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RESUMEN

Durante el proceso de vinificacion, el contacto del jugo/vino con el oxigeno del aire es inevitable. A partir
de la presencia de este gas se inician procesos oxidativos que generan cambios quimicos y sensoriales en el
vino, los que dependiendo de su magnitud resultaran positivos o negativos. En mostos, las oxidaciones son
mediadas por enzimas oxidativas que usan como sustrato a los polifenoles y el oxigeno presentes en solucion.
Estas oxidaciones enzimaticas generan cambios que habitualmente son considerados negativos para el color,
aromas Yy sabores del vino; y para evitarlas, es fundamental el uso de antioxidantes como el SO2 o glutation

reducido (GSH), los que limitan los efectos negativos del oxigeno al entrar en contacto con el mosto.

En este estudio se evaluo el efecto de las adiciones de SOz, GSH y su combinacién sobre la oxidacion
enzimatica en mosto de uva del cultivar Carménere. El efecto antioxidante de los compuestos utilizados fue
evaluado de manera indirecta mediante analisis de absorbancia a 280, 420 y 520 nm en tiempos incrementales
y a partir del analisis del contenido de acetaldehido, catequina, polifenoles totales y antocianinas tanto al inicio
como al final del experimento. Por otro lado, se realizdé un seguimiento del contenido O: disuelto en el tiempo

para evidenciar su consumo durante el transcurso ensayo.

Los resultados de este estudio mostraron diferencias estadisticamente significativas entre el tratamiento
control, sin adicion de antioxidantes, y los tratamientos que recibieron SO2, o0 SOz y GSH. El GSH por si solo
no genero proteccién alguna contra la oxidacion, y cuando fue usado en combinacién con SO2 no produjo un
efecto sinérgico o aditivo. De lo anterior se concluye que la aplicacion de sulfitos, de manera individual, resulté

ser la mejor alternativa para disminuir los efectos de la oxidacién enzimatica en el mosto.



ABSTRACT

During the winemaking process, the contact of the juice/wine with oxygen in the air is inevitable. The
presence of this gas initiates oxidative processes that generate chemical and sensory changes in the wine,
which, depending on their magnitude, will be positive or negative. In musts, oxidations are mediated by
oxidative enzymes that use polyphenols and oxygen present in solution as substrates. These enzymatic
oxidations generate changes, typically negative, in wine color, aromas and flavors; and to avoid them, the use
of antioxidants such as SO:2 or reduced glutathione (GSH), which limit the negative effects of oxygen in contact

with the must, are essential.

In this study, the effect of the additions of SO2, GSH and their combination on enzymatic oxidation in grape
must of the Carménére cultivar was evaluated. The antioxidant effect of the compounds used was evaluated
indirectly by absorbance analysis at 280, 420 and 520 nm at incremental times and from the analysis of
acetaldehyde, catechin, total polyphenols and anthocyanins content both at the beginning and at the end of
the experiment. On the other hand, the dissolved O2 content was monitored over time to show its consumption

during the trial.

The results of this study showed statistically significant differences between the control treatment, without
the addition of antioxidants, and the treatments that received SO2, or SO2 and GSH. GSH alone did not
generate any protection against oxidation, and when used in combination with SO: it did not produce a
synergistic or additive effect. From the above, it is concluded that the application of sulfites, individually, proved

to be the best alternative to reduce the effects of enzymatic oxidation in the must.
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1. INTRODUCCION

Chile es uno de los principales paises productores de vino a nivel mundial. Segun el catastro vitivinicola
nacional del 2021, la superficie de vides para vinificacion alcanzo las 139.179 hectareas (SAG, 2021). En
cuanto a produccion de vinos, nuestro pais ocupa el sexto lugar dentro de los principales productores a nivel
mundial y el cuarto en volumen de exportacion, con una produccion de 13,4 millones de hectolitros, de los
cuales 8,7 millones de hectolitros son exportados (OIV, 2022). Una parte importante de dicho volumen
corresponde a la exportacién de vinos a granel y embotellados de bajo precio, por lo que Chile tiene el desafio

de mejorar la calidad y rentabilidad de sus vinos (Cardenas, 2020).

El proceso de vinificacion es fundamental para la calidad del vino. A pesar de que la fermentacion es un
proceso fundamentalmente anaerébico, durante varias de las etapas del proceso de elaboracién del vino el
oxigeno esta presente (Tarko etal.,, 2020), desempefiando un papel positivo o negativo dependiendo
principalmente de la dimension de las exposiciones y de la presencia de sustancias en el mosto o vino capaces
de reaccionar con este gas (Laurie et al., 2016). Por ejemplo, bajas cantidades de oxigeno puede favorecer el
desarrollo de aromas y trasformaciones gustativas, asi como contribuir a la estabilidad en el color de los vinos
tintos. Por el contrario, una concentracion alta puede desencadenar procesos oxidativos con cambios

detrimentales en las propiedades sensoriales de los vinos (Singleton, 1987).

Durante el procesamiento de las uvas, las reacciones de oxidacién son en su mayoria enzimaticas (Oliveira
et al., 2011) y se encuentran ligadas principalmente a la actividad de las enzimas polifenoloxidasas (PPO) que
actuan sobre acidos fendlicos (Zironi et al., 2009b). Un manejo inadecuado del oxigeno puede promover estas
reacciones oxidativas resultando en una disminucién de los caracteres varietales y la tipicidad del vino (Badea
et al., 2017). Por tanto, la proteccién antioxidante durante la vinificacién, desde la molienda y prensado, hasta
el inicio de la fermentacién, es de suma importancia para definir el estilo y mantener la calidad del vino que

deseamos producir (Badea y Antoce, 2015).

Para evitar las oxidaciones en el mosto, se deben aplicar determinadas técnicas que permitan inhibir estas
reacciones. Entre las técnicas aditivas, se encuentra el uso de dioxido de azufre (SO2) (du Toit et al., 2006) y
el uso de glutation reducido (GSH), alternativa quimica incluida desde el 2015 entre las practicas enoldgicas

recomendadas por la OIV (Ferrer-Gallego et al., 2017).

El diéxido de azufre (SOz2), que en nuestro pais es mas conocido como anhidrido sulfuroso, es el producto
quimico mas importante y ampliamente utilizado para limitar la oxidacién de vinos convencionales (Li et al.,

2008). El SOz en el mosto influye en el proceso de oxidacion inhibiendo la actividad de las enzimas oxidativas,



especialmente la polifenoloxidasa, PPO (Arriola y Tapia, 2017), haciendo que la tasa de consumo de oxigeno
(O2) disminuya drasticamente (du Toit et al., 2006). Ademas, su uso puede limitar las oxidaciones quimicas al
reducir los productos de oxidacion a su forma original, por ejemplo, a partir del reciclaje de o-quinonas a fenoles
(Tarko et al., 2020) (Figura 1).
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Figura 1: Efecto protector del diéxido de azufre y el acido ascérbico (Waterhouse y Laurie, 2006)

Aun cuando las concentraciones de SO: utilizadas en vino son bajas, el consumo de SO implica efectos
potencialmente adversos para la salud de personas sensibles, cuando este sobrepasa los limites permitidos
de consumo diario. La ingesta excesiva y la cantidad acumulada consumida de SOz pueden causar toxicidad
en érganos vitales (Vally, Misso y Madan, 2009 citado en Ferrer-Gallego et al., 2017). En Chile esta permitido
que los vinos contengan como maximo 300 mg/L de anhidrido sulfuroso total o 75 mg/L en estado libre, y
cuando se trata de vinos dulces, un maximo de 400 y 100 mg/L respectivamente, al superar estos limites los
vinos son considerados como adulterados (Art. 27 de la ley N°18.455). Ademas del vino, una serie de otros
alimentos de consumo habitual como frutas y hortalizas frescas, jugos industrializados, galletas, licores,

embutidos, etc. contienen cantidades importantes de SOz (Alimentar et al., 2011; Ragan y Troxler, s. f.).

Una de las moléculas mas prometedoras con capacidad antioxidante y de reciente aprobacién por la OIV
es el glutatién reducido, GSH (Badea y Antoce, 2015). En Chile su empleo estd permitido durante la
elaboracién del vino en dosis maxima de 20 mg/L (Art. 23 de la ley N°18.455). El GSH puede disminuir el
proceso de oxidacion del mosto reaccionando con algunos productos de la transformacién enzimatica (PPO)
del acido caftarico (una de las sustancias mas oxidables del mosto de uva) (Zironi et al., 2009b),y su efecto

combinado sobre la oxidacién en vinos ha sido previamente estudiada (Diaz et al., 2021).

En Chile, no se han desarrollado estudios donde haya determinado el impacto del uso de SOz y glutation
sobre la oxidabilidad en mostos de uva tinta, por lo que en este estudio se evaluara el efecto antioxidante

individual de estas sustancias utilizadas y el observado a partir de su combinacion.



1.1. Hipotesis

La aplicacion combinada de SOz y GSH en mostos de uva del cultivar Carménére, es mas efectivo en
limitar el progreso de las reacciones de oxidacion enzimatica que la aplicacion de SOz o glutation reducido por

separado.

1.2. Objetivo general

e Evaluar el efecto de la aplicacion de SO2, GSH, o su combinacién sobre la oxidacion enzimatica

de mosto de uva del cultivar Carménére.

1.3. Objetivos especificos

e Evaluar el efecto de la aplicaciéon de 70 mg/L de Na2S20s sobre la oxidacién de un mosto elaborado

a partir de uva del cultivar Carménére.

e Evaluar el efecto de la aplicacion de 15 mg/L de GSH sobre la oxidacion de un mosto elaborado a

partir de uva del cultivar Carménére.

e Evaluar el efecto combinado de la aplicacion de 70 mg/L de Na2S205 y 15 mg/L GSH sobre la

oxidacién de un mosto elaborado a partir de uva del cultivar Carménére.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Importancia de la vid en Chile

La viticultura corresponde a uno de los principales rubros de importancia agricola nacional. La superficie
en Chile utilizada para el cultivo de vid (Vitis vinifera L.) es de 203.957 ha, de las cuales 141.918 ha estan
dedicadas a la produccién de vino. Actualmente Chile es el primer exportador de vinos del nuevo mundo y
cuarto exportador mundial de vinos (ODEPA, 2020); sin embargo, el precio que los consumidores estan
dispuestos a pagar no logra el reconocimiento propio de sus atributos (Cardenas, 2020). Es por esta razén
que resulta imprescindible la realizacion de investigaciones que apunten mejorar la calidad y rentabilidad de

los vinos chilenos permitiendo reducir las deficiencias en factores asociados a la comercializacién.

2.2. Los mostos

Durante los procesos de vinificacion y antes de la fermentacion se procesan las uvas a través de la
molienda (o prensado) para obtener el jugo o mosto compuesto por pulpa, jugo, pieles y semillas; el que sera
posteriormente separado de los orujos en la elaboracion de vinos blancos y macerado junto a los orujos en el
caso de los vinos tintos (Enrique, 2011)

Antes de la fermentacién, el mosto se compone principalmente de agua, azucares, acidos organicos,
compuestos fendlicos, y otros componentes quimicos minoritarios. La calidad y composicion que tenga el vino
esta directamente relacionado con los componentes presentes en el mosto (Gutiérrez y Ricagno, 2010); y
dentro de estos, los polifenoles tienen una gran importancia para la calidad del producto final. Su cantidad esta
determinada por diversos factores de cultivo y son unas de las sustancias mas reactivas al oxigeno (Arriola y
Tapia, 2017).

2.3. Oxigeno y vinificacion

El oxigeno (Oz2) representa aproximadamente un 20 % del aire que respiramos (Zironi et al., 2009b), por lo
tanto, estara siempre presente en las operaciones de vinificaciéon disolviéndose en el mosto y vino (Delteil,
2000).

El papel del oxigeno durante la vinificacion es extremadamente complejo, debido a que este elemento es
utilizado tanto por levaduras como por bacterias y es sustrato para numerosas transformaciones quimicas del
mosto, la pulpa y la maduracién del vino (Tarko et al., 2020). Un ejemplo de lo anterior es su consumo por
levaduras para producir esteroles de membrana durante la fermentacion alcohdlica. Este tipo de sustancias



permite que las levaduras tengan una mejor resistencia al etanol y absorciéon de nutrientes nitrogenados
(Deshaies et al., 2020).

La aireacién o exposicién de los jugos o vinos al Oz, estimula una serie de reacciones quimicas que afectan
de manera positiva o negativa dependiendo del nivel de oxigenacién (Laurie y Pefia Neira, 2012). Por ejemplo,
desde una perspectiva sensorial, la oxidacién controlada podria ser beneficiosa para el vino tinto al realzar y
estabilizar el color y reducir la astringencia (Oliveira et al., 2011). Por otro lado, un contacto excesivo con el
oxigeno implica consecuencias negativas, ya que se alteran los compuestos fendlicos reduciendo el color y
cuerpo del vino (Gémez Plaza, 2016). Ademas, segun du Toit et al., (2006), “el exceso de oxigeno puede influir
drasticamente en el sabor y composicién microbiana del vino, formando sabores desagradable y crecimiento

de microorganismos de descomposicion”.

La influencia del oxigeno en el sabor, aroma y color se debe principalmente a los oxidantes de las
sustancias radicalarias que derivan de su presencia. Los compuestos fendlicos, terpenos y otros componentes
del vino son susceptibles a reacciones de oxidacion que, en consecuencia, afectan la composicion del vino
(Tarko et al., 2020), siendo los compuestos fendlicos los sustratos principales para las oxidaciones (du Toit
et al., 2006).

2.3.1. Procesos oxidativos en el mosto

La oxidacion es un proceso en el que ocurre una transferencia de electrones entre pares reductores y
oxidativos. En el vino, el Oz es el principal responsable de esta reaccion (du Toit et al., 2006). Muchos
compuestos encontrados en el mosto y el vino coexisten como mezclas de sus formas reducidas y oxidadas,
estos son los llamados "pares redox”, y la reduccidon de un compuesto siempre va acompanada

simultaneamente la oxidacién de otro (Zironi et al., 2009b).

No obstante, lo anterior, durante las etapas iniciales de la vinificacién, es decir durante la molienda de los
racimos para la extraccién del mosto, predominan las reacciones oxidacién mediadas por enzimas oxidativas,
llamadas pardeamientos enzimaticos (Oliveira et al., 2011). Estas reacciones ocurren debido a que, durante
el proceso para la obtencion del mosto, se destruyen las células y membranas que impiden la interaccion de
los polifenoles con las enzimas oxidorreductasas, las que, en presencia de oxigeno, propician la oxidacion de

compuestos fendlicos (Arriola y Tapia, 2017) (Figura 2).

Existen tres tipos de enzimas que participan en las reacciones de oxidacién de moléculas, la peroxidasa,
la lacasa y la polifenoloxidasa, siendo esta ultima la mas estudiada en la industria de los alimentos por su

incidencia en el fendmeno de pardeamiento (Guerrero, 2009).



La rapidez con que ocurra la actividad oxidante sera mayor en la medida en que las bayas estén mas rotas,
la cantidad de O2 disuelto en el mosto sea mayor, y la actividad de la enzima oxidante se mas alta (Arriola y
Tapia, 2017). Por otra parte, Tarko et al., (2020), sefiala que “la resistencia que tengan los mostos y vinos a
la oxidacion esta dada por la cantidad de compuestos fendlicos presentes. Por ejemplo, los vinos tintos al
ser macerados junto a los orujos contienen alta concentracion de polifenoles lo que los hace mucho mas

faciles de oxidar, pero a la vez mucho mas resistentes al contacto con oxigeno”.

Dentro de las consecuencias que trae la oxidacidon enzimatica de los mostos se encuentra: La formacion
de pigmentos de amarillo a marrén debido a la polimerizacion progresiva de los polifenoles (pardeamiento) y
el desarrollo de depdsitos que resultan en una diminucion de los compuestos fendlicos (Tarko et al., 2020)
(Figura 2).
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Figura 2: Proceso de pardeamiento enzimatico en mosto de uva (Li et al., 2008).

Para reducir los efectos de las oxidaciones enzimaticas sobre la calidad de los mostos es esencial el uso
de sustancias reductoras como el diéxido de azufre, glutatién, ademas de practicas como control de la

temperatura y uso de gases inertes (Singleton y Cilliers 1995, citado en (Laurie y Pefia Neira, 2012)

2.4. Uso de dioxido de azufre como antioxidante

El anhidrido sulfuroso o diéxido de azufre (SO2) es un gas producido por la combustién del azufre en el aire
(Arriola y Tapia, 2017). Su uso como conservante se remonta hacia finales del siglo XVIIl (Raposo, 2017).
Este compuesto usado en la enologia es uno de los aditivos mas versatiles y eficientes debido a sus
propiedades antisépticas y antioxidantes (Ribéreau-Gayon et al., 2006). Sin embargo, se debe evitar el uso de
dosis excesivas ya que puede ocasionar problemas de salud y desde el punto de vista enolégico, afectar
negativamente la calidad organoléptica del producto final, llegando incluso a producir defectos aromaticos

caracteristicos (Ribereau-Gayon et al., 2006 citado en Guerrero y Cantos-Villar, (2015)).



Dentro de las propiedades que tiene el SO2 como antioxidante se destacan: La inactivacion de la enzima
polifenoloxidasa que interviene en el pardeamiento, inhibe las reacciones de Maillard, reacciona con el
peréxido de hidrégeno y reduce las formas de quinonas (Guerrero y Cantos-Villar, 2015). Un estudio realizado
por Comuzzo et al., (2015), demostré el gran rendimiento que tiene el SOz para prevenir la oxidacién en vinos

blancos y la dificultad para encontrar un aditivo que logre un afecto similar.

La accion antioxidante del SOz en los mostos consiste principalmente en la inhibicion de las oxidaciones
enzimaticas. Al afiadir anhidrido sulfuroso se inhiben las enzimas responsables de las oxidaciones de los
compuestos fendlicos del mosto (Polifenoloxidasas) (Zironi et al., 2009b), previniendo los efectos que alteran
negativamente las propiedades sensoriales y el valor nutricional de los vinos (pardeamiento oxidativo)
(Abramovi€ et al., 2015). A modo de ejemplo, “una adicion SOz de 50 mg/L provoca una reduccién de la
actividad de la PPO en un 75-90%”(Tarko et al., 2020).

La eficacia que tenga este tratamiento sobre la capacidad oxidativa del mosto esta directamente
relacionada con la dosis, la rapidez en su adicion y también de la acidez, estado sanitario y contenido de

polifenoles del mosto (Arriola y Tapia, 2017).

La relevancia que tiene el estado sanitario de las bayas sobre la eficacia del SO2 como antioxidante se
evidencia en lo siguiente: La enzima tirosinasa (PPO, presente en la uva) es inactivada completamente con
dosis bajas de sulfuroso en el mosto, mientras que la enzima lacasa, derivada de la pudricion por Botrytis
cinérea es menos sensible a las adiciones de SOz (Zironi et al., 2009b). Por esta razén, evitar la oxidacién en

uvas botritizadas se hace mucho mas complicado, aumentando el riesgo de pardeamientos enzimaticos.

2.5. El uso de glutatiéon como antioxidante

El glutation (GSH) es un tripéptido encontrado naturalmente en muchas plantas y microorganismos. Esta
constituido por acido glutamico, glicina y cisteina (Zironi et al., 2009b). La importancia del glutatién radica
principalmente en su capacidad de evitar o reducir el pardeamiento del vino y la perdida de aromas derivado

de las reacciones de oxidacion (Arriola y Tapia, 2017).

Durante la oxidacion enzimatica de los vinos, se oxidan los compuestos fendlicos mediante la enzima
polifenoloxidasa a o-quinonas del acido cafeoil tartarico (Tarko et al., 2020). Singleton et al., (1985) demostré
que el glutation puede disminuir el proceso oxidativo al reaccionar con las o-quinonas del acido cafeiol tartarico,
dando como resultado un tioéter conocido como 2-S-glutationil-trans-cafeoli-tarico, o también conocido como
“producto de reaccién de la uva” (GRP). En condiciones normales, es decir con uvas en buen estado sanitario,
este compuesto permanece estable frente a la oxidacion por la PPO, por lo que el glutation es capaz de detener

la cadena oxidativa que da como resultado el pardeamiento y oxidacion del mosto (Zironi et al., 2009b).



Arriola y tapia (2017) afirman que mientras el glutation esté presente en el medio, las oxidaciones se ven
muy limitadas, pero cuando este compuesto se agota, las moléculas de GRP pueden ser nuevamente oxidadas
por nuevas orto-quinonas y provocar un intenso pardeado del mosto. Sumado a esto, el GRP, es usado como
sustrato para la lacasa producida por Botrytis, provocando que la vinificacion de uvas botrytizadas siempre
sea mas susceptible a las reacciones de pardeamiento oxidativo (Kritzinger et al., 2013; Zironi et al., 2009b).

Un estudio realizado por Badea et al., (2017), demostré que el tratamiento con GSH en mostos de uva
blanca condujo a la produccién de vinos con perfiles sensoriales mas complejos, teniendo una influencia

importante en la proteccién de aromas varietales de los vinos.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacién del experimento

Este estudio se llevd a cabo en el Laboratorio de Quimica Enoldgica, localizado en el campus Lircay de la

Universidad de Talca en la comuna de Talca, durante los afios 2021 y 2022.

3.2. Mosto

El mosto se extrajo a partir de uvas congeladas de la variedad Carménére, obtenidas a partir vifiedo de
docencia del campus Colchagua de la Universidad de Talca, ubicado en la comuna de Santa Cruz. A partir de
dichas uvas se produjeron 4 litros de mosto el cual fue dividido en 12 muestras de 300 mL cada una para su

posterior analisis experimental y extracciéon de datos.

Cuadro 1. Caracteristicas principales del mosto elaborado y utilizado en el ensayo.

o Acidez Titulable Azucares .
pH Brix (/L) reductores (g/L) SO:2total (mg/L) | SOz2 libre (mg/L)

3.80 +/-0.03 | 25.52 +/- 0.05 1.59 +/-0.13 230.43 +/- 0.42 ‘ 0.08 +/- 0.001 ‘ 0.0015 +/- 0.05

Cabe recalcar que la acidez titulable reportada en el cuadro 1, no es un resultado fiable ya que los reactivos

empleados no se encontraban en éptimas condiciones.

3.3. Dioxido de azufre

El didxido de azufre utilizado en este proyecto corresponde a metabisulfito de sodio (Na2S205) proveniente
de Merck S.A (Alemania) con una pureza del 97%. Dicha sustancia quimica se adiciond al mosto con una

dosificacion de 70 mg/L.

3.4. Glutatién reducido

El glutation usado en este ensayo corresponde a glutatién reducido (H2NCH (CO2H) CH2CH2CONHCH
(CH2SH) CONHCH2CO2H) proveniente de Merck S.A (Alemania) con una pureza 298%. Dicha sustancia

quimica se adiciono al mosto con una dosificacion de 15 mg/L.



3.5. Disefio experimental y metodologia

El disefio experimental consistié en la realizaciéon de cuatro tratamientos, en donde se utilizé diéxido de
azufre, glutation reducido y su combinacién, ademas de un tratamiento control sin aplicaciones (Cuadro 1). Se
utilizaron 8 Kg de uva congelada del cultivar Carménére. Dicha uva fue descongelada y prensada mediante el
uso de una prensa manual para producir 4 litros de mosto, del cual se tomaron 12 muestras de 300 mL cada

una. Cada muestra fue vaciada en botellas Schott de 250 mL y fueron tratadas de la siguiente manera:

- Eltratamiento 0, (TO), consté de 300 ml de mosto almacenado en botellas de vidrio Schott de 250 mL
al cual no se le aplico ningun tipo de tratamiento.

- Eltratamiento 1, (T1), correspondié a 300 mL de mosto tratado con 70 mg/L de metabisulfito de sodio
al momento del vaciado en botellas Schott de 250 mL.

- El tratamiento 2, (T2), consideré 300 mL de mosto tratado con 15 mg/L de glutation reducido al
momento del vaciado en botellas Schott de vidrio de 250 mL.

- El Tratamiento 3, (T3), consté de 300 mL de mosto tratado de forma combinada con las mismas

condiciones descritas en los tratamientos T1y T2.

Todos los tratamientos antes descritos se realizaron por triplicado

Cuadro 2. Descripcion de los tratamientos con sus respectivas abreviaciones

TRATAMIENTOS ABREVIACIONES DESCRIPCION

Tratamiento O TO 300 mL de mosto de wuva
Carménere

Tratamiento 1 T1 300 mL de mosto de uva

Carménére + 70 mg/L de Na2S20s

Tratamiento 2 T2 300 mL de mosto de uva
Carménére + 15 mg/L de GSH

Tratamiento 3 T3 300mL de mosto de wuva
Carménére + 70 mg/L de Na2S20s
+ 15 mg/L de GSH

3.6. Mediciones de espectrofotometria

Este estudio se realizé midiendo la absorbancia del mosto a las longitudes de onda de 280, 420 y 520 nm.
Estas mediciones fueron realizadas con un espectrofotometro de microplacas UV-Vis Epoch. Este aparato
tiene la capacidad de medir longitudes de onda que van desde los 200 a los 999 nm y permite el uso de

diversos formatos de microplacas.
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Para la realizacion de este analisis se extrajo una muestra de 1,5 mL de mosto de cada botella, las muestras
fueron depositadas en tubos Eppendorf de 1,5 mL y se centrifugaron a 13,2 mil rpm durante 7 minutos.
Transcurridos los 7 minutos se separ6 el sobrenadante de cada muestra y se depositd en tubos Eppendorf de
1 mL.

Luego se realizaron 4 diluciones por muestra. Para esto se diluyeron 150 yL de las muestras de mosto
anteriormente centrifugadas con 850 uL de agua destilada en tubos de 1 mL y se agitaron. Finalmente, se
pipetearon 300 pL de cada dilucién en placas de 96 pocillos y se midi6 la absorbancia a las longitudes de onda
antes descritas en tiempos incrementales (0; 0,5; 1,5; 2,5; 20,5; 22; 23,5; 25,5; 49,5; 73,5; 97,5; y 155,5 horas).

3.7. Medicién de oxigeno disuelto por Nomasense O2

Para monitorear el contenido de oxigeno disuelto en el mosto, se utilizé un analizador de oxigeno
Nomasense O2 Prime. Este analizador monitorea los niveles de oxigeno disuelto mediante fotoluminiscencia
de forma no destructiva ni invasiva en el vino o0 mosto mediante unos sensores ubicados en las botellas y una
sonda de fibra dptica.

Para este ensayo se utilizé una botella por tratamiento, las cuales contenian en su interior un sensor que
entregaba las concentraciones de oxigeno disuelto en ppm (ppb) y fueron monitoreados en tiempos
incrementales (0; 0,5; 1,5; 2,5; 20,5; 22; 23,5; 25,5; 49,5; 73,5; 97,5 y 155,5 horas), a una temperatura
ambiente de alrededor de 17 °C.

3.8. Andlisis de polifenoles, catequina, acetaldehido y antocianinas

Este estudio se llevd a cabo mediante el uso de un analizador automatico y multiparamétrico Y15 de
Biosystems para mediciones enolégicas. Este aparato permite la realizacion de diversos andlisis de manera

automatica y en simultaneo mediante el uso de reactivos especificos para cada ensayo.

Las mediciones se hicieron al inicio y final del ensayo y fueron realizadas usando muestras de 1 ml de mosto
centrifugadas a 13,2 mil rpm y filtradas mediante filtros de 0.45 um.

3.9. Anélisis fisicoquimicos

El mosto fue sometido a analisis de sdlidos solubles (°Brix), por medio de refractémetro; analisis de pH por
potenciometria; acidez titulable y azucares reductores mediante el uso del analizador Y15.
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3.10. Analisis estadistico

Los datos obtenidos a partir de las diversas mediciones de polifenoles, acetaldehido, catequinas y
antocianinas fueron transformados a porcentajes y luego analizados estadisticamente mediante el software
Statgraphics Centurion 19. Se realizé un analisis de varianza (ANOVA) con un factor de clasificacion también
llamado disefio completamente al azar (DCA) y se trabajo utilizando un nivel de confianza del 95%. En caso

de existir diferencias significativas, se realizé pruebas de comparaciones multiples de Tukey (5%).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Concentracion de oxigeno disuelto en el mosto

En la figura 3, donde se presenta la evolucién de la concentracién de oxigeno disuelto en el mosto, se
observa que todos los tratamientos comenzaron con una concentracién parecida de oxigeno disuelto de
alrededor de 7,70 mg/L de O2. Esta concentracién se redujo de manera drastica en los tratamientos TO
(Control) y T2 (GSH), durante las primeras 2 horas de seguimiento, disminuyendo a 1,60 y 2,06 mg/L de O2
respectivamente.
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Figura 3. Evolucion de la concentracion de oxigeno disuelto en el mosto para cada tratamiento, donde: TO:
Control sin adicidon de antioxidantes; T1: Mosto tratado con 70 mg/L de Na2S:0s; T2: Mosto tratado con 15
mg/L de GSH; T3: Mosto tratado con 70 mg/L de Na2S205 y 15 mg/L de GSH

Los tratamientos T1 (SOz2) y T3 (SO2z + GSH) tuvieron una disminucién menor, pasando a una concentracion
de 5,1 mg/L de Oz durante el transcurso de 2 horas. Finalmente, transcurridas 20 horas los tratamientos TO y
T2 llegaron a una concentracion de casi 0 mg/L de Oy, por otra parte, los tratamientos T1y T3 llegaron a esa
concentracion a las 24 horas.
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Los ensayos que contenian metabisulfito de sodio (T1 y T3) presentaron un consumo de oxigeno disuelto
menor en comparacion a los que no lo contenian (TO y T2). Por su parte, el tratamiento TO, fue el que disminuyé

de manera mas acelerada sus niveles de oxigeno disuelto, probablemente derivado de una mayor oxidacion.

4.2. Disminucion porcentual de la concentracion de polifenoles totales

Los polifenoles del jugo de uva pueden ser usados como marcadores de la oxidacion (Makhotkina et al.,
2013), por lo que en este estudio se incluyd el analisis de polifenoles totales de forma de identificar los

tratamientos que permitieron mantener de mejor manera el contenido de polifenoles en el tiempo.

De acuerdo con los resultados del analisis estadistico realizado, se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre algunos tratamientos. Los tratamientos T1 y T3 presentaron una
disminucién menor de polifenoles con respecto a TO y T2, Y tal como se observo en la figura 3, estos ultimos
fueron los que presentaron la mas rapida disminucién del Oz disuelto en el mosto, y por ende los que mas

polifenoles oxidaron (Figura 4).
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Figura 4: Disminucién porcentual entre la concentracion de polifenoles en el mosto al inicio y final del ensayo
para cada tratamiento, donde: TO: Control sin adicion de antioxidantes; T1: Mosto tratado con 70 mg/L de
Na2S20s; T2: Mosto tratado con 15 mg/L de GSH; T3: Mosto tratado con 70 mg/L de Na2S20s5 y 15 mg/L de

GSH. Letras minusculas distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre tratamientos de
acuerdo con la prueba de Tukey (p < 0,05).
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Los tratamientos que involucraron el uso de SOz, permitieron evitar en mayor medida la reduccion de
fenoles totales en el tiempo, en contraste con los tratamientos control y donde se usé GSH. Esto es
concordante con lo demostrado por Arriola y Tapia (2017); Di Mattia et al. (2015); Makhotkina et al. (2013),
quienes demostraron que la adiciéon de SOz en el mosto, promueve un mayor contenido de polifenoles, gracias
al papel protector del didxido de azufre contra la oxidacion.

Por otro lado, Makhotkina y Kilmartin (2009) también sostienen que el glutation permite proteger los
polifenoles de manera similar a como lo realiza el SOz2, al reaccionar con quinonas y reducirlas nuevamente a
polifenoles o derivados de glutation. Esto contraste con lo anterior, los resultados obtenidos en este ensayo

no evidenciaron un efecto significativo del GSH en la proteccion de los polifenoles.

4.3. Disminucion porcentual de la concentracion de catequinas

Las catequinas, cuya oxidacion promueve la formacién de quinonas y el pardeamiento del vino (Dal Cin, 2021),
fueron analizadas para determinar su concentracion y estabilidad en el tiempo.

De acuerdo con los resultados obtenidos del ANDEVA y la prueba de Tukey, el tratamiento que evit6 de
mejor manera la oxidacion de catequinas fue T1 con una disminucion de 1,8 % seguido por el tratamiento T3
el cual combinaba el uso de GSH y SO2. En cuanto a la menor concentracion, los tratamientos TO y T2 fueron

los que tuvieron el mayor porcentaje de disminucién con un 13,9 % y 11% respectivamente (Figura 5).
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Figura 5. Disminucion porcentual entre la concentracion de catequina en el mosto al inicio y final del ensayo
para cada tratamiento, donde: TO: Control sin adicion de antioxidantes; T1: Mosto tratado con 70 mg/L de
Na2S20s; T2: Mosto tratado con 15 mg/L de GSH; T3: Mosto tratado con 70 mg/L de Na2S20s5 y 15 mg/L de
GSH. Letras minusculas distintas indican diferencias estadisticamente significativa entre tratamientos de
acuerdo con la prueba de Tukey (p < 0,05).

Los resultados obtenidos de la prueba de Tukey concuerdan con los datos obtenidos por Danilewicz y
Wallbridge, (2010), quienes demostraron que el didxido de azufre podia proteger eficazmente a las catequinas

de la oxidacién al reducir sus quinonas y recuperar los flavonoles.

Por otra parte, los autores Makhotkina y Kilmartin, (2009), demostraron que el glutation permite proteger la
catequina de la oxidacion quimica en vinos, pero que puede ser menos efectiva que al utilizar SO2. Sin
embargo, en este ensayo, los resultados obtenidos para el tratamiento con GSH demostraron que este
compuesto no permitié evitar la oxidacion enzimatica de la catequina, ya que T2 no muestra una diferencia

estadisticamente significativa con TO, el cual no contenia adicidon de antioxidantes.

Con respecto a lo concluido por los autores anteriormente mencionados, se esperaba que la combinacién

de GSH y SOz generaran una mejor proteccion que cuando se usan por si solos, cosa que no se observo.
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4 4. Disminucion porcentual de la concentracion de antocianinas

De acuerdo con los resultados obtenidos de la prueba de Tukey, se observé diferencias estadisticamente
significativas entre algunos tratamientos (Figura 6). El tratamiento T1 fue el que logré evitar de mejor manera
la pérdida de antocianinas en el tiempo, con una disminucion de 10,5% durante el transcurso del expermiento,
seguido por T3, el cual logré una proteccion un poco mas baja, pero significativamente inferior a las observadas
paraTOy T2.
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Figura 6. Disminucién porcentual entre la concentracion de antocianinas en el mosto al inicio y final del ensayo
para cada tratamiento, donde: TO: Control sin adicién de antioxidantes; T1: Mosto tratado con 70 mg/L de
Naz2S20s; T2: Mosto tratado con 15 mg/L de GSH; T3: Mosto tratado con 70 mg/L de Na2S20s5 y 15 mg/L de
GSH. Letras minusculas distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre tratamientos de
acuerdo con la prueba de Tukey (p < 0,05).

En cuanto a TO y T2, no se encontraron diferencias entre ellos, por lo tanto el uso de GSH por si sélo, no

impide la pérdida de los antocianos, derivada de la oxidacién enzimatica.

Los autores Gambuiti et al., (2015), coinciden con los resultados de este ensayo, en donde evidencian que
el SO2 es un exelente conservador de antocianinas por si sélo, asi como en combinacion con GSH. Sin
embargo, el GSH por si sélo no logra una buena mantencién de estos compuestos. Por otro lado, Curko et al.,
(2021), también coincide, en que a mayores concentraciones de SO: se retrasa significativamente la pérdida
de antocianinas en el tiempo.
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4.5. Incremento porcentual de la concentracion de acetaldehido

El acetaldehido es uno de los productos de oxidacion mas significativos observados en vinos, implicando una
disminucién de la calidad del producto final (Berradre et al., 2007). En mostos, el origen del acetaldehido deriva
de las levaduras y de la contaminacién con bacterias acéticas (Arriola y Tapia, 2017; Hernandez y Barbero,
2008).

De acuerdo con el resultado del analisis estadistico ANDEVA y luego de la prueba de Tukey, se encontré
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos, siendo TO el que diferia con respecto a los
demas. Se observé que el tratamiento TO fue el que demostré el mayor incremento de acetaldehido durante

el transcurso del experimento con un incremento del contenido de acetaldehido de casi 200% (Figura 7).
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Figura 7: Incremento porcentual entre la concentracion de acetaldehido en el mosto al inicio y final del ensayo
para cada tratamiento, donde: TO: Control sin adicion de antioxidantes; T1: Mosto tratado con 70 mg/L de
Naz2S20s; T2: Mosto tratado con 15 mg/L de GSH; T3: Mosto tratado con 70 mg/L de Na2S20s5 y 15 mg/L de

GSH. Letras minusculas distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre tratamientos de
acuerdo con la prueba de Tukey (p < 0,05).
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Los autores Danilewicz y Wallbridge, (2010); Danilewicz et al., (2008), afirman que el SOz evita la formacién
de acetaldehido al reaccionar con este, evitando asi la oxidacién de polifenoles. Por otro lado Panero et al.,
(2015), concluyeron en su ensayo, que el SO: evita la formaciéon de acetaldehido y que el GSH también lo
hace, pero en una menor medida.
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Si bien, en mostos, el acetaldehido se origina de manera diferente a como ocurre en vino, los resultados
obtenidos evidencian que tanto el SOz como el GSH permiten reducir la formacion de acetaldehido,

coincidiendo con lo concluido por los autores mencionados anteriormente.

4.6. Absorbancia del mosto a diferentes longitudes de onda

Con el fin de obtener el indice de polifenoles totales de manera indirecta, se realizaron mediciones de

absorbancias a 280 nm, a partir del método propuesto por Paronetto (1979).

Desde la figura 8, se observa que todos los tratamientos inician con una absorbancia de mas o menos 18,
esta absorbancia comienza a disminuir con el tiempo evidenciando una baja un poco mas pronunciada en los
tratamientos TO y T2 los que al tiempo final marcaron una absorbancia de 14,2. Por otro lado, los tratamientos

T1y T3 marcaron una absorbancia mas alta de 15.
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Figura 8: Evolucién del indice de polifenoles totales en el tiempo al someter el mosto a una longitud de onda
de 280 nm, donde: TO: Control sin adicién de antioxidantes; T1: Mosto tratado con 70 mg/L de Na2S20s; T2:
Mosto tratado con 15 mg/L de GSH; T3: Mosto tratado con 70 mg/L de Na2S20s5 y 15 mg/L de GSH.

Al observar una absorbancia un poco mayor en los tratamientos T1 y T3 podemos inferir que la
concentracion de polifenoles es mayor en estos dos tratamientos en contraste con los tratamientos TO y T2.
Estos resultados respaldan a los de la figura 3, reforzando que la concentracion de polifenoles totales se
mantuvo mayormente en los tratamientos que involucraban el uso de SOz, ya que el porcentaje de disminucion

fue menor.

19



Por otra parte, se realizd la medicion de absorbancia a 420 nm con el fin de obtener algun indicio de
pardeamiento en el jugo ya que, a esta longitud de onda corresponde al rango del espectro de la zona de los

colores amarrillo pardo (Simpson, 1982).

1.5
1.4
1.3
1.2
1.1

1.0 /
—9

0.9

Absorbancia a 420 nm

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Tiempo (h)

TO Control —&—T1S02 T2 GSH —8—T3 SO2+GSH

Figura 9: Evolucion de la absorbancia en el tiempo al someter el mosto a una longitud de onda de 420 nm,
donde: TO: Control sin adicién de antioxidantes; T1: Mosto tratado con 70 mg/L de Na2S20s; T2: Mosto tratado
con 15 mg/L de GSH; T3: Mosto tratado con 70 mg/L de Na2S20s5 y 15 mg/L de GSH.

Los tratamientos mostraron una leve diferencia en cuanto a su curva de absorbancia en el tiempo (Figura
9), evidenciando una mayor absorbancia tanto al inicio como al final del ensayo en los tratamientos TO y T2
con respecto a T1 y T3. Esto podria indicar que los jugos TO y T2, presentan un mayor grado de pardeamiento
desde el inicio de las mediciones, sugiriendo un mayor grado de oxidacion desde el inicio al final del ensayo,
lo cual a su vez quedo evidenciado en las mediciones de catequina, en donde se observa una mayor pérdida

de catequina en estos dos tratamientos.

Los autores Makhotkina et al. (2013), demostraron que al tratar la uva con distintas dosis de SOz, el indice
de pardeamiento a 420 nm era mayor en jugos que contenian menores dosis de sulfuroso. Por lo tanto, es
posible respaldar que los tratamientos T1 y T3 al contener ambos SO2, evitaron en mayor medida el

pardeamiento y oxidacion del jugo.
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Figura 10: Evolucién de la absorbancia en el tiempo al someter el mosto a una longitud de onda de 520 nm,
donde: TO: Control sin adicion de antioxidantes; T1: Mosto tratado con 70 mg/L de Na2S20s; T2: Mosto tratado
con 15 mg/L de GSH; T3: Mosto tratado con 70 mg/L de Na2S20s5 y 15 mg/L de GSH.

Otra de las mediciones realizadas fue la absorbancia a 520 nanémetros (Figura 10), esto se realiz6 con el
fin de conocer de manera indirecta la evolucién de las antocianinas en el tiempo o coloracion roja (Caravaca,
1999; Gambuti et al., 2015).

Se evidencia una notable diferencia, en donde los tratamientos TO y T2, muestran una absorbancia mayor
al inicio del ensayo de 1,3 y 1,2 respectivamente, con respecto a T3 y T1, los cuales estaban marcando una
absorbancia de 1, esto probablemente producido por la decoloraciéon provocada por el uso de SO2. Con el
transcurso del tiempo las absorbancias fueron cambiando y al final del ensayo se registraron absorbancias

mas parecidas de entre 1y 0,9 (Figura 10).

Con respecto al analisis de este grafico, se evidencia una mayor coloracion del jugo en los tratamientos
que no contenian SOz (TO y T2), contrario a lo que se aprecia en las mediciones directas de antocianinas en
el jugo, en donde se evidencid que la mayor pérdida de antocianinas estuvo dada por estos dos tratamientos.
Esto estaria explicado debido a que los sulfitos tienden a decolorar los compuestos antocianos debido a que
se unen a estos haciéndolos incoloros (Zironi et al., 2009a) dando como resultado que, desde el inicio de las

mediciones, los tratamientos TO y T2 tengan una mayor coloracion rojiza.
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Sin duda es importante la realizacién de mayores estudios como este, que permitan encontrar alternativas
al uso del SO2 como antioxidante, con el fin de disminuir o suprimir su utilizacion en la enologia ya que existe
una percepcion negativa por parte de la sociedad sobre el uso de los sulfitos, gatillada principalmente por los
efectos negativos que puede tener sobre personas sensibles o alérgicas (Guerrero et al., 2015). Por lo tanto,
resulta indispensable el estudio de conservantes como el GSH, acido ascérbico, hidroxitirosol y los estilbenos,
compuestos que se encuentran de forma natural en la uva y en el vino (Badea et al., 2017; Raposo Ortega,
2017).
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5. CONCLUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente estudio es posible concluir lo siguiente:

La aplicacion combinada de 70 mg/L de Na2S20s5y 15 mg/L de GSH sobre el mosto resulto ser mas efectiva
en limitar el progreso de las reacciones de oxidacién enzimatica de los compuestos evaluados en el ensayo,
que la aplicaciéon de GSH por si solo, sin embargo, el uso de 70 mg/L de metabisulfito de sodio superé a los

dos tratamientos antes mencionados, siendo el que logré la mayor proteccion ante la oxidacion del mosto.

Se puede afirmar que el GSH no permitié la proteccién de los compuestos oxidables evaluados en el
ensayo, ya que la disminucién de polifenoles, catequina y antocianinas fue estadisticamente igual a la de los
mostos que no contenian adicion de antioxidantes.

Segun lo anteriormente expuesto, se concluye que el SOz por si solo permitio limitar la oxidacion enzimatica

del mosto en mayor medida que al hacer uso de combinado de SO2y GSH. Sumado a esto, el GSH por si solo

no demostro proteccion alguna.
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1. Salidas programa estadistico Statgraphics 19

7. ANEXOS

Pruebas de Multiple Rangos para Acetaldehido por Tratamiento

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tratamiento Casos Media Grupos Homogéneos
T3 3 86.3333 X

T2 3 88.5 X

T 3 112.9 X

TO 3 198.667 X

Pruebas de Multiple Rangos para Polifenoles por Tratamiento

Metodo: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tratamiento Casos Media Grupos Homogéneos
T3 3 9.03333 X

T1 3 9.36667 X

T2 3 12.7 X

T0 3 14.7333 X

Pruebas de Multiple Rangos para Catequina por Tratamiento

Metodo: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tratamiento Casos Media Grupos Homogéneos
T 3 1.86667 X

T3 3 6.9 X

T2 3 11.2 X

TO 3 13.8667 X

Pruebas de Multiple Rangos para Antocianinas por Tratamiento

Metodo: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tratamiento Casos Media Grupos Homogéneos
T 3 10.4333 X

T3 3 14.7667 X

T2 3 20.9667 X

TO 3 23.1667 X

28




Aantigaidanted

Figura 1. Botellas Schott con 300 mL de mosto de mosto cada una. Cada botella con su respectivo tratamiento,
TO: sin antioxidantes; T1: con 70 mg/L de Na2S20s; T2: con 15 mg/L de GSH; T3: con 70 mg/L de Na2S20s y
15 mg/L de GSH.

Figura 2. Medicion de oxigeno disuelto con analizador NomaSense O:.
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Figura 4. Preparacion de muestras en placa para analizar en espectrofotometro Epoch.
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Figura 5. Analisis de polifenoles, catequina, antocianinas y acetaldehido mediante el analizador automatico
Y15.
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