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RESUMEN

El vino tinto es una de las bebidas alcohdlicas mas consumidas a nivel mundial.
Cuando las uvas son procesadas para producir dicha bebida se generan grandes cantidades
de residuos, entre ellos el orujo de uva, el cual esta compuesto por cascaras y semillas,
presentando éste propiedades bioactivas que han sido demostradas ser benéficas para la
salud. La gran generacion de residuos provenientes de la industria vitivinicola y la
presencia en ellos de compuestos bioactivas con funciones bioldgicas, estimula el
desarrollo de productos con la incorporacion de los mismos, aplicando el concepto de
economia circular. Consecuentemente, el uso de orujo de uva como ingrediente en la
formulacion de diferentes alimentos puede tener un importante impacto ambiental en la
reduccién de residuos y la posibilidad de crear productos con alto valor agregado.

El hecho de que el orujo de uva posea propiedades bioactivas se debe
principalmente a la presencia de compuestos bioactivos, entre ellos determinados
polifenoles como las antocianinas, que entre otras capacidades tienen un alto potencial
para actuar como antioxidantes y en consecuencia reducir el estrés oxidativo en el
organismo, pudiendo prevenir el desarrollo de las enfermedades crénicas no
transmisibles.

En el presente trabajo se propone utilizar un extracto derivado de la céscara
proveniente del orujo de uva Tannat para el desarrollo de un yogur con potencial como
alimento funcional. A su vez, se propone encapsular el extracto mediante secado por
atomizacion, siendo éste una tecnologia de encapsulacion de fécil escalado a la industria.
Dicha encapsulacion se realizé con dos materiales encapsulantes distintos con el fin de
poder determinar su eficiencia para encapsular los polifenoles del orujo de uva Tannat y
protegerlos de las altas temperaturas del proceso de secado por atomizacion, asi como del
proceso de elaboracion del yogur. Ademas, se propone evaluar la bioaccesibilidad de
dichos compuestos para lo cual se realiza un estudio de simulacion digestiva in vitro
simulando las condiciones del tracto gastrointestinal.

Dentro de los resultados mas relevantes obtenidos, se encontro que luego de la
digestion in vitro el extracto no pierde capacidad antioxidante y las distintas
formulaciones de yogures poseen capacidad antioxidante. Se vio que el mayor aporte a la
capacidad antioxidante de las formulaciones de los yogures lo genera la proteina
hidrolizada que forma parte del material encapsulante del extracto.

En conclusion, el extracto de cascara proveniente del orujo de uva Tannat
encapsulado mediante la tecnologia del secado por atomizacion, e incorporado en una
formulacion de yogur, parece tener gran potencial como yogur funcional, generando valor
agregado a un residuo de la industria vitivinicola uruguaya.

Palabras claves: orujo de uva Tannat; compuestos bioactivos; polifenoles; secado por
atomizacion; encapsulacién; capacidad antioxidante.




1. INTRODUCCION

1.1. PRODUCCION DE VINO TINTO TANNAT EN URUGUAY Y
SU COMPOSICION EN POLIFENOLES

1.1.1. Uvay vino Tannat

Vitis vinifera cv. Tannat es una variedad de uva tinta, introducida en Uruguay en
el afio 1870 traida desde el sudoeste de Francia. Hoy en dia se encuentra muy adaptada a
los suelos arcillosos y clima de nuestro pais, siendo la variedad de uva responsable de
otorgarnos un lugar reconocido en el mundo del vino e incontables premios
internacionales. En Uruguay existen 6.144 hectareas que corresponden a la plantacién de
uva, de las cuales 1.631 de ellas son destinadas a cultivos de uva Tannat (26.6%). Por afio
se producen 23.810.851 kg de dicha uva siendo Canelones el principal departamento
productor (66,6%), seguido de Montevideo (10,7%). En el presente, Uruguay produce
volimenes de vino tinto Tannat que superan incluso los de su lugar de origen (INAVI,
2019).

1.1.2. Procedimiento de elaboracion de vino tinto

El vino tinto es una de las bebidas alcoholicas més consumidas en todo el mundo
(Fernandez-Fernandez et al., 2019), por lo que su proceso de elaboracion es algo que se
comparte en muchos lugares. Como se esquematiza en la Figura 1, el proceso de
vinificacion comienza con el analisis de la uva para determinar el momento éptimo de la
cosecha, luego sigue el proceso de vendimia que consta de la cosecha como tal, la cual
en Uruguay se realiza entre los meses de febrero y abril (INAVI, 2019), posteriormente
a la vendimia, la materia se transporta desde la vid hasta la bodega, este paso debe
realizarse en las mejores condiciones posibles, para evitar el aplastamiento del fruto y que
las levaduras presentes en la uva comiencen a fermentar antes de tiempo (Ribereau-Gayon
etal., 2006).

Una vez que las uvas se reciben en las bodegas se realiza una clasificacion con el
objetivo de eliminar las uvas en mal estado y los pequefios fragmentos de tallos y hojas.
La segunda clasificacion consta del descobajado, un trabajo realizado por maquinas
especiales, el cual consta de separar las uvas del escobajo. A continuacion, se realiza la
molienda donde los granos de uva se estrujan mediante maquinas trituradoras con el fin
de que se rompa la cascara, y de esta manera extraer la pulpa del interior de la fruta.
Finalizada la molienda se obtiene el mosto, el cual consta del jugo de la uva y de los
elementos solidos como las céascaras y las semillas (Ribereau-Gayon et al., 2006).

El mosto se introduce en unos depoésitos a temperatura controlada para que
maceren. La maceracion es responsable en gran parte de las caracteristicas visuales,
aromaticas y sensoriales de los vinos tintos. En este paso se extraen diversos compuestos
fenolicos de la cascara y de las semillas, como las antocianinas y los taninos, los cuales
son responsables del color y de la estructura general de la bebida. Los compuestos que
generan el aroma, ciertos compuestos nitrogenados, los polisacaridos, en particular las
pectinas, y los minerales también se liberan durante la maceracion (Ribereau-Gayon et
al., 2006).

La fermentacion alcohdlica es el proceso que le sigue a la maceracion, para ello
el mosto se calienta lo més rapido posible a 20°C, y si la fermentacion no comienza, se
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realiza una inoculacion de levaduras. En este paso las levaduras transforman los azlcares
de la uva en alcohol, liberando un volumen considerable de gas. El gas alza a las c&scaras
hacia arriba, formando lo que se conoce como “sombrero” y es en ese momento cuando
se procede a realizar el remontado, que consta de remojar el sombrero con el mosto de
las zonas inferiores para que los componentes lleguen a todas partes. Cuando se finaliza
con la fermentacion, se realiza el descubado que consta de separar el liquido de la materia
solida, obteniéndose los subproductos de la vinificacion por un lado y por otra parte el
liquido en el que se realiza una segunda fermentacion denominada malolactica. Dicha
fermentacién es de suma importancia ya que es la que provoca una reduccion de la acidez
al vino al proporcionar suavidad ya que consta de la transformacién del acido malico en
acido lactico por efecto de las bacterias lacticas que se encuentran de manera natural en
la uva (Ribereau-Gayon et al., 2006).

Antes del embotellado, el vino debe ser asentado, clarificado y finalmente filtrado.
La mayoria del vino tinto se madura en barricas de roble durante unas semanas o varios
afios, dependiendo de la variedad de uva y el estilo de vino deseado (Beres et al., 2017).

(B

2. Descobajado e
y Molienda “ Jl- 1. Anélisis y Vendimia

HEARN

3. Maceracion Emmmp 4. Fermentacion mmmmp 5. Descubado mummp 6. Fermentacion

alcoholica malolactica
9. Embotellado - 8. Estabilizacion y Filtracion 7. Crianza

Figura 1. Esquema del proceso de la elaboracion del vino tinto Tannat. (1) Analisis de
la uvay Vendimia. (2) Descobajado y posterior Molienda. (3) Maceracion. (4)
Fermentacion alcohdlica. (5) Descubado. (6) Fermentacion malolactica. (7) Crianza.
(8) Estabilizacion y filtracion del vino. (9) Embotellado.

1.1.3. Composicion polifendlica del vino tinto Tannat

El vino tinto presenta en su composicion mas de 600 compuestos fendlicos que
son beneficiosos para la salud (Pazzini et al., 2015). En general, los vinos tintos obtenidos
a partir de uva Tannat presentan un elevado contenido de compuestos fendlicos (Piccardo
& Gonzalez-Neves, 2013). Dichos compuestos se definen como metabolitos secundarios
sintetizados exclusivamente por plantas como mecanismo de sefializacion y de defensa.
Estructuralmente contienen al menos dos anillos fendlicos tal como se muestra en la
Figura 2 y uno o mas sustituyentes hidroxilo. Dentro de cada familia que componen a
los compuestos fendlicos existen una gran variedad de estructuras, que se diferencian



entre si por el nimero y la posicién de los grupos hidroxilos, y por los distintos grupos
funcionales que puedan presentar (Singla et al., 2019).

Figura 2. Estructura basica de los compuestos fendlicos. Los anillos normalmente se

etiquetan con las letras A, B y C, siendo el anillo heterociclico el representado con la

letra C. EIl atomo de oxigeno esta numerado como primera posicion, y los &tomos de
carbono restantes estan numerados de C2 a C10. Extraido de Singla et al. (2019).

Los compuestos fendlicos pueden clasificarse entre compuestos flavonoides y no
flavonoides. Los compuestos no flavonoides que forman parte del vino tinto Tannat son
determinados &cidos fendlicos, principalmente el acido cafeico y el acido galico (Pazzini
et al., 2015). Los derivados del acido hidroxicinamico, como es el acido cafeico, se
encuentran como ésteres con &cido tartarico, mientras que los derivados del acido
hidroxibenzoico, como es el &cido galico, estan presentes en sus formas libres (Georgiev
etal., 2014). La presencia del acido galico en vinos es muy importante, desde el punto de
vista sensorial es el responsable de otorgarle a la bebida un sabor ligeramente amargo
(Pazzini et al., 2015), mientras que desde el punto de vista biologico se ha demostrado
que posee varias propiedades terapéuticas, que incluyen actividades antioxidantes,
anticancerigenas, antiinflamatorias, antifungicas y antivirales (Georgiev et al., 2014).
Otro de los compuestos no flavonoides presente en el vino tinto Tannat que presenta
propiedades terapéuticas es el resveratrol, un estilbeno que posee capacidad antioxidante,
anticoagulante, anticancerigena y proteccion cardiovascular (Georgiev et al., 2014;
Lucena et al., 2010).

Por otro lado, los compuestos flavonoides poseen propiedades cardioprotectoras,
neuroprotectoras, antimicrobianas y antienvejecimiento. La mayoria de los flavonoides
se encuentran principalmente en las células epidérmicas externas de la uva (la cascara),
siendo las antocianinas los principales flavonoides que forman parte de ellas. Estos
compuestos son los pigmentos responsables de darle el color violeta caracteristico del
vino ademas de otorgarle capacidad antioxidante (Boido et al., 2006; Georgiev et al.,
2014). Durante el procesamiento del jugo de uva, solo se extraen cantidades limitadas de
antocianinas, sin  embargo, cuando estdn  involucrados  procesos de
fermentacion/maceracion, se obtienen grandes cantidades de productos poliméricos
(Georgiev et al., 2014). Otros flavonoides presentes en el vino tinto Tannat son los
flavanoles, como son las catequinas, epicatequina y proantocianidinas (Piccardo &
Gonzélez-Neves, 2013). Las epicatequinas son los compuestos responsables de la
astringencia que muchas veces posee el vino (Pazzini et al., 2015).

Igualmente, cabe destacar que la concentracién y composicion polifendlica del
vino tinto Tannat puede variar segun la region, las condiciones climaticas, las técnicas
de cultivo de la uvay el proceso de la vinificacion (Pazzini et al., 2015).
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1.2. SUBPRODUCTOS DE LA VINIFICACION

Uruguay es uno de los principales paises productores de vino tinto Tannat, el cual
destina por afo aproximadamente 23.810.851 kg de esta uva para la produccion de dicha
bebida alcohdlica (INAVI, 2019). Segun datos de la Organizacion de la Vifia y el Vino
(O1V) se estima que cada 100 kg de uva procesada se generan alrededor de 25 kg de
subproductos (O1V, 2015), por lo que nuestro pais es gran generador de este residuo.

El principal subproducto de la vinificacion es el orujo de uva, que consiste
mayoritariamente de las cascaras y las semillas que quedan después de prensar las uvas.
Otro subproducto es el que se obtiene luego de la filtracion del vino, el cual corresponde
a la materia que se deposita luego de la fermentacion, principalmente corresponde a
levaduras muertas y a otra serie de sustancias procedentes de la uva (Davila et al., 2017).

Estos desechos de la vinificacion suponen una gran problemética a nivel
ambiental, principalmente por su alta carga organica que dificulta su rapida degradacion
(Beres et al., 2016), ademas del caracter estacional ya que se producen grandes cantidades
de subproductos durante un corto periodo (Beres et al., 2017). Es por estos motivos, que
la gestion eficiente de subproductos de la vinificacion se ha convertido en un objetivo
estratégico para la industria vitivinicola.

Tradicionalmente estos subproductos han sido utilizados como alimento animal,
fertilizantes y como biomasa, para la produccién de energia (Davila et al., 2017). En los
Gltimos afios ha crecido un gran interés en el aprovechamiento de estos residuos no solo
por los problemas ambientales que ellos generan, sino que también se ha visto que poseen
grandes propiedades promotoras de la salud para la produccion de alimentos de calidad
(Beres et al., 2017).

1.2.1. Composicion del orujo de uva

El orujo de uva contiene el 70% de los polifenoles presentes en dicha fruta
(Fernandez-Fernandez et al., 2019) los cuales se encuentran distribuidos en la semilla y
en la cascara. Dichos compuestos estan asociados con promover la buena salud ya que
presentan importantes propiedades bioactivas como efectos antialérgicos,
antiinflamatorios, antimicrobianos, antioxidantes, antitrombdticos, cardioprotectores y
vasodilatadores (Beres et al., 2017). Dentro de los compuestos fendlicos, los que se
encuentran en mayor proporcién en la cascara son las antocianinas, las cuales presentan
alta capacidad antioxidante, entre otras propiedades. Por otra parte, en la semilla se
encuentran los flavanoles (catequina y protoantocianidinas principalmente), flavonoles
(como quercetina y miricetina), estilbenos (el resveratrol es uno de los que tiene gran
relevancia para la salud cardiaca) y acidos fendlicos como el acido galico y acido cafeico
(Drosou et al., 2015).

A su vez, el orujo de uva es una fuente muy rica en fibra dietaria, la cual oscila
entre 44.2 a 62.6% (Fernandez-Fernandez et al., 2019), y estd compuesta por
polisacaridos de las paredes celulares de las plantas, que existen como hemicelulosa,
celulosa y pectina (Beres et al., 2016). Gran parte de la fibra dietaria se puede asociar con
compuestos fendlicos por enlaces idnicos, covalentes o de hidrégeno formando un
entramado que pasa a denominarse “fibra dietética antioxidante” (Beres et al., 2019),
haciendo necesaria la utilizacion de métodos de extraccion para la obtencion de los
compuestos bioactivos presentes en el orujo de uva (Fernandez-Fernandez et al., 2019).
Se han estudiado diferentes extracciones de antocianinas de la céscara de uva Tannat,
pudiéndose concluir que el etanol favorece la extraccion de las mismas, asi como las
condiciones acidas (Fernandez-Fernandez et al., 2019). Se ha demostrado que la fibra
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dietética antioxidante de la uva muestra una mayor eficacia a la hora de reducir el perfil
de lipidos y la presién arterial, en comparacion con la fibra de avena debido al efecto
combinado de la fibra dietética y los antioxidantes (Tseng & Zhao, 2013).

El orujo de uva también contiene una cantidad significativa de lipidos (entre 13y
19% son &cidos grasos esenciales que se encuentran en la semilla), proteinas, minerales
y antioxidantes no fendlicos, como los tocoferoles y B-caroteno (Yu & Ahmedna, 2013).

1.2.1.1.  Antocianinas como componentes principales en la cascara de uva

Como se destaco anteriormente, las antocianinas son los compuestos mayoritarios
en la cascara de la uva. En la naturaleza se encuentran en las vacuolas vegetales como
glucosidos de antocianidinas, donde los glucidos generalmente son glucosa, ramnosa,
galactosa o arabinosa y las antocianidinas son la pelargonidina, cianidina, delfinidina,
petunidina y malvidina (Figura 3) (Fernandes et al., 2014).

Aglicona R1 R2
Pelargonidina H H
Cianidina OH H
Delfinidina OH OH
Peonidina OCH3 H
Petunidina OCH3 OH
Malvidina OCH3 OCH3

Figura 3. Estructuras y sustituyentes de las antocianinas. Extraido de Garzon
(2008).

Especificamente, un extracto de la cascara de uva Tannat proveniente del
subproducto de la vinificacion, ha sido recientemente caracterizado por su perfil
polifendlico determinandose que el acido galico fue el principal acido fendlico y los
principales flavonoides fueron quercetina 3-galacturénido, quercetina, isorhamnetina,
quercetina-3p-D-glucésido y miricetina, en orden descendente de contenido. En cuanto a
las antocianinas, los derivados de malvidina fueron las principales antocianinas seguidas
de los derivados de petunidina (Fernadndez-Fernandez et al., 2020).

Las antocianinas proporcionan un amplio espectro de colores que van del rojo al
purpura y azul, dependiendo de los sustituyentes, como los tipos de azlcares, los iones
metalicos, oxigeno, temperatura y pH (Zili¢ et al., 2016). Las principales antocianinas
que se encuentran en la cascara de la uva son los 3-O-glucosidos o 3,5-O-diglucésidos de
las antocianidinas, asi como sus ésteres de acetilo, p-cumaroilo y/o cafeoilo, sin embargo
factores como la variedad, la madurez y el clima pueden alterar su presencia (Beres et al.,
2017; Georgiev et al., 2014).

Estos compuestos son altamente susceptibles a las transformaciones quimicas
debido a la accion de diversos agentes como la luz, la temperatura, el oxigeno, el pH,
solventes e iones metéalicos (Beres et al., 2017). Desde el punto de vista de las capacidades
que presentan las antocianinas, diversos estudios han demostrado que las mismas poseen
actividad antiinflamatoria, anticancerigena, y antioxidante, las cuales estan implicadas en
la prevencion de enfermedades cardiovasculares, control de la obesidad, y control de la
diabetes (Fernandez-Fernandez et al., 2019; Zili¢ et al., 2016). En parte, el poder de
controlar la diabetes se basa en la capacidad que presentan estos compuestos para reducir
la glucosa en sangre, ya que mejoran la sensibilidad a la insulina, inhiben enzimas del
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metabolismo de carbohidratos y regulan el transportador de glucosa 4 (GLUT4)
(Fernandez-Fernandez et al., 2019). Especificamente para la cascara de uva Tannat, se ha
visto que posee la capacidad de inhibir enzimas relacionadas con el metabolismo de
carbohidratos, asi como los transportadores de glucosa a nivel intestinal (Fernandez-
Fernandez et al., 2020).

Los polifenoles, entre ellos las antocianinas, debido a su estructura poseen
capacidad de ser neutralizadores de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en
inglés) y nitrogeno (RNS, por sus siglas en inglés) lo que les confiere actividad
antioxidante, para combatir al estrés oxidativo el cual es un factor de riesgo para el
desarrollo de enfermedades crdnicas no transmisibles (ECNTSs) (Pazzini et al., 2015; Yu
& Ahmedna, 2013). Un extracto de la cascara de uva Tannat ha mostrado su capacidad
para inhibir la formacion de ROS intracelulares en células intestinales y en macréfagos,
asi como su capacidad para inhibir la formacion de 6xido nitrico por parte de los
macrofagos (Fernandez-Fernandez et al., 2020), presentando gran potencial como
ingrediente funcional.

1.3. ENFERMEDADES CRONICAS NO TRANSMISIBLES

Las enfermedades cronicas no transmisibles involucran a las enfermedades
cardiovasculares, al cancer, a determinadas enfermedades respiratorias y a la diabetes tipo
2 (Schulze et al., 2018). Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), estas
enfermedades matan a 41 millones de personas cada afio, lo que equivale al 71% de las
muertes que se producen en el mundo. Las enfermedades cardiovasculares constituyen la
mayoria de las muertes dentro de las ENCTSs, seguidas del cancer, las enfermedades
respiratorias y la diabetes (OMS, 2018). En Uruguay, es de extremada importancia
prestarle atencion a este grupo de enfermedades ya que aqui determinan casi 7 de cada
10 muertes registradas (MSP, 2013).

Los estilos de vida relacionados con la alimentacion inadecuada, el sedentarismo,
el tabaco y el consumo excesivo de alcohol son los principales factores de riesgo para el
desarrollo de estas enfermedades. Estos factores pueden intervenir en forma directa o
indirectamente, originando otros factores de riesgo como la obesidad, los trastornos de la
hipertension arterial, entre otros (Skapino et al., 2016).

1.3.1. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo se define como el fendmeno causado por un desequilibrio entre
la produccion y la acumulacion de ROS y RNS, y el sistema de defensa antioxidante
(Sakundech et al., 2020). Las ROS son producidas por todas las células aerébicas, gran
parte son provocadas por las mitocondrias, tanto en condiciones fisioldgicas como
patoldgicas, como producto de la cadena respiratoria. En concentraciones bajas, las
especies reactivas son necesarias para sintetizar algunas estructuras celulares y ser
utilizadas por el sistema de defensa inmunitario del huésped. La gravedad se da cuando
se genera un exceso de estas especies, y se desencadena el estrés oxidativo, mencionado
anteriormente. Este es un proceso dafiino, ya que las especies reactivas pueden atacar a
las macromoléculas del organismo como lipidos, proteinas, y acido desoxirribonucleico
impidiendo que estas cumplan sus funciones. Si no se controla estrictamente, el estrés
oxidativo puede ser responsable de acelerar el proceso de envejecimiento corporal y ser
el inductor de varias enfermedades, tanto cronicas como degenerativas (Liguori et al.,
2018; Pizzino et al., 2017).
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1.3.1.1. Relacién del estrés oxidativo con distintas ECNTs

Estrés oxidativo y obesidad: la obesidad es un factor de riesgo para el desarrollo
de las ECNTSs por el hecho de que las personas con sobrepeso contienen una gran cantidad
de tejido adiposo, generandose en consecuencia en ellos una inflamacién sistémica. Dicha
inflamacion lleva a la generacidn de especies reactivas en cantidades elevadas, mas de las
que el organismo puede combatir. En particular, las citoquinas pro-inflamatorias, como
el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) y la interleuquina-6 (IL-6) producidas y
secretadas por el tejido adiposo visceral, son las responsables de generar la resistencia a
la insulina, generando hiperglucemiay promoviendo en consecuencia estrés oxidativo, el
cual juega un papel importante en la patogénesis de la disfuncién endotelial y la
aterosclerosis (Chew et al., 2019).

Estrés oxidativo y diabetes: los humanos tenemos un metabolismo aerobio por el
medio del cual las distintas macromoléculas se oxidan para obtener energia a partir de
ellas, con la formacion inevitable de las ROS. La glucosa es la principal molécula que se
oxida para dar energia y la mas abundante en la célula y en el organismo para fines
metabolicos. Las personas con diabetes presentan una reduccion de la sensibilidad a la
insulina, por lo que la principal caracteristica de la diabetes es la hiperglucemia. Esta alta
concentracion de glucosa en sangre genera una sobreproduccion de ROS generando un
estres oxidativo que condiciona el dafio oxidativo a proteinas, lipidos, &cidos nucleicos y
carbohidratos, lo cual puede contribuir en diferentes formas al desarrollo de las diferentes
manifestaciones de la enfermedad del paciente diabético. Dentro de estas enfermedades
se incluyen la aterosclerosis, insuficiencia renal, y algunas otras, causadas todas por el
estrés oxidativo generado por la hiperglucemia (Calderon-Salinas et al., 2013; Pazzini et
al., 2015). Segun la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) se estima que en el
mundo 371 millones de personas tienen diabetes, pero la mitad desconoce su condicion.
En las Américas, un 10% de la poblacion sufre dicha patologia y se calcula que el 44%
de ellas no lo sabe. En nuestro pais hay 360.000 personas con diabetes, un numero
significante al cual se le debe presar mucha atencion. Los estilos de vida saludables, entre
ellos la buena alimentacion, pueden prevenir y controlar la diabetes tipo 2 (OPS Uruguay,
2016).

Estrés oxidativo y enfermedades respiratorias: las personas que padecen
enfermedades pulmonares como el asma y la enfermedad pulmonar obstructiva cronica
(EPOC), generan una inflamacion croénica sistémica y local, la cual se encuentra
vinculada al estrés oxidativo (Pizzino et al., 2017).

Estrés oxidativo y céancer: la aparicion de cancer en humanos es un proceso
complejo, que requiere tanto alteraciones celulares como moleculares mediadas por
desencadenantes endogenos y/o exdgenos. Un desencadenante enddgeno es el dafio
oxidativo del ADN causado por las especies reactivas. Estas pueden causar hidrolisis en
el ADN, ademas de una cantidad variada de modificaciones en su estructura, causando
carcinogénesis. Los malos estilos de vida, como una mala alimentacién, fumar, los
contaminantes ambientales y la inflamacion cronica son algunas de las fuentes que
pueden causar dafio oxidativo al ADN y contribuir al inicio del tumor (Pizzino et al.,
2017).
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Estrés oxidativo y enfermedades cardiovasculares: las enfermedades
cardiovasculares son patologias asociadas con numerosos factores de riesgo, como
hipercolesterolemia, hipertension, tabaquismo, diabetes, dieta desequilibrada, estrés y
vida sedentaria. Durante los ultimos afios, se han dado a conocer diferentes
investigaciones en las cuales se afirma que el estrés oxidativo debe considerarse como
una de las causas de muchas enfermedades cardiovasculares. Personas que padecen una
inflamacion temprana del endotelio conduce a la generacion de ROS por parte de los
macrofagos, las cuales oxidan a las lipoproteinas de baja densidad (LDL) circulantes.
Dicha oxidacién lleva a la formacion de una placa aterosclerética que consiste en el
depdsito de sustancias grasas en el interior de las arterias, causando asi accidentes
cardiovasculares al obstruir el pasaje del flujo sanguineo (Pizzino et al., 2017).

1.3.1.2.  Agentes para el tratamiento del estrés oxidativo

Tal como se destaco anteriormente, existen diversos factores tanto enddgenos
como exdgenos que llevan a la sobreproduccion de especies reactivas en el organismo
causando el desarrollo de diversas enfermedades. Dentro de los factores enddgenos,
varios tipos de células del sistema inmune y respiratorias pueden liberar especies
reactivas, entre ellas el 6xido nitrico, el radical hidroxilo y el anién superdxido. La
exposicion excesiva a diversos estimulos como contaminantes, humo, drogas, también
inducen una produccién excesiva de ROS. Esta produccion elevada lleva a que las
biomoléculas del organismo puedan ser irreversible y permanentemente dafiadas (Zhang
& Tsao, 2016). Con lo cual, queda remarcada la importancia de tener en el organismo
compuestos con capacidad antioxidante para combatir a las especies reactivas.

Dentro de los compuestos antioxidantes que podemos obtener de la dieta se
encuentran los polifenoles, entre ellos las antocianinas, cuya capacidad antioxidante se
debe a sus estructuras quimicas. La caracteristica aromética y el sistema altamente
conjugado con multiples grupos hidroxilo, hacen que estos compuestos sean capaces
de actuar como antioxidantes primarios, neutralizando los radicales libres mediante la
donacion de electrones (SET, por sus siglas en inglés) o un atomo de hidrégeno (HAT,
por sus siglas en inglés), asi como también pueden actuar como antioxidantes quelando
metales. La fuerte capacidad antioxidante depende principalmente del ndmero y la
posicion de los grupos hidroxilo en la molécula. El hidroxilo en la posicion orto y/o para,
puede conducir a una actividad antioxidante elevada en comparacion con otras posiciones
y con un fenol no sustituido. Ademas, un mayor namero de anillos hidroxilaromaticos
como poseen los compuestos flavonoides, ha demostrado tener una mayor capacidad
antioxidante en comparacion con compuestos no flavonoides, como son los acidos
fenolicos. La ventaja mayoritaria de los polifenoles, es que cuando pierden un electron o
un &tomo de hidrogeno se genera un radical derivado de ellos relativamente méas estable
del radical que ellos neutralizaron. Esto se debe a la capacidad que tienen de resonar la
carga deslocalizada generada al poseer anillos aromaticos (Zhang & Tsao, 2016).

1.3.2. Alimentacion y su incidencia en las enfermedades crénicas no transmisibles

Segun la OPS cada vez hay menos consumo de frutas, verduras, granos,
legumbres, y més ingesta de alimentos procesados ricos en grasas saturadas, aztcares y
sal. En Uruguay, entre 1999 y 2013, la venta de bebidas azucaradas y la de otros alimentos
con excesiva cantidad de azUcares se triplicd. En igual periodo, se observé un aumento
de sobrepeso en adultos del 52,5% al 64,9%, en nifios y adolescentes el 39% presenta
exceso de peso, observandose una estrecha asociacion con el aumento de la hipertension.
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Estas caracteristicas de la mala alimentacion y la consecuente aparicion de sobrepeso,
constituyen un factor clave en el desarrollo de diversas patologias (OPS Uruguay, 2019).
Por lo tanto, una herramienta importante para reducir las ECNTs consiste en reducir los
factores de riesgo, principalmente relacionados con las dietas.

Existen varios alimentos y bebidas puntuales que se asocian con la prevencién y
con el riesgo de desarrollar cancer, diabetes tipo 2, enfermedades cardiovasculares o
accidentes cerebrovasculares. Un gran consumo de granos integrales esta relacionado con
un menor riesgo para el desarrollo de dichas enfermedades, mientras que el consumo de
carnes procesadas y carnes rojas sin procesar se asocian con un mayor riesgo. Consumir
frutas y verduras estan asociadas con menor riesgo de padecer cancer, enfermedades
cardiovasculares y accidentes cerebrovasculares. Las bebidas azucaradas estan asociados
con un mayor riesgo de desarrollar diabetes tipo 2 y enfermedades cardiovasculares,
mientras que el consumo de café se asocia con un menor riesgo (Schulze et al., 2018).

En relacion con esto, varias investigaciones han demostrado que personas cuya
dieta es la mediterranea presentan menor riesgo de sufrir ECNTs. La dieta mediterranea
generalmente se refiere a una dieta con una alta ingesta de frutas, nueces, semillas,
verduras, pescado, legumbres y cereales, y un limitado consumo de ingesta de carne y
productos lacteos. La ingesta moderada de alcohol, especialmente vino tinto, y aceite de
oliva han sido claves para relacionar dicha dieta como un importante factor para la
prevencion de estas patologias. En parte, esos acontecimientos se pueden relacionar con
el consumo de alimentos ricos en compuestos fendlicos, como son las verduras frutas, y
vino tinto, donde en estas dietas es alto. EI consumo de 1 g por dia de dichos componentes
se considera seguro y beneficioso para la prevencion de enfermedades cronicas (Schulze
et al., 2018; Zhang & Tsao, 2016).

Teniendo en cuenta la quimica y bioguimica de los polifenoles presentes en
diversos alimentos, y sus posibles roles y mecanismos sobre el estrés oxidativo y la
inflamacion, se han llevado a cabo diversas investigaciones para incorporarlos en
distintas matrices alimentarias y desarrollar asi alimentos funcionales o nutracéuticos que
reduzcan el riesgo a desarrollar ECNTSs a través de sus efectos mencionados (Zhang &
Tsao, 2016).

1.4. ALIMENTOS FUNCIONALES

Los alimentos funcionales se definen como aquellos que mas alla de su valor
nutricional contienen componentes bioldgicamente activos que ejercen efectos
beneficiosos sobre una o varias funciones del organismo, lo que se traduce en una mejora
de la salud y en una disminucion del riesgo de sufrir enfermedades. EI mercado de los
alimentos funcionales se esta expandiendo en gran medida, ya que los consumidores son
cada vez mas conscientes sobre su alimentacion. En consecuencia, la industria de los
alimentos funcionales esta creciendo enormemente con tasas de crecimiento anual del
48% (Fuentes-Berrio et al., 2015). El 38% de los consumidores estadounidenses estan
dispuestos a pagar mas por los alimentos que ofrecen beneficios para la salud mas alla de
la nutricion béasica y aproximadamente el 54% de esos consumidores buscan activamente
alimentos funcionales (Fidelis et al., 2020).

Los primeros alimentos funcionales en el mercado fueron aquellos enriquecidos
con vitaminas y/o minerales como la vitamina C, vitamina E, acido folico, zinc, hierro 'y
calcio. Posteriormente, el enfoque se centr6 en alimentos enriquecidos con varios
micronutrientes como el acido graso omega-3, el fitosterol y la fibra soluble para
promover la buena salud o prevenir enfermedades como el cancer. Més recientemente,
las compaiiias de alimentos han tomado medidas adicionales para desarrollar productos
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alimenticios que ofrecen multiples beneficios para la salud en un solo alimento, entre los
que se destacan los alimentos que han sido adicionados con sustancias bioldgicamente
activas como los fitoquimicos (Perdigon et al., 2009; Sir0 et al., 2008). A su vez, la
mayoria de los productos alimenticios con probiéticos se clasifican como alimentos
funcionales, y representan una parte significativa de los mismos, dentro de los que se
destaca de manera especial el yogur (Fuentes-Berrio et al., 2015).

1.4.1. Desarrollo de alimentos funcionales

Cuando se desea desarrollar un alimento funcional con la incorporacién de
distintos componentes es necesario destacar que se requieren importantes esfuerzos de
investigacion y que se deben seguir determinados pasos los cuales se esquematizan en la
Figura 4. El primer paso, implica identificar cual/es es/son el/los compuestos/s
funcional/es que se quiere adicionar a la matriz alimentaria y de donde se puede obtener.
Luego se debe evaluar mediante ensayos in vitro las propiedades que lo hacen un
ingrediente funcional (Fidelis et al., 2020).

Como siguiente paso es necesario evaluar la bioaccesibilidad, la cual se define
como la cantidad de compuesto especifico solubilizado en el intestino delgado y
disponible para la posterior absorcidn; comprende la liberacion de compuestos de las
matrices alimentarias y su estabilidad bajo las condiciones gastrointestinales. Este ultimo
punto es de suma importancia ya que solo los compuestos liberados de la matriz
alimentaria y estables en las condiciones gastrointestinales estdn potencialmente
disponibles para ejercer sus efectos beneficiosos sobre el tracto gastrointestinal (Helal &
Agliazucch, 2018). Una forma de evaluar la bioaccesibilidad es realizar ensayos de
digestion in vitro en los cuales se simula qué le pasaria al compuesto en las condiciones
gastrointestinales, para lo cual se somete a la muestra a condiciones de pH acidas, y
enzimas digestivas por un tiempo determinado (Brodkorb et al., 2019).

Una vez realizada la evaluacion de la bioaccesibilidad se deben llevar a cabo
estudios de biodisponibilidad, que se refiere a la cantidad y velocidad a la que el principio
activo se absorbe y llega al lugar de accidn (Quirds-Sauceda et al., 2011). Para evaluar la
biodisponibilidad, como primer paso generalmente se realizan ensayos in vitro de
absorcion utilizando células gastricas como lo es la linea celular caco-2 que imita la
barrera intestinal. Posteriormente se prosigue con modelos in vivo utilizando animales de
experimentacion y voluntarios humanos (Fernandes et al., 2014).

Se debe tener en cuenta que no necesariamente adicionar una concentracion alta
de compuestos bioactivos en alimentos conducen a mayores concentraciones de
metabolitos activos en los tejidos (Quirds-Sauceda et al., 2011).
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INGREDIENTE BIOACTIVO BIOACCESIBILIDAD BIODISPONIBILIDAD
1. Eleccion 2. Estudios in vitro 3. Digeston in vitro 4. Estudios de absorcion

5. Estudios animales 6. Intervencion humana

MODELOS IN VIVO

Figura 4. Etapas a seguir para el desarrollo de un alimento funcional. (1)
Eleccidon del ingrediente bioactivo (2) Estudios de actividades funcionales mediante
ensayos in vitro. (3) Estudios de bioaccesibilidad mediante digestion in vitro. (4)
Estudios de biodisponibilidad en linea celular. (5) Estudios en modelos in vivo mediante
experimentacién animal e intervencién humana.

Una vez realizados los pasos mencionados, si se cumplen las expectativas y se
comprueba que el alimento funcional tiene un efecto en la salud mas alla de su valor
nutricional, se le pueden realizar declaraciones de marketing afirmando que mejoran la
salud y ser lanzado al mercado como un alimento funcional (Fidelis et al., 2020).

En cuanto a los estudios de bioaccesibilidad, se ha visto que la cascara de uva
Tannat presenta propiedades bioactivas (capacidad antioxidante, inhibitoria de enzimas
del metabolismo de carbohidratos, inhibitoria de transportadores de glucosa intestinales,
y anti-inflamatoria) después de su simulacion digestiva in vitro, presentando gran
potencial como ingrediente funcional (Fernandez-Fernandez et al., 2020). Por lo que la
cascara de uva Tannat podria ser incorporada en alimentos de alto consumo mundial
como es el yogur, pudiendo tener un efecto sobre la salud de la poblacién.

1.4.2. Elaboracion de yogur y su potencial como alimento funcional

1.4.2.1.  Procedimiento de elaboracién del yogur

El Reglamento Bromatoldgico Nacional (RBN) define al yogur como el producto
obtenido por la fermentacion lactica de la leche previamente pasterizada o esterilizada, a
través de la accion de Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus termophylus (MSP,
2012).

Las técnicas de elaboracidn del yogur pueden ser muy diferentes dependiendo del
fabricante, igualmente los mismos se basan en una serie de pasos generales. Brevemente,
primero se recepciona y evalla la materia prima, desde el punto de vista microbioldgico,
el recuento de bacterias aerobias mesofilas por mL de leche cruda no debera sobrepasar
el limite de 5 x 108 unidades formadoras de colonia (ufc); el contenido de coliformes
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totales no debera sobrepasar el limite de 10% por mL y se admitiran hasta 103 ufc de
Staphylococcus aureus por mL (MSP, 2012); a su vez la leche cruda debe de estar libre
de antibidticos ya que su presencia inhibe el desarrollo de los microorganismos que
llevaran a cabo la fermentacion lactica (Hernandez et al., 2003).

Como segundo paso de elaboracion se procede a la estandarizacion del contenido
de grasa de la leche, la cual debe estar entre el 0,5y 3,5 % dependiendo si se parte de
materia descremada o entera. Con el contenido de solidos totales que presenta la leche no
basta para formar un gel con estructura por lo que es necesario elevar la cantidad de los
mismos, para lo cual se puede agregar leche descremada en polvo o adicionar
estabilizantes como el almidon, que mejoran el cuerpo, la texturay la apariencia del yogur
(Hernandez et al., 2003).

La etapa de homogenizacion generalmente se lleva a cabo antes de la
pasteurizacion y consiste en someter a la leche a altas presiones con el fin de disminuir el
tamafio de las gotas de grasa y otros constituyentes. La pasteurizacién tiene como fin
eliminar la mayor parte de los microorganismos contenidos en la leche para permitir el
crecimiento del futuro indculo, asi como para la inactivacion de enzimas presentes en la
leche que pueden afectar las caracteristicas organolépticas del producto final. Con el
tratamiento térmico también se genera desnaturalizacion de algunas proteinas de la leche,
donde se liberan péptidos que son utilizados por los microorganismos inoculados para su
crecimiento. La temperatura y el tiempo de pasteurizacion varia mucho dependiendo del
proceso de fabricacion, algunos de los protocolos més utilizados implican 90°C por 5
minutos o 80°C por 30 minutos. Luego de la pasteurizacion la leche debe ser enfriada
hasta obtener una temperatura Optima para el crecimiento de los microorganismos, para
ello el tanque se hace pasar por agua fria por la camisa del reactor o se puede pasar a la
leche por un intercambiador de placas (Hernandez et al., 2003).

La mezcla se coloca en recipientes de vidrios y se inocula con un cultivo lactico,
compuesto por Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii ssp. Bulgaricus.
La relacion de las bacterias lacticas en el cultivo es 1:1, debido a que es la que garantiza
una adecuada consistencia del yogur y un agradable aroma (Bruzzone et al., 2013;
Hernandez et al., 2003).

Se debe mezclar muy bien con la leche para asegurar una adecuada distribucion
de los microorganismos. En este momento empieza el proceso de fermentacién, la cual
se realiza en un promedio de 3 a 6 horas, a una temperatura de entre 40 y 45°C. El tiempo
de fermentacion depende de la temperatura de inoculacion y de la capacidad de
produccidn de acido lactico a partir de lactosa de los microorganismos. El proceso se da
por finalizado cuando se alcanza una concentracion de &cido lactico entre 0,7 'y 1,1% m/v,
correspondiéndose con un valor de pH entre 3,7 y 4,6. Para detener la fermentacién se
disminuye la temperatura a 5°C (Hernandez et al., 2003).

1.4.2.2.  Yogur como alimento funcional

El yogur es un alimento funcional ampliamente consumido, debido a su buen
sabor, a sus propiedades nutricionales y a los efectos beneficiosos sobre la salud humana.
Se ha visto que presenta buena capacidad para mejorar la enfermedad inflamatoria
intestinal, una estimulacion al sistema inmune y propiedades antimutagénicas,
anticancerigenas y antidiarreicas (Fazilah et al., 2019). Los efectos beneficiosos para la
salud del yogur se han relacionado con los probidticos y con la presencia de péptidos
bioactivos producidos durante la fermentacién y el almacenamiento (Fazilah et al., 2019).

Sin embargo, el yogur no se considera una fuente rica de compuestos fendlicos,
por lo que una estrategia para aumentar en su contenido es el agregado de semillas,
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extractos o futas ricas en ellos. Su adicidn tiene varios beneficios, en primer lugar, por las
importantes propiedades benéficas sobre la salud, y su poder antioxidante. Ademas, la
matriz del yogur es un buen vehiculo de entrega de compuestos fenolicos ya que el pH
bajo aumenta la estabilidad de estos compuestos durante el almacenamiento, mientras que
la presencia de proteinas o péptidos grandes y grasas mantiene su integridad durante la
digestion, aumentando su bioaccesibilidad (Helal & Agliazucch, 2018). A su vez, se ha
visto que la adicion al yogur de extractos que contienen polifenoles y antocianinas puede
mejorar la viscosidad, la tasa de sinéresis, la estabilidad y la actividad antioxidante
durante el almacenamiento refrigerado en comparacion con yogures sin la incorporacion
de polifenoles (Petrotos et al., 2012).

Por lo tanto, la adicién de compuestos fendlicos, incluidas las antocianinas, al
yogur parece ser una excelente estrategia para aumentar las propiedades funcionales de
dicho producto.

1.5. ENCAPSULACION

Los compuestos fendlicos son ingredientes inestables frente a diversos factores,
como a cambios de temperatura y pH, por lo que su adicién a los alimentos presenta
desafios por sus cambios de estabilidad en las condiciones a las que son sometidos durante
la digestion o durante el procesamiento del alimento (EI-Messery et al., 2019). Se ha
observado en investigaciones previas que cuando se desarrollan yogures con la adicion
de polifenoles, los mismos pueden interaccionar con proteinas y/o polisacaridos de la
leche o con los cultivos iniciadores. A su vez, se han encontrado algunos problemas
relacionados con el sabor amargo o la decoloracion del producto a la hora de generar
yogures funcionales con la adicion de polifenoles (Petrotos et al., 2012).

La tecnologia de micro-encapsulacién utilizando correctos agentes encapsulantes
podria resolver estos problemas, y asi superar los inconvenientes de inestabilidad, aliviar
sabores desagradables, cambios de color, asi como mejorar la biodisponibilidad y la vida
media del compuesto (Petrotos et al., 2012). La micro-encapsulacion se define como una
técnica en la que un compuesto bioactivo se encapsula por un biopolimero, protegiéndolo
del oxigeno, del agua, de la luz o de otras condiciones, con el fin de mejorar su estabilidad,
asi como para cambiar las soluciones liquidas a polvos para facilitar su manipulacion
(Robert et al., 2010).

1.5.1. Secado por atomizacion

El secado por atomizacion es una de las técnicas de micro-encapsulacion fisica
mas utilizada en la industria de los alimentos, y se define como la transformacion de una
solucién en un estado fluido a una forma de particulas secas de tamafios de 1 a 100 uM,
al atomizar la solucion liquida en un medio de secado caliente (Anandharamakrishnan &
Ishwarya, 2015; EI-Messery et al., 2019; Madene et al., 2006).

Brevemente, como se esquematiza en la Figura 5 el mecanismo comienza cuando
la emulsion ingresa al equipo para someterse a la atomizacion, la cual consiste en generar
la ruptura del liquido en una gran cantidad de gotas, generalmente mediante el uso de una
rueda giratoria que rompe la corriente del liquido. El objetivo de este primer paso es la
generacion de gotas con el fin de reducir las resistencias internas a la transferencia de
humedad de la gota al medio circundante. Las gotas entran en contacto con aire caliente
el cual puede circular en co-corriente o en contracorriente provocando la evaporacion de
agua, la cual va decayendo con el transcurso del tiempo de secado. La eficiencia del
proceso de secado depende del tiempo expuesto al medio caliente, de la temperatura de
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ingreso del aire caliente, de la temperatura final, de la humedad del medio y del tamafio
de particula a encapsular. Luego del secado el polvo generado en la base del secador, pasa
a un separador ciclonico, un dispositivo mecanico estacionario que utiliza la fuerza
centrifuga para separar las particulas sélidas del aire, obteniéndose el producto terminado.
El aire separado escapa al exterior llevandose consigo un muy pequefio porcentaje de
polvo, lo que se soluciona con la utilizacion de un sistema soplador de gases que permite
recuperar el producto (Anandharamakrishnan & Ishwarya, 2015).

1. Atomizacion Sistema de calentamiento de

—|| aire
” Soplador de gas

-

L

nque de alimentacion

()
PA

Bomba de alimentacion

\ O
Condensador

. 3. Separador ciclonico

v

4. Camara de recogida del producto

Figura 5. Esquema de los pasos del proceso de secado por atomizacion.

(1) El producto liquido se encuentra en el tanque de alimentacion, se impulsa por la
bomba de alimentacion al atomizador. (2) Secado con aire caliente generdndose el polvo
el cual es aspirado por un ventilador, y llevado por la tuberia de interconexion hasta al
ciclon. (3) Separacion del polvo del aire. (4) Obtencion del producto terminado.

Extraido de Anandharamakrishnan & Ishwarya (2015).

Cabe sefialar que previo al proceso de secado por atomizacién es de suma
importancia elegir de manera correcta los materiales de encapsulacién (también
denominados materiales de pared) que se utilizaran porque puede afectar la eficiencia del
proceso y la estabilidad de la capsula. Existe una amplia gama de materiales de pared
utilizados en el proceso de encapsulacion, entre ellos lo més utilizados son la dextrina, la
goma arabiga, la gelatina, el almidén y la proteina de suero (EI-Messery et al., 2019). Los
distintos tipos de materiales encapsulantes pueden presentar varias formas (peliculas,
esferas, particulas irregulares), conformaciones (porosas 0 compactas) y varias
estructuras fisicas (amorfa, cristalina sélida, deshidratada, gomosa). A su vez, para ser
optimos encapsulantes durante el proceso de secado por atomizacion deben presentar
ciertas caracteristicas como una alta solubilidad en agua, una baja viscosidad a alta
concentracion, una emulsificacion efectiva y generar un secado eficiente (Madene et al.,
2006).

1.5.1.1.  Ventajas y desventajas del secado por atomizacion

Dentro de las ventajas del secado por atomizacion, las cuales se resumen en la
Tabla 1, se pueden destacar que es un proceso de un solo paso, de bajo costo y de
duracion muy corta en comparacion con otros métodos. Esto se debe a que se eliminan

21



muchas operaciones intermediarias, como son la filtracion, molienda y clasificacion que
se deben realizar en varias otras técnicas de encapsulacién. El proceso es eficiente para
la retencion de compuestos volatiles, proporcionando una buena técnica para la alta
retencion de compuestos aromaticos. Los productos secados por atomizacion tienen
propiedades importantes, tales como mayor estabilidad térmica, forma y tamafio de
particula regular, y contenido de humedad reducido, siendo una técnica utilizada para
proteger muchos materiales termolabiles. A su vez, el final de la operacion es simple
debido a que no es necesario tener material de retencion. Generalmente, es un método
que no genera problemas de corrosion, ya que el material que se esta secando no toca las
paredes hasta que el producto esté seco (Madene et al., 2006; Romero & Otiniano, 2010).

Como desventajas se puede destacar que el tamafio muy fino del polvo generado,
puede necesitar un procesamiento adicional, como la aglomeracién. Otros inconvenientes
son que se obtienen bajas densidades volumétricas cuando se requiere lo contrario,
ademas de que algunos compuestos aromaticos de bajo punto de ebullicién pueden
perderse durante el secado por atomizacion (Madene et al., 2006).

Tabla 1. Ventajas y desventajas del secado por atomizacion.

Ventajas Desventajas
Disponibilidad de equipo Esquipo costoso
Operacion en un solo paso Rendimiento bajo
Duracion corta Posible produccion de capsulas no uniformes
Bajo costo del proceso Posible procesamiento adicional del producto

Final de la operacién simple
Buena estabilidad del producto terminado
Buena retencion de compuestos volatiles

1.5.1.2.  Encapsulacion de polifenoles obtenidos por extraccion etandlica

Se han llevado a cabo investigaciones en la cuales se ha afirmado que el secado
por atomizacion es una buena técnica para encapsular compuestos bioactivos, como son
los polifenoles (Arrazola et al., 2014; Robert et al., 2010).

Uno de los estudios realizados fue sobre la encapsulacion mediante secado por
atomizacion del extracto etandlico de polifenoles y antocianinas presentes en granada, y
su posterior incorporacién a un yogur. Se utilizaron como materiales encapsulantes a la
maltodextrina (MD) o al aislado de proteina de soja (SPI), considerando la proporcion
del material encapsulante y la temperatura de entrada como variables independientes.
Como resultado se observo que la eficiencia de encapsulacion alcanzé valores mas altos
para las antocianinas que para los polifenoles, lo que demuestra la capacidad de laMD y
del SPI para unirse a las antocianinas. También se observd que los porcentajes de
recuperacién de compuestos bioactivos encapsulados (polifenoles y antocianinas) en
todos los sistemas fueron superiores al 90%, lo que demostrd que la temperatura de
secado (100-160 °C) no afectd la recuperacion del compuesto bioactivo. En algunos
sistemas la recuperacion de polifenoles fue por encima del 100%, lo que se podria
explicar como una consecuencia de la hidrdlisis de polifenoles de granada conjugados
durante la preparacion de las muestras o durante el proceso de secado. Respecto a la
adicion de los compuestos encapsulados, se determiné que la encapsulacion con MD fue
el sistema que tuvo efecto protector mas alto (Robert et al., 2010).

Otra de las investigaciones se basé en la microencapsulacién utilizando MD como
material de pared, mediante secado por atomizacion de antocianinas provenientes de
berenjenas, obtenidas por tratamiento alcohdlico. Se observd que los pigmentos
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microencapsulados con 30% de MD y con temperatura de entrada del aire de 180°C
presentaron buenas propiedades fisicoquimicas, con menores contenidos de humedad y
actividad de agua y mayores porcentajes de solubilidad respecto a los compuestos no
encapsulados (Arrazola et al., 2014).

Con estos puntos destacados, se puede proponer al secado por atomizacién como
un buen método para producir nano-microparticulas como sistema de transporte de
compuestos fendlicos obtenidos por una extraccion etanélica de la cascara de uva Tannat
y Su posterior incorporacién en yogur.

La hipdtesis del presente trabajo se basa en que la encapsulacion podria mejorar
la estabilidad de los polifenoles incorporados en alimentos, principalmente las
antocianinas, manteniendo las propiedades bioactivas después de la digestion.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

El objetivo general del presente trabajo es la produccion de nano-microparticulas
como sistema de transporte de compuestos bioactivos, principalmente antocianinas,
obtenidos mediante extraccion etandlica a partir del subproducto de la industria
vitivinicola para la elaboracion de yogures funcionales.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Disefio, desarrollo, y obtencién de nano-microparticulas como sistema de
transporte de compuestos bioactivos mediante secado por atomizacion.

2- Evaluacion de la eficiencia de encapsulacion, y bioactividad de las nano-
microparticulas desarrolladas.

3- Estudio de bioactividad de la fraccion bioaccesible de los compuestos
bioactivos del extracto de cascara de uva Tannat encapsulados en el yogur funcional.
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3. PLAN DE TRABAJO

) CASCARAS =y

T~

=

1. Separacién 2. ’M 3. Molienda 4. Preparacion y F il’tr'acién 5. Rotaevaporac'ic")n
orujo uva cascaras cascaras del extracto etandlico del extracto etanolico
Tannat  SEMILLAS ‘
B
T a
., y b
9. Preparacion de los yogures 8. Obtencion de los encapsulados en _
polvo y sus blancos — -
7. Secado por 6. Obtencion
atomizacion del extracto

10. Digestion in vitro 11. Determinacion de la capacidad antioxidante
de las muestras sobre las diferentes muestras

Figura 6. Esquema del plan de trabajo. (1) Separacién manual del orujo de uva Tannat. (2) Secado de las cascaras. (3) Molienda de las cascaras
secas. (4) Preparacion y Filtracion del extracto etandlico. (5) Rotaevaporacién del extracto etandlico. (6) Obtencidn del extracto. (7) Secado por
atomizacion de los sistemas. (8) Obtencion de los encapsulados en polvo y sus blancos luego del secado. (9) Preparacién de las diferentes
formulaciones de yogures. (10) Digestiones in vitro tanto de las muestras en polvo como las muestras de yogures. (11) Determinacién de la
capacidad antioxidante sobre las diferentes muestras.
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4. MATERIALES Y METODOS

41. MATERIALES

4.1.1. Matriz de partida

El orujo de uva Tannat fue provisto por la bodega Bouza S.A (Montevideo,
Uruguay). La separacion de las semillas de las cascaras se llevo a cabo manualmente, las
semillas se descartaron mientras que las cascaras fueron conservadas a -20°C y secadas
posteriormente.

4.1.2. Reactivos utilizados

Las sales utilizadas en las soluciones buffer fueron NazHPO4 y KH2PO4 (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.). Todos los reactivos utilizados en el andlisis de
caracterizacién fisicoquimica fueron de grado reactivo. KCI, HCI 37% vy
CH3COONa.3H20 fueron comprados de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU) al igual
que el Reactivo de Folin, el dimetilsulfoxido (DMSO), la sal de diamonio 2,2'-azino-bis-
(&cido3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS), el 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-
2-acido (Trolox), la sal disédica de fluoresceina (FL) y el diclorhidrato de 2,2'-azo-bis-
(2-metilpropionamidina) (AAPH). El persulfato de potasio fue comprado de J. T. Baker
(Nueva Jersey, EE. UU.).

42. METODOS
4.2.1. Preparacion de la muestra
4.2.1.1. Secado de la cascara

Las cascaras de uva Tannat previamente separadas fueron colocadas en bandejas
de aluminio y llevadas a secar a una temperatura de 40°C en estufa convencional. La
temperatura de secado se eligio en base a estudios previos donde se comparé la capacidad
antioxidante (determinada por el método de ABTS) de la cascara de uva secada a 40°C
durante 24 horas y liofilizada (Fernandez-Ferndndez et al., 2019). El secado fue finalizado
cuando las céscaras alcanzaron peso constante, el cual se llega aproximadamente a las 24
horas en el secado por estufa convencional. Se registrd el peso final de las cascaras secas
y se determiné el contenido inicial de humedad, el cual debe de ser de 66%. Las cascaras
luego de alcanzar temperatura ambiente fueron molidas en molinillo de café eléctrico
marca Bosch. El polvo fue guardado en congelador para la posterior extraccion etandlica
de sus compuestos bioactivos.

4.2.1.2.  Preparacion del extracto

La extraccion etanolica de los compuestos bioactivos del polvo de céscara de uva
se realiz6 segun lo descripto por Fernandez-Fernandez et al. (2019). Para la extraccion
etandlica se pesaron 100 g de polvo en 1 L de etanol 95% con agitacion magnética durante
4 horas para favorecer la homogeneizacién de la mezcla, y se procedié a la maceracion
hasta cumplir las 24 horas, a temperatura ambiente, en ausencia de luz. Luego, se filtraron
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las extracciones con papel de filtro Whatman n°4, se combinaron y evaporaron hasta
llegar a sequedad mediante el rotavapor BUCHI (R-114) a presion reducida en bafio de
agua (B-480) a 40 °C, seguido de secado en estufa convencional a 40°C por 24 h para
asegurar la total remocién del etanol, dado el posterior secado por atomizacion. La
fraccion insoluble fue descartada.

4.2.1.3.  Preparacion de nano-microcapsulas

Los materiales encapsulantes utilizados para el desarrollo de las nano-
microparticulas fueron la proteina de suero lacteo no hidrolizada (WPI), hidrolizada
(WPIH), junto con el polisacérido inulina (1) en una relacion 3:1 (3WPIH/3WPI : 1). La
proteina de suero lacteo (WPI) es un subproducto de la industria lactea que se utiliza
comunmente en la industria alimentaria debido a que tiene un alto valor nutricional y
otorga buenas propiedades fisicoquimicas (EI-Messery et al., 2019).

Las encapsulaciones del extracto seco se realizaron en 2 niveles como se detallan
a continuacién, a su vez se realizaron sistemas blancos de los encapsulados:
Sistema 1 - Encapsulante (WPI + 1) (1:1) (sistema blanco)
Sistema 2 - Encapsulante (WPIH + 1) (1:1) (sistema blanco)
Sistema 3 - Extracto seco : encapsulante (WPI + | + E) (1:1)
Sistema 4 - Extracto seco : encapsulante (WPIH + | + E) (1:1)

Los sistemas 1, 2, 3,y 4 fueron preparados en buffer fosfato 100 mM pH 7,0 (24
h antes del secado por atomizacion) siendo solubilizados mediante agitacion en plancha
por 1 hora. Al dia siguiente se sometieron a secado por atomizacion utilizando un Secador
spray de mesa SSPB EDIBON, el cual opera en un rango de temperatura de aire al ingreso
de 100 a 140 = 5 °C, con un flujo de aire de 600 L/h. La velocidad de alimentacion del
producto fue de 3 mL/min, la presion de atomizacion de 0.14 Mpa, la temperatura de
entrada de aire de 180 °C y la temperatura de alimentacion 60 °C. Dichas condiciones de
trabajo fueron seleccionadas segun trabajos previos del laboratorio (Agnetti et al., 2019).
La solucion blanco (Sistema 5 — E 180) correspondi6 al extracto sin encapsular, dicho
sistema no pudo ser sometida al secado por atomizacion debido a que las antocianinas
precipitaron impidiendo su pasaje por el equipo de laboratorio. El extracto sin encapsular
fue sometido a plancha por 5 minutos a 180 °C simulando las condiciones de secado del
secador por atomizacion.
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Figura 7. Produccién de los encapsulados en polvo y sus blancos utilizando el
Secador spray de mesa.

4.2.2. Determinacion de humedad
La humedad de los sistemas en polvo fue determinada en estufa convencional a

105 °C. El tiempo de secado fue de 3,5 horas. Todas las muestras fueron preparadas por
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triplicado (Nielsen, 2017). Dicha medida de humedad de las muestras fue utilizada para
expresar los resultados de las determinaciones en base seca.

4.2.3. Cuantificacién del contenido de polifenoles totales

El contenido de polifenoles totales se determind mediante el método de Folin-
Ciocalteau, un método colorimétrico que contempla el mecanismo de accion SET.
Consiste en que los grupos hidroxilos de los grupos fendlicos presentes en la muestra, en
condiciones alcalinas, se oxidan al reaccionar con el reactivo Folin-Ciocalteau, el cual
estd compuesto por una mezcla de fosfomolibdato y fosfotungstato y es inicialmente de
color amarillo. Cuando se reduce el reactivo de Folin-Ciocalteau da como producto un
complejo azul, el cual se sigue por espectofotometria UV-Vis a 750 nm (Musci & Yao,
2017). La reaccion de oxido/reduccion se esquematiza en la Figura 8. Cabe sefialar que
este reactivo no es especifico para compuestos fendlicos, ya que los grupos fendlicos que
se encuentran en proteinas u otras sustancias capaces de reducir al reactivo, pueden
también participar en la reaccion de reduccion (Ky et al., 2014).

El método se realiz6 segun Fernandez-Fernandez et al. (2019) usando una curva
de calibracion de &cido gélico (0.05 - 1.0 mg/mL). A la placa de 96 pocillos transparentes
se le agregan 10 pL del patron/muestra, 200 pL de solucion 20% de carbonato de sodio,
y luego de transcurridos 2 minutos se afladen 50 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu (1/5).
Pasados los 30 minutos a oscuridad se mide la absorbancia a 750 nm en un lector de
microplacas Thermo Scientific FC. El resultado obtenido se expresa como g de
equivalente de acido galico (GAE)/100 g de muestra.
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Figura 8. Reaccidn entre el acido galico y el reactivo de Folin.
4.2.4. Determinacion de la capacidad antioxidante
La evaluacion de la capacidad antioxidante fue determinada por 2 ensayos
distintos sobre el extracto sin tratamiento alguno después de su obtencién y de los
sistemas obtenidos luego del secado por atomizacion, asi como sobre las distintas

formulaciones de yogures. A su vez, dicha capacidad antioxidante también fue
determinada luego de la simulacion digestiva in vitro de las diferentes muestras.

424.1. Método ABTS

El método ABTS es un método espectrofotométrico que contempla el mecanismo
de accién SET, siendo uno de los mas utilizados para la medicién de la actividad
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antioxidante total de diferentes compuestos. La técnica consiste en primer lugar en la
reaccion del ABTS [2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazo-6-sulfonico] con persulfato de
potasio para generar el radical cationico ABTS -*. Una vez generado el ABTS -* (verde
petréleo) se mide la capacidad de los antioxidantes presentes en la muestra para atrapar
dicho radical, formando el complejo reducido ABTS % (incoloro). La decoloracion del
radical generada por parte de los antioxidantes se sigue mediante espectorofotometria
UV-Vis a 750 nm (Re et al., 1999). La reaccion se esquematiza en la Figura 9.

Para llevar a cabo dicha técnica se siguieron las etapas descritas segun Fernandez-
Fernandez et al. (2019). Como primer paso se activa la solucién de ABTS con persulfato
potasico dejando en oscuridad a temperatura ambiente durante 14-16 horas para la
formacion del radical. Se prepara la solucion de trabajo de ABTS colocando 1 mL de
ABTS*y 25 mL de PBS 5 mM pH 7,4 (buffer fosfato), se espera 3-5 minutos para que
la solucion se estabilice y se mide su absorbancia. Una vez alcanzada la absorbancia de
0,7 nm se colocan 10 pL de muestra o patrén (por triplicado) en cada pocillo de placas
transparentes de 96 pocillos y se le agregan 190 uL de la solucion de trabajo de ABTS,
se esperan 10 minutos a oscuridad y se mide la absorbancia a 750 nm. La curva de
calibracion se realiza con Trolox [&cido (*)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-
carboxilico] en concentraciones de 0.25-1.5 mM. Los resultados se expresan como pumol
de Trolox/g de muestra.
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Figura 9. Reaccion del radical ABTS* en presencia de los compuestos antioxidantes
durante el ensayo de ABTS. Adaptado de Zulueta et al., 2009.

424.2. Método ORAC-FL

El ensayo de la capacidad antioxidante sobre el radical de oxigeno (ORAC) es uno
de los métodos mas utilizados para contemplar el mecanismo de accién HAT. El ensayo
consiste en medir la disminucion de la fluorescencia de una sonda fluorescente
(fluoresceina (FL)) como resultado de la pérdida de su conformacion cuando sufre dafio
oxidativo causado por una fuente de radicales peroxilo. ORAC-FL mide la capacidad de
los antioxidantes en la muestra para proteger a la fluoresceina del dafio oxidativo (Zulueta
etal., 2009).

El método consta en primer lugar de la descomposicion térmica del reactivo 2,2 '-
azo-bis (2-amidino-propano) dihidrocloruro (AAPH) a 37 °C en buffer fosfato 75 mM
(pH 7,4) para generar el radical peroxilo. La Figura 10 es un diagrama de la reaccion del
radical AAPH durante el ensayo ORAC- FL.

Las mediciones se realizaron en placas negras de 96 pocillos. Se colocaron 20 uL
de muestra/Trolox o buffer, seguido de 120 uL de solucién de fluoresceina y se incubaron
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a 37 °C por 10 minutos a oscuridad. Luego se adicionaron 60 uL. de AAPH. Todas las
soluciones de las muestras se prepararon por duplicado y cada una de las preparaciones
se ensay0 al menos por triplicado. Las mediciones de fluorescencia (RFU) se realizaron
a 37°C cada un minuto por 90 minutos a longitudes de onda de excitacion de 485 nmy
de emision de 520 nm en un lector de microplacas de fluorimetro Varioskan Lux (Thermo
Scientific) (Fernandez et al., 2017).
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Figura 10. Reaccion del reactivo AAPH durante el ensayo de ORAC-FL. Adaptado de
Zulueta et al., 2009.

Luego de las medidas se grafico las areas bajo la curva obtenidas en funcién de la
concentracion de Trolox y se expresaron los resultados como pmol de Trolox/g de
muestra.

4.2.5. Evaluacion del rendimiento

El porcentaje de rendimiento del secado por atomizacion de los extractos
encapsulados y de los agentes encapsulantes se calculd segun la siguiente ecuacion:

.. masa obtenida
% Rendimiento = W x 100

(Ecuacion 1)

El rendimiento del secado del extracto sin encapsular no pudo ser calculado
debido a que no pudo ser sometido al secado por atomizacion.

4.2.6. Evaluacion de la eficiencia de encapsulacion

La eficiencia del proceso de encapsulacién es un pardmetro importante a
determinar ya que indica el potencial de los agentes encapsulantes para encapsular los
compuestos.

Para cumplir con dicho objetivo se determindé mediante el método de Folin-
Ciocalteu (descripto en Seccion 4.2.2.1.) el contenido de compuestos fenolicos en la
superficie de las nano-microparticulas y contenido de compuestos fendlicos libres luego
de la desestabilizacion y ruptura de dichas nano-microparticulas.
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Para la determinacién del contenido de polifenoles en superficie previamente se
dispersaron 150 mg de nano-microparticulas con 1,5 mL de etanol:metanol (1:1 v/v). La
dispersion se agito a temperatura ambiente por 1 minuto y luego se filtrdé (Robert et al.,
2015).

Para la desestabilizacion y ruptura de las nano-microparticulas se dispersaron 150
mg de nano-microparticulas en 0,75 mL de acetonitrilo y en 0,75 mL de
metanol:agua:acido acético (50:8:42 v/v/v). Se agitd durante 1 minuto, se centrifugd y se
filtr6 (Robert et al., 2015).

El porcentaje de eficiencia (EE) se determind mediante la siguiente ecuacion:

concentracion de polifenoles totales—concentracion de polifenoles en superficie x 100

% EE =

concentracion de polifenoles totales
(Ecuacion 2)
4.2.7. Proceso de elaboracion del yogur
Se realizaron 7 formulaciones de yogur:

Yogur 1 - Encapsulante WPI+I (Y WPI+I)

Yogur 2 - Encapsulante WPIH+I (Y WPIH+I)

Yogur 3 - Extracto con encapsulante WPI+1 (Y WPI+I+E)

Yogur 4 - Extracto con encapsulante WPIH+I (Y WPIH+I+E)

Yogur 5 - Extracto a la temperatura de secado por atomizacién (180 °C) (Y E 180)
Yogur 6 - Extracto sin temperatura de secado (Y E s/t)

Yogur 7 - Formulacién base (Y B)

El procedimiento de elaboracion consistio en calentar 800 mL de leche fluida
entera UHT a 50 °C en el equipo “MyCook” (Taurus), durante 3 minutos a velocidad 3.
Luego se adicionaron 16 g de leche descremada en polvo, 4 g de fécula de mandioca, 4 ¢
de gelatina sin sabor, 10 g de CRL inulina (fibra soluble) y 0,32 g de stevia pura. La
mezcla se llevé a 50 °C durante 5 minutos a velocidad 3 hasta obtenerse una mezcla
homogénea y posteriormente se calent6 a 90 °C por 5 minutos. Como siguiente paso 100
g de la mezcla se transfirieron a botellas de vidrio previamente esterilizadas en autoclave,
se enfriaron y se adicionaron las muestras en polvo obtenidas por el secado por
atomizacion. A las mezclas correspondientes a los yogures 1, 2, 5, y 6 se le agregaron 1
g de muestra en polvo, mientras que a las mezclas 3 y 4 0,5 g de muestra en polvo para
mantener la relacion de agregado de extracto en la formulacion del yogur (encapsulante :
extracto, 1:1). La mezcla correspondiente a la formulacion base no se le agregd ninguna
de las muestras en estudio.

Las mezclas se colocaron en estufa convencional a 42 °C para que todos los
frascos alcancen la misma temperatura de incubacién para llevar a cabo la fermentacion.
Cada botella con 100 g de mezcla se inoculé con 0,25 mL de fermento YO-MIX 495
LYO (250 DCU, que contiene Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii
subespecie bulgaricus). Las mezclas se incubaron en la estufa a 42 °C hasta alcanzar un
pH de 4,5. Una vez alcanzado dicho pH las botellas se colocaron en un bafio de agua fria
y se agitaron para obtener un batido de yogur, luego se almacenaron a 4 °C para su
posterior analisis.
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Figura 11. Produccidn de las formulaciones de los yogures utilizando el equipo
“MyCook”.

4.2.7.1. Determinacion de color del yogur

El color es el primer contacto que tiene el consumidor con el alimento, por lo que
su determinacion es muy (til en control de calidad y desarrollo de productos alimenticios,
ademas de que permite cuantificar el color en forma numérica. Para determinar el color
se utilizé el sistema de color espacio CIELab, donde se define un espacio de coordenadas
rectangulares (L*,a*,b*) junto con otro espacio en coordenadas cilindricas (L*, C*ab,
hab)* utilizando un colorimetro. Se obtienen los valores L, a y b siendo: L* =
luminosidad, a*= Tendencia del color al rojo (positivo) o al verde (negativo), b*=
Tendencia del color al amarillo (positivo) o al azul (negativo) (Nielsen, 2017).

4.2.8. Estudios de bioaccesibilidad

Los estudios de bioaccesibilidad se realizaron mediante una simulacion digestiva
in vitro, tanto de los compuestos bioactivos presentes en el extracto sin encapsular y
encapsulados, como incorporados en el yogur. La simulacion se llevo a cabo mediante el
protocolo que se describe en INFOGEST, el cual lleva un tiempo de entre 5 a 8 horas e
implica la exposicion del alimento o del compuesto bioactivo a las tres fases de la
digestion: fase oral, gastrica e intestinal (Brodkorb et al., 2019).

La fase oral (2 minutos) tiene como objetivo generar un bolo ingerible con una
consistencia similar al que se produce en el paso de la masticacion. Consiste en la dilucion
del producto (1:1 en masa) con una mezcla preparada de elecrolitos (pH 7,0) que simula
el fluido salival (SSF). Para ello se colocaron 5 g de la muestra a evaluar con 3,5 mL de
SSF, y se agreg6 25 pL de CaCl2(H20)2 0,3 M (para lograr una concentracion total de
1,5 mM en el SSF). A su vez, se agrego6 0,5 mL de a-amilasa humana tipo 1X (1500 U/mL
preparada en SSF) para lograr una actividad de 75 U/mL en la mezcla final. Se agrego el
agua restante (975 uL) para llegar a un volumen final de la etapa oral de 5 mL. La mezcla
se incubd durante 2 minutos a 37 °C y se registrd su volumen final para posteriores
célculos (Brodkorb et al., 2019).

La fase gastrica (2 horas) consistio en adicionar 7,5 mL a la mezcla de la fase oral
un fluido gastrico simulado (SGF) que contiene distintos electrolitos, hasta llegar a una
relacion de 1:1 (volumen/volumen). Luego el pH fue ajustado a 3 adicionando HCI 1 M
y se agregd CaClz(H20): para lograr una concentracion total de 0,15 mM en el SGF.
Posteriormente se adiciono 1,6 mL de pepsina porcina (25000 U/mL, actividad final 2000
U/mL). Se adicion6 5 uL de CaCl2(H20)2 0,3 M, aproximadamente 0,2 mL de HCI 1M
(hasta llegar a pH 3) y volumen suficiente de agua destilada para llegar a 10 mL de
volumen agregado en esta etapa (695 uL). La mezcla gastrica permanecié bajo agitacion
lenta durante 2 horas a pH 3.0 a 37°C (Brodkorb et al., 2019).

Posteriormente, la fase del intestino (2 horas) comenz6 agregando 11 mL del
fluido intestinal simulado (SIF) a la mezcla gastrica hasta alcanzar una relacion 1:1
(volumen/volumen). Se agregd 5 mL de solucion de pancreatina (800 U/mL preparada en
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SIF) y 2,5 mL de solucién de bilis 160 mM. Se adicion6 40 uL de CaCl2(H20). 0,3 M
para alcanzar una concentracion de 0,6 mM en el SIF. Luego se verifico el pH, se ajustd
a 7,0 con NaOH 1M (aproximadamente 0,15 mL) y se adicion6 volumen suficiente de
agua destilada para llegar a 20 mL de volumen agregado en esta etapa (1,31 mL). Las
muestras fueron incubadas a 37 °C utilizando agitacion durante 2 horas (Brodkorb et al.,
2019).

Finalizada la simulacion de la digestion in vitro de los sistemas en polvo y de las
distintas formulaciones de yogures, se llevaron a cabo estudios de bioactividad in vitro.
Se les determind el contenido de polifenoles totales y la capacidad antioxidante por ABTS
y ORAC-FL en la fraccidn bioaccesible, como se detallé previamente en la seccion 4.2.3.
y 4.2.4., respectivamente. El objetivo de este paso es evaluar principalmente si los
compuestos bioactivos encapsulados e incorporados en el yogur resisten las condiciones
gastrointestinales a las que estaran sometidos luego de su ingesta.

4.2.9. Analisis estadistico
El andlisis de los resultados se realizé mediante andlisis de la varianza (ANOVA)

utilizando el programa Infostat para determinar las diferencias significativas usando el
test de Tukey (p<0,05). Todos los andlisis mencionados se realizaron por triplicado.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Evaluacion del rendimiento del secado por atomizacion

Como se muestra en la Tabla 2 se lograron obtener los rendimientos de las
muestras en polvo de todos los sistemas a excepcion del sistema 5 (extracto sin
encapsulante) debido a la precipitacion de las antocianinas al pH estudiado de 7,0. Los
sistemas en polvo obtenidos fueron de textura y tamafio adecuado para ser incorporados
en las distintas formulaciones de yogur.

Como se observa, el rendimiento del proceso de secado por atomizacion de los
diferentes sistemas vario entre los sistemas con el agregado de extracto en comparacion
con los sistemas de Unicamente agente encapsulante. Esta variacion en el rendimiento
puede deberse a que las muestras con extracto debieron ser sometidas a filtracion previo
a su secado por atomizacién ya que las antocianinas comenzaron a precipitar, por lo tanto,
en dicha filtracion se pudo haber generado una pérdida de masa de muestra.

A su vez no hay grandes diferencias entre los sistemas que contienen Unicamente
agentes encapsulantes, por lo que ambos materiales encapsulantes son Utiles para ser
secados por atomizacion.

Tabla 2. VValores obtenidos de los rendimientos del secado de las diferentes muestras.

Muestra Rendimiento (%)

WP+ 46,83

WPIH+I 49,64
WPI+I+E 18,31
WPIH+I+E 18,62

5.2.  Eficiencia de encapsulacion

El sistema que presentd mayor eficiencia para encapsular a los compuestos
presentes en el extracto corresponde al sistema que contiene a la proteina de suero lacteo
no hidrolizada (WPI) (Tabla 3). Si bien se sabe que las proteinas son capaces de formar
complejos con los polifenoles, en diferentes investigaciones se ha observado que dichas
interacciones cambian cuando la proteina pasa de su estado nativo a su estado hidrolizado.
Yin et al., (2020) demostraron que las interacciones entre las antocianinas y las proteinas
de la leche, mas precisamente entre la cianidina-3-glucosido y la caseina, cambian luego
de la hidrdlisis enzimatica de la proteina generandose una interaccion mas débil luego de
la hidrolisis.

Esto coincide con los resultados obtenidos en el presente trabajo donde se ve que
la hidrélisis de la proteina de suero lacteo genera una disminucion de la interaccion con
los polifenoles presentes en el extracto. La disminucion de la interaccion provoca una
encapsulacion mas débil por parte de la proteina y por tanto una eficiencia de
encapsulacién mas baja respecto al sistema que contiene a la proteina en su forma nativa.

Tabla 3. Valores obtenidos de la eficiencia de encapsulacion de los diferentes agentes
encapsulantes.

Muestra Eficiencia de encapsulacion (%)
WPI+I 29,71
WPIH+I 17,53
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5.3. Determinacién de humedad

Los resultados obtenidos de la determinacion de humedad (Tabla 4) muestran que
los sistemas que presentaron un mayor porcentaje de humedad corresponden a los que
llevaron unicamente extracto.

Tabla 4. Valores obtenidos del porcentaje de humedad de las diferentes muestras. Los
resultados se expresan como promedio * desviacion estandar.

Muestra Humedad (%)
WPI+I 3,4+0,25
WPIH+I 2,4+0,11
WPI+I+E 6,4 +0,37
WPIH+I+E 8,9 +£0,08
E 180 38+0,17
E s/t 22 +0,39

5.4. Determinacion de contenido de polifenoles totales de las diferentes muestras
antes y después de la digestién in vitro

Los resultados obtenidos del contenido de polifenoles totales (TPC) antes y
después de su digestion in vitro de los sistemas en polvo y de los yogures se muestran en
la Figura 10 (a y b respectivamente).
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y (b) de los yogures. Las barras denotan los valores promedios y las barras de error la
desviacion estandar. Letras minusculas diferentes representan diferencias significativas
entre las muestras sin digestion separadas de los digeridos segun Tukey (p < 0,05).
Letras mayusculas diferentes representan diferencias significativas entre todas las
muestras (sin digestion y digeridos).

Como primer punto, se logra observar que no hay grandes diferencias del TPC entre el
extracto sometido a temperatura (E 180) y el extracto sin temperatura (E s/t), tanto en sus
condiciones originales como después de la digestion in vitro (Figura 12 a). Esto nos
permite decir que mediante este ensayo la temperatura del secado por atomizacion (180
°C) Yy las condiciones gastrointestinales parecerian no afectar en gran medida al contenido
de los polifenoles presentes en el extracto. Estos resultados no coinciden con los
presentados en Fernandez-Fernandez et al. (2020) donde se vio que las condiciones de la
digestion disminuian el TPC en un extracto hidro-alcohdlico-acido proveniente de la
cascara del orujo de una Tannat.

A su vez, se observa que el TPC del sistema que contiene extracto encapsulado con
proteina de suero lacteo no hidrolizada (WPI+I+E) aumenta significativamente luego de
la digestion in vitro respecto a su sistema blanco (WPI+1), por lo que el agente
encapsulante estaria protegiendo al extracto presente en el sistema. EI hecho de que el
valor del contendio de polifenoles totales aumente luego de la digestion in vitro se debe
a que luego de dicha digestion el material encapsulante se rompe y se liberan los
compuestos fenolicos presentes en él. Dicho aumento no se no se observa para el extracto
encapsulado con proteina de suero lacteo hidrolizada, lo que coincide con los resultados
mostrados en la Tabla 3, donde se ve que dicho encapsulante tiene menor eficiencia de
encapsulacion.

Los valores altos del TPC observados en los sistemas sin el agregado de extracto (WPI+I
y WPIH+I) se debe a que el reactivo que se utiliza en el ensayo de Folin-Ciocalteu no es
especifico para polifenoles. Los grupos —OH de los aminoacidos tirosina y triptéfano
presentes en las proteinas que forman parte de los sistemas encapsulantes son capaces de
reducir al reactivo. Igualmente, se lo propone como un buen método para comparar
contenido de polifenoles totales de diferentes muestras por la rapidez del ensayo.

El contenido de polifenoles totales antes y después de la digestion in vitro también
fue evaluado en las distintas formulaciones de los yogures como se muestra en la Figura
12 b. Todas las formulaciones de los yogures mostraron un aumento significativo del
TPC luego de la simulacion de la digestion gastrointestinal alcanzando niveles similares.
Nuevamente, el aumento del TPC de los digeridos de los yogures podria deberse a las
proteinas de la leche que interfieren con el ensayo.

Para poder relacionar el contenido de polifenoles en las muestras con la capacidad
antioxidante se realizaron los ensayos de ABTS y ORAC-FL como se detalla a
continuacion.

5.5. Determinacion de la capacidad antioxidante

En este estudio dicha capacidad fue medida en las diferentes muestras por 2
ensayos distintos que contemplan los mecanismos de accion SET y HAT de los
antioxidantes. La capacidad antioxidante fue determinada en los sistemas en polvo y en
las muestras de yogur antes y después de la digestion in vitro con la finalidad de poder
observar qué sucede con las muestras luego de que se simulan las condiciones de la
digestion.
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5.5.1. Determinacion de la capacidad antioxidante por ORAC-FL y ABTS de los
sistemas en polvo

La determinacion de la capacidad antioxidante es la bioactividad mas estudiada
en el orujo de uva, la cual esta relacionada con la presencia de los compuestos fendlicos
(Costa et al., 2019). A continuacion, en la siguiente figura, se muestra la capacidad
antioxidante medida por ORAC-FL (Figura13a) y ABTS (Figura 13 b) de los diferentes
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Figura 13. Capacidad antioxidante medida por ORAC-FL (a) y ABTS (b) de los
sistemas en polvo en base seca. Las barras denotan los valores promedios y las barras de
error la desviacion estandar. Letras diferentes representan diferencias significativas
segun Tukey (p < 0,05).

En ambos ensayos se vio la misma tendencia, mostrando que los sistemas que
contienen a la proteina de suero lacteo hidrolizada (WPIH), tanto con extracto como sin
extracto, tienen mayor capacidad antioxidante respecto a los sistemas que contienen a la
proteina no hidrolizada (WPI). La mayor capacidad antioxidante en los sistemas con
hidrolizado proteico se debe a que en la hidrolisis de la proteina se liberan péptidos
bioactivos con capacidad antioxidante (Orsini Delgado et al., 2011).

Respecto a la capacidad antioxidante de los sistemas Unicamente con extracto, se
observa que el extracto que no fue sometido a la temperatura del trabajo del secador por
atomizacion (E s/t) presentd una mayor capacidad antioxidante respecto al extracto
sometido a 180 °C (E 180). Podemos decir que la temperatura del secado por atomizacion
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afecta a los polifenoles presentes en la muestra y por lo tanto a su capacidad antioxidante.
Esto destaca la importancia de realizar mas de un ensayo cuando se quiere determinar la
capacidad antioxidante, ya que estos resultados obtenidos no se logran observar por el
ensayo de Polifenoles Totales. La disminucion de la capacidad antioxidante proveniente
de los polifenoles cuando se somete a la muestra a altas temperaturas coincide con los
resultados obtenidos por Zili¢ et al. (2016) donde observaron que las antocianinas
agregadas en galletas disminuian con la temperatura de coccion del producto (150 — 200
°C) y en consecuencia su capacidad antioxidante.

En distintas investigaciones se ha visto que la interaccién entre los polifenoles y
las proteinas afecta la funcién bioldgica de los polifenoles (Yin et al., 2020). Por lo tanto,
quizas la falta de un aumento drastico de la capacidad antioxidante cuando se le agrega
extracto a los sistemas puede deberse a que la interaccion con la proteina encapsulante
afecta la funcion bioldgica de las antocianinas presentes en el extracto. Ademas, la falta
de aumento también podria deberse a la pérdida de polifenoles por exposicion a las
temperaturas de trabajo del secador por atomizacion debido a su baja eficiencia de
encapsulacion.

5.5.2. Determinacion de la capacidad antioxidante por ORAC-FL y ABTS de los
digeridos de los sistemas en polvo

Determinar lo que sucede con la fraccion bioaccesible es de suma importancia, ya
que en la simulacién de la digestion las condiciones gastrointestinales pueden afectar a
los polifenoles presentes en la muestra. La capacidad antioxidante de los digeridos de los
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Figura 14. Capacidad antioxidante medida por ORAC-FL (a) y ABTS (b) de los
digeridos de los sistemas en polvo en base seca. Las barras denotan los valores
promedio y las barras de error la desviacion estandar. Letras diferentes representan
diferencias significativas segin Tukey (p < 0,05).

La Figura 14 a muestra la capacidad antioxidante medida por ORAC-FL de los
digeridos de los sistemas en polvo. En ella se logra observar que los digeridos de los
sistemas encapsulantes que contienen la incorporacién del extracto tienen una leve mayor
capacidad antioxidante respecto a los sistemas que no llevaron extracto (p<0,05). Se
observa también que el extracto sometido a temperatura perdié capacidad antioxidante
respecto al extracto sin someterse a temperatura, siguiendo la misma tendencia que antes
de la simulacion digestiva in vitro. lgualmente, la capacidad antioxidante de los
polifenoles presentes en ambos extractos permanece luego de la digestion.

Respecto a la capacidad antioxidante medida por ABTS (Figura 14 b), luego de
ladigestion in vitro no se observan diferencias significativas (p>0,05) entre los 4 primeros
sistemas que se presentan en la grafica. Dichos sistemas luego de la digestién in vitro
poseen la misma capacidad antioxidante medida por este ensayo. A su vez, comparando
los digeridos de los sistemas en polvo que contienen Unicamente extracto tanto sin
temperatura (D E s/t) como sometidas a 180 °C (D E180) no se observan diferencias
significativas entre ellos (p>0,05).

Con estos resultados se vuelve a resaltar la necesidad de realizar dos ensayos
diferentes que contemplen los distintos mecanismos de accion de los antioxidantes,
debido a la presencia de diferentes tipos de compuestos fendlicos en las muestras que
tienen diferente resistencia frente a condiciones como temperatura y condiciones de la
digestion con diferentes mecanismos de accidn antioxidante.

Los resultados parecen indicar que la encapsulacion del extracto favorece en cierta
medida el aumento de la capacidad antioxidante durante la digestion.

5.5.3. Determinacion de capacidad antioxidante por ORAC-FL y ABTS de los
yogures

La mayor capacidad antioxidante medida tanto por ORAC-FL como por ABTS se
observo para la formulacidn de yogur que contiene proteina de suero lacteo hidrolizada
(Y WPIH+I) (Figura 15) respecto a la formulacion base (YB). Nuevamente se confirma
que la capacidad antioxidante aumenta por el agregado de péptidos bioactivos
provenientes de la hidrdlisis de las proteinas.

A su vez, dicha capacidad antioxidante se vi6 aumentada por el agregado de
extracto en el caso de la determinacion por ORAC-FL (Figura 15 a). Estos resultados
coinciden con los presentados por Iriondo-DeHond et al. (2020) donde los yogures
incorporados con extractos de subproductos de uva tinta mostraron un aumento
significativo en su capacidad antioxidante, en comparacion con los yogures de
formulacion base.
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Figura 15. Capacidad antioxidante medida por ORAC-FL (a) y ABTS (b) de las
muestras de yogur. Las barras denotan los valores promedios y las barras de
error la desviacion estandar. Letras diferentes representan diferencias
significativas segun Tukey (p < 0,05).

Si bien la capacidad antioxidante del yogur con proteina de suero lacteo
hidrolizada (Y WPIH+I) aumenta y esto es benéfico para la salud, se deberia estudiar el
proceso tecnoldgico para evaluar su incorporacién, ya que en las condiciones realizadas
el yogur elaborado con dicho sistema se desestabiliz6 observandose separacion de fases.

5.5.4. Determinacion de capacidad antioxidante por ORAC-FL y ABTS de los
digeridos de los yogures

La capacidad antioxidante medida por ORAC-FL de los digeridos de los yogures
(Figura 16 a) muestra que todas las formulaciones presentan practicamente la misma
capacidad antioxidante a excepcion del sistema con proteina de suero lacteo hidrolizada
(D YWPIH+I). El hecho de que dicho sistema presente la menor capacidad antioxidante
puede deberse a que los péptidos bioactivos liberados en la hidrélisis del agente
encapsulante hayan sufrido degradacion por parte de las enzimas proteoliticas causando
una pérdida en su capacidad antioxidante. Que no se vea dicha disminucion en el sistema
con proteina de suero lacteo hidrolizada y extracto (D YWPIH+I+E) puede deberse a que
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los polifenoles presentes en el extracto pueden resistir las condiciones de la simulacion
digestiva (Fernandez-Fernandez et al., 2020).
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Figura 16. Capacidad antioxidante medida por ORAC-FL (a) y ABTS (b) de las
digestiones de los yogures. Las barras denotan los valores promedios y las barras de
error la desviacion estandar. Letras diferentes representa diferencias significativas segun
Tukey (p < 0,05).

Estos resultados no se observan en el ensayo de ABTS (Figura 16 b), donde se
ve gue la capacidad antioxidante es similar para todas las formulaciones a excepcion de
la formulacion con proteina de suero lacteo hidrolizada y extracto (D YWPIH+I+E), por
lo que se puede pensar que los polifenoles presentes en el extracto pierden capacidad
antioxidante por el mecanismo SET.

5.5.5. Comparacion de la capacidad antioxidante medida por ORAC-FL y ABTS
de los sistemas en polvo antes y después de su digestién in vitro

Bajo las condiciones del tracto gastrointestinal los compuestos fendlicos se
exponen a cambios fisico-quimicos (temperatura, cambios de pH y enzimas digestivas)
que los afecta (Pinto et al., 2017). Por lo tanto, es importante determinar el efecto sobre
las muestras luego de la incorporacion de estos compuestos al ser sometidos a dichas
condiciones del tracto gastrointestinales para evaluar sus potenciales propiedades
bioldgicas.
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En la siguiente figura se muestran los resultados de la determinacion de la
capacidad antioxidante antes y luego de la digestion in vitro para los sistemas en polvo
(Figura 17).
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Figura 17. Capacidad antioxidante medida por ORAC-FL (a) y ABTS (b) de los
sistemas en polvo antes y despueés de la digestion in vitro. Las barras denotan los
valores promedios y las barras de error la desviacion estandar. Letras minasculas
diferentes representan diferencias significativas entre las muestras sin digestion
separadas de los digeridos segun Tukey (p < 0,05). Letras mayusculas diferentes
representan diferencias significativas entre todas las muestras (sin digestion y
digeridos).

Como se logra observar, la capacidad antioxidante de los sistemas en polvo no se
perdid luego de ser sometidas a las condiciones de la digestion, sino que la misma se vio
aumentada. El aumento de dicha capacidad puede deberse a que en el proceso de la
digestion in vitro las enzimas proteoliticas, que se utilizan para simular dicha digestion,
hidrolizan a las proteinas provenientes de los agentes encapsulantes, liberando péptidos
bioactivos que contribuyen al aumento de la capacidad antioxidante.

A su vez, en la Figura 17 también se observa que luego de la digestion in vitro,

los polifenoles presentes en las muestras sin encapsular se mantienen, por lo que en este
caso estarian resistiendo a las condiciones de la digestion.
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5.5.6. Comparacion de la capacidad antioxidante medida por ORAC-FL y ABTS
de los yogures antes y después de su digestion in vitro

En la Figura 18 se muestran los resultados de la determinacion de la capacidad
antioxidante antes y luego de la digestion in vitro para los yogures.
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Figura 18. Capacidad antioxidante medida por ORAC-FL (a) y ABTS (b) de los
yogures antes y después de la digestion in vitro. Las barras denotan los valores
promedios y las barras de error la desviacion estandar. Letras minusculas diferentes
representan diferencias significativas entre las muestras sin digestion separadas de los
digeridos segun Tukey (p < 0,05). Letras mayusculas diferentes representan diferencias
significativas entre todas las muestras (sin digestion y digeridos).

Respecto a los yogures antes y después de su digestion in vitro, se observa que
luego de la digestion la capacidad antioxidante aumenta drasticamente para todas las
formulaciones a excepcion del sistema que contiene proteina de suero lacteo hidrolizada
(WPIH+I). Dicho aumento en la mayoria de las formulaciones se debe a que en las
condiciones de la digestion se hidrolizan las proteinas del yogur por parte de las enzimas
proteoliticas de la digestion, generando asi péptidos bioactivos. Estos resultados
coinciden con los obtenidos en Fernandez-Fernandez et al. (2018) donde observaron gque
la capacidad antioxidante de la a-lactoalbdmina hidrolizada con alcalasa aument6 luego

de su digestion in vitro.
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El hecho de que luego de la digestion in vitro la capacidad antioxidante de la
formulacion de yogur con proteina hidrolizada no aumente al mismo nivel que la
formulacion base puede deberse nuevamente a la degradacion de los péptidos bioactivos
por parte de las enzimas proteoliticas causando una pérdida en su actividad antioxidante.

5.6. Medicion de color

Como parte de la caracterizacion del producto desarrollado se obtuvieron los
resultados de color por el sistema CIELab los cuales se resumen en la Tabla 5.

Tabla 5. Valores obtenidos mediante colorimetro de los parametros L, a y b de las
diferentes muestras de yogures. Los resultados se expresan como el promedio *
desviacion estandar.

Muestra L a b
WPI+I 79,23 + 0,47 -0,53 £ 0,03 8,51 +0,08
WPIH+I 74,55 + 0,98 -0,88 + 0,13 8,90 + 0,46
WPI+I+E 65,71 £ 1,50 2,51+0,12 3,36 £ 0,26
WPIH+I+E 58,66 + 1,20 3,83+0,11 2,05 +0,25
E 180 69,90 + 1,90 2,23 +0,07 2,70 £ 0,22
E s/t 66,01 + 0,20 2,58 £ 0,08 1,82 £ 0,08
Formulacion base 79,16 + 0,67 -0,97+ 0,59 8,80 £ 0,22

Respecto a la luminosidad (L), las muestras con contenido de extracto presentaron
valores de luminosidad menores que las muestras sin extracto. Esto se debe a la presencia
de antocianinas en el extracto las cuales aportan coloracion oscura mostrando una mayor
absorcién de la luz y por lo tanto una menor luminosidad. EI menor valor de L obtenido
corresponde a la formulacién del yogur de WPIH+I+E correspondiéndose con el
resultado de una menor eficiencia de encapsulacion en comparacién con el yogur
WPI+I+E. Los yogures con la incorporacion Gnicamente de extracto mostraron un valor
de L mayor a los anteriores pudiéndose deber a la poca homogeneidad del extracto en el
yogur.

En cuanto al valor “a”, las muestras con incorporacion de extracto presentaron
valores positivos lo cual es coherente por la tendencia al color violeta del yogur. A su
vez, entre las formulaciones WPIH+I+E y WPI+I+E la muestra con valor mas alto de “a”
y por tanto mayor color violeta, es la que contiene proteina hidrolizada (WPIH)
mostrandose que las antocianinas no se encapsularon de la misma forma que lo hicieron
en el sistema con la proteina no hidrolizada.

Observando los valores del parametro “b” se aprecian grandes diferencias entre
las muestras con y sin incorporacion de extracto. Las formulaciones de los yogures
controles (WPI+I, WPIH+I y formulacion base) presentaron valores positivos y mayores
indicando una tendencia mas al color amarillo mientras que los yogures con presencia de
extracto tanto encapsulado como sin encapsular presentaron valores de “b” menores
indicando que presentan una tonalidad mé&s cercana al azul.

La incorporacion del extracto al yogur generd un color violeta en él, lo cual podria
resultar atractivo para el consumidor. Ademas, hoy en dia existe una tendencia cada vez
mayor en el uso de colorantes naturales en la industria (Zili¢ et al., 2016) debido a las
exigencias por parte de los consumidores en la actualidad (Iriondo-Dehond et al., 2018).
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En este sentido, el subproducto de la industria vitivinicola podria ser utilizado
como colorante natural, contribuyendo al manejo de este residuo abundante que genera
problemas ambientales.
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6. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se desarrollaron encapsulados de antioxidantes naturales
provenientes de un extracto del subproducto de la vinificacién de uva Tannat (cascara del
orujo de uva Tannat) mediante secado por atomizacion, los cuales fueron posteriormente
incorporados en distintas formulaciones de yogures, siendo éste un producto muy
consumido a nivel mundial.

En este estudio se determind que el tratamiento térmico del secado por
atomizacion afectd a los polifenoles presentes en las muestras.

Ademas, si bien la capacidad antioxidante del yogur mejora luego de la
incorporacion de los sistemas en polvo, se observé que la mayor contribucion al aumento
de dicha capacidad no se da por el extracto, sino que se genera por los péptidos bioactivos
presentes en el material encapsulante. Por lo tanto, se propone a dichas formulaciones de
yogur como posibles alimentos funcionales.

En cuanto a las fracciones bioaccesibles de los sistemas en polvo, las mismas
mostraron un aumento de su capacidad antioxidante debido a la liberacién de péptidos
bioactivos en la simulacién de las condiciones de la digestion gastrointestinal. Respecto
a los yogures, las fracciones bioaccesibles de todas las formulaciones mostraron tener una
capacidad antioxidante alta por la liberacion de los péptidos bioactivos presentes en las
proteinas de la leche que forma parte del yogur.

Las formulaciones de los yogures con el agregado de extracto mostraron un
caracteristico color violeta que podria ser atractivo para los consumidores, por lo que se
propone al extracto como colorante natural para ser utilizado para el desarrollo de yogures
novedosos. A su vez, no se descarta la posibilidad de que el extracto aumente otras
propiedades bioactivas en el yogur, diferentes de la capacidad antioxidante medida, que
deberan ser determinadas.

En conclusion, la capacidad antioxidante determinada en los yogures
desarrollados con el extracto encapsulado por secado por atomizacién, representan
resultados alentadores para continuar con la valorizacion del subproducto de la industria
vitivinicola uruguaya como es la cdscara proveniente del orujo de uva Tannat.
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