tecnologia PFA no influyé significativamente en la
intensidad de color en las muestras de orujo de uva en este estudio. Lukic et al., (2019) también
evaluo el efecto del tratamiento con plasma sobre la coloracion en el vino tinto, donde comprobé
un cambio leve en comparacion con los resultados del vino blanco, los que no mostraron

diferencias significativas entre las muestras tratadas y las sin tratar con el efecto del plasma.

Sin embargo, se puede observar que en este estudio la intensidad del color en los tratamientos
gue contenian solvente mixto de agua con etanol (H20: EtOH) arrojaron un valor promedio de
2,990, el que fue superior a los tratamientos con solvente solo agua (H20), con un promedio de
1,512 (Cuadro 4.6.). Estas diferencias significativas se vuelven a comprobar a través del analisis
estadistico de los controles sin efecto de PFA (Cuadro 4.5.). Se debe tener presente que la uva
contiene pigmentos de diversos compuestos y una de ellas corresponde a antocianinas
concentradas en las vacuolas de las pieles (y en las pulpas en variedades tintoreras) (Pefia, 2006)
y flavonoles que se encuentra en la fruta de la uva, y por ende también en el orujo. Estos
compuestos son moléculas polares y por consiguiente son mas solubles en solventes polares que
en no polares, es por esto por lo que los resultados analizados con respecto a los tipos de
solventes usado en el experimento reflejan una mayor extraccion de color en el solvente de la
combinacion agua con etanol, donde ambos son polares proticos lo que permite extraer moléculas

catequinas, flavonoides y antocianinas (Fontana et al., 2013).

4.4, Determinacion del color en el extracto del orujo de uva cv. Cabernet Sauvignon

Ademads, para evaluar la influencia de los tratamientos con plasma sobre la intensidad de color
de orujos de uva, se realiz6 el analisis de color a diferentes longitudes de onda (316, 375, 420,

32



520y 620 nm). Los resultados se representan en el cuadro 4.7. y cuadro 4.8. correspondientes a

los controles y tratamientos respectivamente.

Cuadro 4.7. Analisis de color a diferentes longitudes de ondas (316, 375, 420, 520 y 620 nm)

en los controles aplicados para el orujo de uva cv. Cabernet Sauvignon

316 nm® 375 nm® 420 nm®@ 520 nm®@ 620 nm®@

Tipo de
solvente

C1=H0 1,289 +0,153a 0,655+0,077a 0,463+0,058a 0,353+0,050b 0,282+ 0,051 a

C2=H20: EtOH 3,863+0,470b 1,816+0,288b 1,120+0,246b 0,973+0,201a 0,574 +0,163 b

vor ) 0,0000 0,0000 0,0001 0,0000 0.0018

Datos presentados como valor promedio de las repeticiones analiticas con desviacion estandar.
ANDEVA para comparar los datos.

(2): Promedios en una columna seguidos por la misma letra no difieren estadisticamente, segin
Test Tukey (HSD) (p= 0,05). C1: Orujo de uva con agua; C2: Orujo de uva con agua.

(x): p > 0.05= no significativo; p< 0.05= significativo.

Cuadro 4.8. Andlisis de color a diferentes longitudes de ondas (316, 375, 420, 520 y 620 nm)

en los tratamientos aplicados para el orujo de uvacv. Cabernet Sauvignon.

316 nm®@ 375 nm®@v) 420 nm® 520 nm®@ 620 nm®@
Tipo de solvente

H,O 1,790 a 0,952 a 0,659 a 0,474 a 0,379 a

H,O: EtOH 4,647 b 2,122 b 1,283 b 1,078 b 0,628 b
Sgg;g.rc%;%? 0,0000 0,0000 0,0003 0,0000 0,0087

Tiempo PFA

PFA-1 2,870 a 1,335a 0,821 0,676 0,426
PFA-5 3,567 b 1,739 b 1,122 0,877 0,582
S(:gllglrci{;‘(’x';"‘ 0,0048 0,0496 0,0623 0,1007 0,0923
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Tratamientos: Tipo de
solvente x Tiempo
PFA

T1= H20 + PFA -1 1,628 +0,246 0,848 +0,156 0,594 +0,113 0,438+ 0,0823 0,350 + 0,069

T2= H,0 + PFA-5 1,952+0,313 1,055+0,230 0,725+0,176 0,510+ 0,124 0,407 + 0,093

T3= H,0: EtOH + PFA-1 4,113 £0,542 1,821 +0,277 1,049+0,207 0,913 +0,156 0,501 % 0,121

T4= H,0: EtOH + PFA-5 5,182 £2,021 2,423 +1,330 1,518+ 1,047 1,243+0,804 0,756 % 0,606
Significancia 0,9913 0,3296 0,2869 0,2898 0,2809
(valor -p) ¥

Datos presentados como valor promedio de las repeticiones analiticas con desviacion estandar.
ANDEVA para comparar los datos.

(2): Promedios en una columna seguidos por la misma letra no difieren estadisticamente, segun
Test Tukey (HSD) (p= 0,05).

T1: Orujo de uva con agua y efecto PFA de 1 pulso, T2: Orujo de uva con agua y efecto de 5
pulsos, T3: Orujo de uva con agua: etanol y efecto PFA 1 pulso, T4: Orujo de uva con agua:
etanol y efecto PFA 5 pulsos.

(y): Analisis en base a datos transformados a la funcion (log(375 nm)).

(x): p > 0.05= no significativo; p< 0.05= significativo.

En el caso del parametro de color, el ANDEVA no present6 diferencias significativas (valor —
p >0,05) para ninguno de los tratamientos en los que se evalud el efecto sinérgico de ambos
factores (tipo solvente x tiempo de PFA) (Cuadro 4.8.). Este resultado fue similar al obtenido en
la evaluacién de intensidad de color antes realizada, pero en cuanto al analisis factorial realizado
se obtuvo una significancia en los factores por separado siendo considerable el tiempo empleado
del PFA para las longitudes de onda de 316 y 375 nm, la primera refleja el contenido de &cidos
fendlicos, y la segunda el contenido de flavonoides extraidos del orujo de uva siendo mayores
valor en las muestras de orujo de uva que fueron expuestas 5 pulsos de 1 min cada una con PFA
(Cuadro 4.8.). Por otro lado, el estudio Garofuli¢ et al., (2015) demostré que en el jugo de cereza
acida Mascara, la mayor concentracién de acidos fendlicos se obtuvo de muestras sometidas 3

min al plasma, mientras que la con menor contenido fueron sobre un tratamiento de 5 min.

Con relacion al tipo de solvente, este mostro diferencias significativas (valor p > 0,05) en todas
las longitudes de ondas. Los tratamientos con solventes de mezcla de agua con etanol (Hz20:
EtOH) indican un aumento superior en los valores de 316 nm (4cidos fendlicos), 375 nm
(flavonoles), 420 nm (color café o amarilla), 520 nm (colores rojos) y 620 nm (color azul o violaceo)
en comparacion con los tratamientos en que se utilizé solo el solvente de agua (H:20); esta
diferencia se puede observar en el cuadro 4.8. Este resultado es similar en las muestras sin tratar

con PFA, es decir, los controles (Cuadro 4.7.) que a su vez coinciden con los resultados de
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intensidad de color. Demostrando que la composicion del solvente utilizado influye en la
extraccion del color, que representa diferentes clases de compuestos fendlicos (Hernandez

Castillo, 2016) localizados en la baya de la uva.

4.5. Andlisis de la masa de las placas

La pérdida de volumen de las placas, por efecto del PFA, se cuantificd de forma indirecta a
través de la masa (g) de las muestras antes y después de la aplicacién del plasma. También de
forma paralela se realiz6 la misma medicion en las muestras control las que no recibieron

tratamientos con PFA.

Los resultados de los tratamientos control (Figura 4.1.), no muestran diferencia
estadisticamente significativa entre las medias de masas (g) de la placa, resultado que se
comprobd con la prueba de multiples (Tukey (p < 0,05)), entre los niveles de los controles (Anexo
7.1.). Esto indica que las muestras que no fueron expuesta al efecto del plasma no presentan una

pérdida de volumen considerable, independiente del tipo de solvente utilizado en el estudio.

Por otro lado, los resultados de los tratamientos aplicados al equipo PFA reflejan que existe
una diferencia significativa sobre el peso de la placa de las muestras, es decir, el efecto del PFA
influye en la perdida de volumen (Figura 4.2.). En la figura 4.2.se observa que a medida que
aumenta el tiempo empleado del PFA mayor es la pérdida de volumen, quedando en evidencia
en los tratamientos de 5 pulsos, donde el peso promedio T2= 76,66 g disminuyé a 71,88 g, y el
peso T4= 70,37 g a un valor de 60,85 g (Anexo 7.2.). Paralelamente, se observa que los
tratamientos con solvente agua:etanol (1:1) son los que se obtuvieron una mayor pérdida de

masa.

Basados en los resultados anteriores, se puede inferir que la disminucién de volumen en los
tratamientos puede ser producido por el funcionamiento del PFA, y a medida que aumenta el
tiempo empleado del equipo este afecta con mayor magnitud en las muestras que contienen
solventes volatiles, como el etanol. Sin embargo, se requieren hacer estudios que demuestre las
razones especificas de la perdida de volumen, que se cree pueden ser producto de las reacciones
guimicas que se generan del flujo de aire o gas ionizado, y el cambio de temperatura que produce
el plasma. Por lo tanto, es dificil obtener conclusiones especificas del impacto de PFA sobre la

pérdida de volumen de las muestras.
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Figura 4.1. Peso de placa Petri con orujo de uva cv. Cabernet Sauvignon antes y después en
muestras de controles, sin aplicacion del PFA. Donde: C1: Orujo de uva con agua, C2: Orujo de
uva con agua:etanol. Letras mindsculas distintas indican diferencia estadisticamente significativa

entre tratamientos de acuerdo con la prueba de Tukey (p < 0,05).
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Figura 4.2. Masa de placa Petri con orujo de uva cv. Cabernet Sauvignon antes y después del
efecto del plasma frio atmosférico. Donde: T1: Orujo de uva con agua y efecto PFA de 1 pulso,
T2: Orujo de uva con agua y efecto de 5 pulsos, T3: Orujo de uva con agua: etanol y efecto PFA
1 pulso, T4: Orujo de uva con agua: etanol y efecto PFA 5 pulsos. Letras mindsculas distintas
indican diferencia estadisticamente significativa entre tratamientos de acuerdo con la prueba de
Tukey (p < 0,05).
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4.6. Andlisis de temperatura

Como se observé en el analisis anterior, se verificd que las muestras presentaban una
disminucién volumétrica, por lo que se busco una posible explicacién para este fendmeno a partir
de la evaluacion de temperatura. Para esto, se realiz6 un registro de dicha variable a partir del
uso de un termémetro infrarrojo antes y después de ser expuesta a PFA, y a su vez también se

realiz6 la medicion para los controles (sin exposicion a PFA).

La Figura 4.3. refleja que en las muestras sin aplicacion a PFA, la variacion de temperatura es
muy leve, por lo cual no existe una diferencia estadisticamente significativa con un valor- p =
0,2630 verificado con la varianza (Test Levene) (Anexo 7.3y 7.4.) (Figura 4.3.). Esto indica que
la temperatura ambiente no es el factor de la disminucion de volumen en las muestras,

corroborado con la medicién de andlisis de las masas en los controles.

Para el caso de las muestras expuesta al plasma, correspondientes a los tratamientos (T1,
T2, T3y T4), existe una diferencia estadistica significativa sobre su valor de temperatura (Figura
4.4)), comprobado en el analisis multifactorial (Anexo 7.5.). Lo anterior sugiere que el plasma
influye en la variacién de la temperatura en las muestras, donde los tratamientos con 5 pulsos de
1 min cada uno al PFA tiene una diferencia mayor en comparacion a los tratamientos de 1 pulso,
pero a su vez se observa que los tratamientos que contienen solvente agua, antes de exponerse
al plasma presentan una temperatura T1= 22, 2 °C y T2= 22,3 °C, las que después de la
exposicién a PFA cambian a T1= 25,1°C y T2= 25,8 °C. Es decir, ocurri6 un aumento de
temperatura; en cambio, los tratamientos constituidos por agua con etanol, antes de la exposicion
al plasma poseian una media de temperaturas T3= 24,8 °C y T4= 24,7 °C, y después de la
aplicacién del efecto del PFA T3= 24,0 °C T4= 23,5 °C, notandose una leve disminucién en sus

temperaturas.

En el estudio Lukic et al., (2019) menciona que en las muestras de vino antes y después del
tratamiento con plasma presentaron variacién de temperatura, en la cual describe todas las
muestras estaban a la temperatura ambiente de 21 + 1°C, mientras que después de la exposicion

al plasma la temperatura se elevé hasta 6°C.

Segun Pankaj et al., (2018) también observaron un aumento de en la temperatura de los jugos
de frutas en las exposiciones de plasma mas prolongados y con frecuencia mas altas, mientras

gue el tratamiento mas corto la temperatura se mantuvo estable.

Con base a los resultados y las discusiones anteriores, se puede concluir que un factor
provoca disminucién de volumen en las muestras podria ser debido al mecanismo de

funcionamiento del plasma producto que implica variacion en la temperatura en las muestras.
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Figura 4.3. Temperatura (°C) promedio de muestras con orujo de uva cv. Cabernet Sauvignon
antes y después, sin aplicacion del PFA. Donde: C1: Orujo de uva con agua, C2: Orujo de uva
con agua: etanol. Letras mindsculas distintas indican diferencia estadisticamente significativa

entre tratamientos de acuerdo con la prueba de Tukey (p < 0,05).
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Figura 4.4. Temperatura (°C) promedio de muestras con orujo de uva cv. Cabernet Sauvignon
antes y después del efecto del plasma frio atmosférico. Donde: T1: Orujo de uva con agua y
efecto PFA de 1 pulso, T2: Orujo de uva con agua Yy efecto de 5 pulsos, T3: Orujo de uva con
agua: etanol y efecto PFA 1 pulso, T4: Orujo de uva con agua: etanol y efecto PFA 5 pulsos.
Letras mindsculas distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre tratamientos de
acuerdo con la prueba de Tukey (p < 0,05).
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5. CONCLUSION

Los tratamientos con plasma frio atmosférico no produjeron cambios significativos sobre el
contenido de fenoles totales en la medicion de absorbancia a 280 nm, intensidad de color, acidez
titulable y color en absorbancias a 420, 520 y 620 nm, pero si provocO cambios en las

absorbancias a 316 y 375 nm, en muestras de orujo de uva cv. Cabernet Sauvignon.

El efecto sinérgico del tratamiento con plasma frio atmosférico, y el tipo de solvente, causaron
una variacion del contenido de solidos solubles (°Brix) relevante en las muestras de solvente
agua:etanol (1:1). Ademas, se evidencid una influencia significativa en pH, variacion de
temperatura y disminucién volumétrica en las muestras. Sin embargo, se considera que son

necesarios mas estudios para analizar correctamente el comportamiento de los dos ultimos.
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7. ANEXOS

Anexo 7.1. Cuadro de comparacién mdultiple para determinar las medias significativas de las
variables masa de placas (g), Test Tukey (HSD).

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD
Controles Casos Media® Hor(ii)ugpé%s’eos

C1= H20: EtOH -d 4 71, 61la X

C1= H20: EtOH -a 4 71, 90a X
C2=H20 -d 4 76, 95a X
C2=H20 -a 4 76, 85a X

Letras minlsculas distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre tratamientos de

acuerdo con la prueba de Tukey (p < 0,05).

(2): Promedios en una columna seguidos por la misma letra no difieren estadisticamente, segin
Test Tukey (HSD) (p= 0,05). Donde, C1: H20: EtOH -a: Orujo de uva con agua:etanol (antes);
C1: H20: EtOH -d: Orujo de uva con agua:etanol (después); C2: H20 -a: Orujo de uva con agua

(antes); C2: H20 -d : Orujo con agua (después).

Anexo 7.2. Cuadro masas de placas (promedios) de orujo de uva cv. Cabernet Sauvignon
sometidos a tratamientos de diferente tiempos plasma frio atmosférico y tipo de solvente

escogidos.

Peso de placas

@@
Tipo de solvente
H20 74,40 b
H20: EtOH 67,14 a
Significancia
(p-valor) ® 0.0000
Tiempo PFA
72,35b
PFA-1-a
70,86 b
PFA-1-d
73,51 b
PFA-5-a
66,37 a
PFA-5-d
Significancia 0,0000
(p-valor) ®
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Tratamientos:
Tipo de solvente x Tiempo PFA

T1=H20 + PFA -1-a 75,05 de
T1= H20 + PFA -1-d 74,02 cde
T2=H20 + PFA-5-a 76,66 e
T2= H20 + PFA-5-d 71,88 bcd
T3= H20: EtOH + PFA-1-a 69,64 bc
T3= H20: EtOH + PFA-1-d 67,69 b
T4= H20: EtOH + PFA-5-a 70,37 bcd
T4= H20: EtOH + PFA-5-d 60,85 a
Significancia 0,0458
(p-valor) ®

Datos presentados como valor promedio de las repeticiones analiticas con desviacion estandar.
ANDEVA para comparar los datos.

(2): Promedios en una columna seguidos por la misma letra no difieren estadisticamente, segin
Test Tukey (HSD) (p= 0,05). Donde, T1: H20 + PFA -1-a : Orujo de uva con agua y efecto PFA de
1 pulso (antes), T1: H20 + PFA -1-d : Orujo de uva con agua y efecto PFA de 1 pulso (después),
T2: H20 + PFA-5-a: Orujo de uva con agua y efecto de 5 pulsos (antes), T2: H20 + PFA-5-d: Orujo
de uva con agua y efecto de 5 pulsos (después), T3: H20: EtOH + PFA-1-a: Orujo de uva con
agua: etanol y efecto PFA 1 pulso (antes), T3: H20: EtOH + PFA-1-d: Orujo de uva con agua:
etanol y efecto PFA 1 pulso (después), T4: H20: EtOH + PFA-5-a: Orujo de uva con agua: etanol
y efecto PFA 5 pulsos (antes), T4: H20: EtOH + PFA-5-d: Orujo de uva con agua: etanol y efecto
PFA 5 pulsos (después).

(x): p > 0.05= no significativo; p< 0.05= significativo.

Anexo 7.3. Cuadro temperatura (promedios y desviacion estandar) de controles de orujo de uva

cv. Cabernet Sauvignon sometidos a distintos solventes.

Temperatura
°c) @
Controles (°C)
Tipo de solvente
228+18a
C1= H:0-a
C1= H.O-d 23,6+0,6 a
C2= H20: EtOH-a 240+22a
C2= H20: EtOH-d 246+11a
Slgnlflcan(i)l(? 0.2630
(p-valor)

Datos presentados como valor promedio de las repeticiones analiticas con desviacion estandar.
ANDEVA para comparar los datos.
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(z): Promedios en una columna seguidos por la misma letra no difieren estadisticamente, segin
Test Tukey (HSD) (p= 0,05). C1: H20-a: Orujo de uva con agua (antes); C1: H.O-d: Orujo de uva
con agua (después); C2: H20: EtOH-a: Orujo de uva con agua (antes); C2: H20: EtOH-d: Orujo
de uva con agua (después).

(x): p > 0.05= no significativo; p< 0.05= significativo

Anexo 7.4. Cuadro Test de Levene’s de andlisis estadistico de la variable temperatura (°C) de

controles de orujo de uva cv. Cabernet Sauvignon sometidos a distintos tipos de solvente.

Verificacién de Varianza

Prueba Valor-P

Levene's 0,589151 0,62921

Anexo 7.5. Cuadro temperatura (promedios) de orujo de uva cv. Cabernet Sauvignon sometidos

a tratamientos de diferente tiempos plasma frio atmosférico y tipo de solvente escogidos.

Temperatura
(oc) (2)
Tipo de solvente
H20 239a
H-O: EtOH 24,2 a
Significancia
(p-valor) ® 0,3216
Tiempo PFA
235a
PFA-1-a
24,6 a
PFA-1-d
235a
PFA-5-a
24,7 a
PFA-5-d
Significancia 0,0488
(p-valor) ®
Tratamientos:
Tipo de solvente x Tiempo PFA
T1=H20 + PFA -1-a 22,2 a
T1=H20 + PFA -1-d 251c
T2=H20 + PFA-5-a 22,3 ab
T2=H20 + PFA-5-d 25,8¢
T3= H20: EtOH + PFA-1-a 24,8 ¢
T3= H20: EtOH + PFA-1-d 24,0 abc
T4= H20: EtOH + PFA-5-a 24,7 bc
T4= H20: EtOH + PFA-5-d 23,5 abc
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Significancia 0,0000
(p-valor) ®

Datos presentados como valor promedio de las repeticiones analiticas con desviacion estandar.
ANDEVA para comparar los datos.

(z): Promedios en una columna seguidos por la misma letra no difieren estadisticamente, segun
Test Tukey (HSD) (p= 0,05). Donde, T1: H20 + PFA -1-a : Orujo de uva con agua y efecto PFA de
1 pulso (antes), T1: H20 + PFA -1-d : Orujo de uva con agua y efecto PFA de 1 pulso (después),
T2: H20 + PFA-5-a: Orujo de uva con agua y efecto de 5 pulsos (antes), T2: H20 + PFA-5-d: Orujo
de uva con agua y efecto de 5 pulsos (después), T3: H20: EtOH + PFA-1-a: Orujo de uva con
agua: etanol y efecto PFA 1 pulso (antes), T3: H20: EtOH + PFA-1-d: Orujo de uva con agua:
etanol y efecto PFA 1 pulsos (después), T4: H20: EtOH + PFA-5-a: Orujo de uva con agua: etanol
y efecto PFA 5 pulsos (antes), T4: H20: EtOH + PFA-5-d: Orujo de uva con agua: etanol y efecto
PFA 5 pulsos (después).

(x): p > 0.05= no significativo; p< 0.05= significativo.
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