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ABSTRAC

To this date, several studies have reported that the use of ultrasound produces changes
in the polyphenol concentration in wine. Although, there is not yet reports about the
combined use of ultrasound and the tannins used in winemaking, and tier effect over
phenolic composition on them. The present study looks to evaluate the use of ultrasound
with the application on tannins, and in this way visualize the behavior of the polyphenol
concentration, and the copigmentation of a wine of Cabernet Sauvignon variety. The
treatments had different conditions, altering the ultrasound to frequency of 20 kHz and an
amplitude of 40%, while the winemaking tannin application was of 0,2g. The results
indicate that for the case of total polyphenols there was a significant increase in total
concentration, while in the tannins, there was no statistical differences shown. Moreover,
the copigmentation in the wines showed an increase of the total amount of anthocyanins
and the color due to polymer pigments, but a decrease in the color due to anthocyanins
copigmented. However, it is necessary to realize more studies to determine the behavior
of the results in a longer period of time, realizing future investigations related to our

experiment.



RESUMEN

A la fecha, varios estudios han reportado que la aplicacion de ultrasonido provoca
cambios en la concentracion de los polifenoles en el vino. Sin embargo, todavia no existen
reportes del uso combinado de taninos enol6gicos con ultrasonido en vinos tintos, y sus
efectos sobre la composicion fendlica de los mismos. El presente estudio busca evaluar el
uso del ultrasonido con la aplicacién de taninos, y de esta manera visualizar el
comportamiento de las concentraciones de los polifenoles y la copigmentacion de un vino
de la variedad Cabernet Sauvignon. Los tratamientos tuvieron diferentes condiciones
alternado el uso del ultrasonido con una frecuencia de 20 kHz y una amplitud del 40%,
mientras que la aplicacion de taninos enoldgicos fue de 0,2 g. Los resultados indicaron
que para el caso de polifenoles totales se produjeron aumentos significativos en la
concentracion total, mientras que, en el caso de los taninos, estos no mostraron diferencias
estadisticamente significativas. Por otra parte, la copigmentacion de los vinos demostro
aumentos en el caso de antocianinas totales y el color debido a pigmentos poliméricos,
pero una disminucion en el color debido a antocianinas copigmentadas. De todos modos,
es necesario realizar mas estudios para determinar el comportamiento de los resultados en
una mayor cantidad de tiempo, efectuando futuras investigaciones relacionadas con

nuestro ensayo.
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1. INTRODUCCION

En Chile la variedad Cabernet Sauvignon se caracteriza por presentar una cantidad
importante de polifenoles (Xu et al., 2010), los que estan divididos en dos grupos: Los de
tipo flavonoides y los no flavonoides. Estas sustancias son responsables de la astringencia
del vino (Vidal, 2003), atributo gustativo que afecta la aceptabilidad y el consumo de este
tipo de bebidas (Bruwer et al., 2011, Gawel et al., 2000, Vidal et al., 2004). La astringencia
del vino varia segun la estructura de los polimeros complejos (taninos), o aquellos de alto
peso molecular (Cala et al., 2011), situacion que los hace particularmente relevantes a la

hora de desarrollar investigaciones enoldgicas.

Ademas de aquellos taninos que ocurren naturalmente en la fruta, en la vinificacion de
las uvas de la vid se han utilizado una gran diversidad de taninos enoldgicos comerciales
(TEC:s), los que pueden tener dos origenes: (a) Aquellos elaborados en base a extractos de
polifenoles de diferentes 6rganos de la planta, tales como pieles y semillas de uva, y que
se denominan taninos condensados; y (b) polifenoles extraidos de la madera de roble

Ilamados taninos hidrolizables (Malacarne et al., 2016).

Quimicamente, los compuestos fendlicos presentan un nucleo bencénico substituido
por uno o varios grupos hidroxilos y una cadena lateral funcional (Pefia-Neira, 2006), y
se clasifican en dos grandes grupos: no flavonoides y flavonoides. Estas sustancias se
encuentran en distintas partes del racimo de la vid, principalmente en las pieles y semillas
de la baya, de donde algunos de los compuestos fendlicos son extraidos durante la
vinificacion (Nadal et al., 1995). Los compuestos fendlicos contribuyen directamente a
algunas de las caracteristicas sensoriales que en la etapa de vinificacion son los
responsables de aportar el sabor, aroma, astringencia, amargor y color al vino (Cheynier
et al., 1990). El color de los vinos tintos envejecidos se debe casi exclusivamente a
compuestos fendlicos poliméricos cuyas unidades constitutivas son extraidas durante las
etapas tempranas de la vinificacién, y transformados a estructuras mas complejas a medida

que avanza el proceso de produccion del vino (Gonzélez-Neves et al., 2003).



En el tltimo tiempo, autores como Masuzawa et al., (2000) han estudiado la aplicacion
de nuevas tecnologias que provocan la polimerizacién de compuestos polifendlicos en
vino tinto promovido por ultrasonido a bajos niveles de presion sonora. Esta tecnologia
aplicada en el area enoldgica busca acelerar la extraccion de los compuestos fendlicos de
las bayas y ademés es considerado uno de los métodos alternativos potenciales para
mejorar la calidad de algunos vinos (Zhang et al., 2016). Los ultrasonidos ejercen su
accion a traves del fendmeno de la cavitacion, el cual ocurre cuando se aplican
ultrasonidos de alta energia en un liquido que posea propiedades elasticas. La expansion
de las moléculas del liquido, por la fuerza de los ultrasonidos, genera burbujas o cavidades
que colapsan (implosionan) formando presiones locales capaces de alterar la estructura de
los tejidos vegetales y favorecer asi la extraccién de los compuestos intracelulares
(Bautista-Ortin et al., 2017).

El presente estudio busca evaluar indirectamente la capacidad de formacion de
complejos moleculares entre antocianinas y taninos del vino, evaluando la concentracién
de polifenoles totales, taninos, y color del vino a través del uso de la tecnologia del
ultrasonido en combinacion de taninos enol6gicos durante el proceso de almacenamiento

en botella.



1.1 HipOtesis

La aplicacion de tecnologias de ultrasonido de alta potencia en conjunto de taninos
enoldgicos en el proceso de envejecimiento de un vino de la variedad Cabernet Sauvignon
aumenta la concentracion de polifenoles y copigmentacion del vino.

1.2 Objetivo general

Evaluar el efecto de la aplicacién de ultrasonidos en combinacién con taninos

enoldgicos sobre el contenido de compuestos fendlicos de un vino Cabernet Sauvignon
1.3 Objetivos especificos
Evaluar la concentracion de polifenoles, taninos, y copigmentacion de un vino

Cabernet Sauvignon posterior a la aplicacion de ultrasonidos en combinacion con taninos

enoldgicos.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Importancia de la vid en Chile

En Chile existe una superficie total de 135.907 hectéreas de Vitis vinifera L., de las
cuales la mayoria se encuentran en la region del Maule y O"Higgins, logrando un total de
72% de la superficie nacional. En los ultimos afios, la produccion de vino ha llegado a un
total que ha variado entre 1.100 y 1.200 millones de litros. Por otra parte, Chile se ha
posicionado como el primer exportador de vinos del nuevo mundo y el cuarto exportador

mundial, con una gran parte de vinos a granel (ODEPA, 2019).

2.2 Variedad Cabernet Sauvignon

Segun el Catastro Viticola Nacional del 2018 del Servicio Agricolay Ganadero reportd
que se plantaron 41.098 hectareas de la variedad tinta Cabernet Sauvignon, mientras que
su produccion de vinos con denominacion de origen fue de un 34,8 %. La variedad
Cabernet Sauvignon produce bayas negras y pequefias, firmemente adheridas a los
pedicelos, poseen pieles gruesas que determinan un sabor altamente astringente, un alto
contenido de taninos, acidez y color oscuro. Su vino generalmente necesita
envejecimiento o mezcla para reducir o suavizar amargura (Galet, 1998). Ademas, posee
un color profundo y una notable concentracion de complejos fenélicos que en algunos
casos requiere de un envejecimiento prolongado en barril o botella, produciendo un vino

con mucha estructura y desarrollando aromas y sabores deseados (Robinson, 2006).



2.3 Proceso de vinificacién

El proceso de elaboracién del vino es denominado vinificacion en donde encontramos
dos procesos importantes, la fermentacion alcoholica de los vinos y su envejecimiento. En
primer lugar, la fermentacion alcoholica es el proceso en donde las levaduras transforman
el azlcar proveniente del mosto en etanol y CO> (Jara, 2013). En la mayoria de los vinos
tintos, se realiza ademas una segunda fermentacion (fermentacion malolactica) conducida
por bacterias lacticas, encargada de aportar estabilidad microbiana y desacidificacion del
vino. Durante el envejecimiento del vino, ocurren reacciones quimicas complejas que
involucran azlcares, &cidos y compuestos fenolicos (principalmente taninos y
antocianinas), estos pueden producir algunos efectos significativos en el vino como
reducir la astringencia y el amargor, originando de esta manera un vino mas elegante, con
un color estable, aroma méas complejo y de mejor sabor, generando una mejor aceptacion
del paladar del consumidor (Zhang, et al., 2016). El envejecimiento tradicionalmente se
realiza en barricas o botellas; sin embargo, estos procesos demoran demasiado tiempo y
son costosos por los que en los Gltimos afios han sido estudiado nuevos métodos
tecnoldgicos como el ultrasonido que han sido ensayados para acelerar las reacciones
dentro del vino o para aumentar la extraccion de compuestos fendlicos (Garcia Martin y
Sol, 2013).



2.4 Compuestos fendlicos

Los compuestos fenolicos varian ampliamente en su estructura quimica, con
diferencias importantes entre los mas simples (mondmeros y oligdbmeros) y hasta los
polimeros complejos de peso molecular alto (taninos). Se han identificado mas de 4000
compuestos polifendlicos individuales, los cuales se han dividido en dos grandes grupos:
los no flavonoides y los flavonoides (Vazquez-Flores et al., 2012). Estos compuestos son
aportados desde las uvas al vino incorporando polifenoles de tipo flavonoides,
especificamente, antocianos, flavonoles y flavanoles (Martelo-Vidal y Vasquez, 2014), y
su concentracion esta influenciada por diferentes variables tales como manejos enoldgicos
y agricolas (Monagas et al., 2005), aspectos de edafologia (Keller, 2003), aspectos
varietales (Rodriguez-Montealegre et al., 2006; Obreque-Slier et al., 2010) y el clima
(Nicholasa et al., 2011).

2.4.1 Fenoles no flavonoides

Estas sustancias estan compuestas por fenoles primarios definidos como &cidos
fendlicos; acidos hidroxicindmicos (cafeico, p-cumaérico, ferdlico) y acidos benzoicos
(&cido galico, p-hidroxibenzoicos y siringico), mayoritariamente esterificados con
azUcares, acidos organicos o alcoholes (Zoecklein et al., 2001). Del mismo modo, a este
grupo pertenecen los estilbenos (resveratrol) y los taninos del tipo hidrolizable
(elagitaninos y galotaninos) (Zamora, 2003).

2.4.2 Fenoles flavonoides

Los polifenoles de tipo flavonoide poseen un esqueleto quimico que consta de tres
porciones: dos anillos aromaticos y un anillo heterociclico oxigenado. Los flavonoides
son el grupo mas variado estructuralmente, debido a que su estructura base tiene variadas
posibilidades de sustitucién por grupos hidroxilo (-OH), metoxilo (-O-CH3), acilo (-CO),
y glucdsidos (Dai y Mumper., 2010; Quideau et al., 2011). En el caso de V. vinifera, estos



ultimos se encuentran glucosilados en la posicién tres del anillo central, y ademas pueden

encontrarse acetilados, cumarilados o unidos al acido caféico (Séenz et al., 2009).

2.5 Taninos presentes en el vino

Los compuestos polifendlicos varian ampliamente en su estructura (Vazquez et al.,
2012). Los taninos en el vino son aquellos polimeros de flavanoles (taninos condensados)
y no flavanoles (taninos hidrolizables), que son extraidos de bayas o la madera, y que se
alteran estructuralmente durante el proceso de elaboracién del vino (Kennedy et al., 2001).
Quimicamente, los taninos condensados estan formados por la condensacion de catequina
con uniones directas de carbono-carbono entre sus moléculas en la posicion 4-8 o en 4-6
y no contienen azlcares en su estructura (Pefia-Neira, 2006). Por otra parte, los taninos
cumplen un rol fundamental en la enologia, debido a su contribucion esencial a las
propiedades sensoriales del vino, como el color, astringencia, amargor y a su papel en el

envejecimiento (Spranger et al., 2004).

2.6 Taninos enoldgicos comerciales (TECS)

Son definidas como aquellas sustancias de origen vegetal enriquecidas de compuestos
polifendlicos procedentes de una misma especie (Sanz et al., 2008) o mezclas de varias
especies, incluyendo uvas, roble, quebracho, castario, tara y galla, que se pueden clasificar
en taninos condensados e hidrolizables (Serghei, 2013; Enoldgica Vason, 2001; Obreque-
Slier etal., 2009). Los TECs se dividen en diferentes grupos, los cuales poseen variaciones
en la concentracion de compuestos tanicos (condensados e hidrolizables) (Serghei, 2013,

Frangipane et al., 2007).

En la industria enoldgica, los TECs son utilizados debido a sus diversas propiedades
tales como su capacidad antioxidante, la cual se ha relacionado con la captura de radicales
libres (Arlegui, 2014), y por consiguiente con el control del estrés oxidativo (Teissedre et
al., 1996, citado por Arlegui, 2014), y la capacidad de envejecimiento de los vinos.

Ademas, estos contribuirian a una mejor estructura y estabilizacion del color en el tiempo



(Baker y Ross, 2014). Esto se produce mediante las uniones indirectas (mediadas a traves
de un puente de etilo y la mediacion del etanal) y condensaciones directas entre los
antocianos y proantocianidinas, cuyas uniones generan distintos grados de polimerizacion
durante la vinificaciobn y maduracion del vino tinto (Garcia-Puente et al., 2005).
Asimismo, son utilizados como clarificantes en mostos y vinos, ya que son capaces de
formar complejos coloidales con proteinas, polisacéaridos y tanino (Zanchi et al., 2007).
Finalmente, se ha indicado que estas sustancias contribuirian con propiedades bioldgicas
como su capacidad antioxidante (Hartzfeld et al., 2002), propiedades sensoriales, tales
como estabilizadores del color y moduladores de la astringencia (Sanz et al., 2008; Laghi
et al., 2010).

2.7 Ultrasonido

La tecnologia del ultrasonido se basa en ondas mecénicas a una frecuencia superior al
limite de audicion humana (>16 kHz), el cual es transmitido por sustancias que tengan
propiedades elasticas (Ferraretto et al., 2013). En la industria alimentaria el ultrasonido
posee dos rangos de frecuencia: ultrasonido de alta frecuencia desde los 100 kHz hasta 1
MHz vy ultrasonido de potencia (16-100 kHz). El ultrasonido de alta frecuencia
comunmente es aplicado como una técnica analitica para proporcionar informacion sobre
las propiedades fisicoquimicas de los alimentos como la madurez, el contenido de azucar
y la acidez (Demirdoven y Baysal, 2008), mientras que el ultrasonido de potencia puede
ser utilizado para generar uniones, romper células y dispersar materiales agregados (Knorr
et al., 2004; Tiwari et al., 2010). Ademas, en los ultimos afios, se han realizado variados
estudios sobre el uso del ultrasonido para la estabilizacion microbiana del vino y para la

aceleracion de procesos de envejecimiento del vino (Luki¢ et al., 2019).
2.8 Ultrasonido en el vino
Mediante la aplicacion de ultrasonido en el vino, ocurre un proceso de cavitacion

acustica (aparicion de micro-burbujas que implosionan) que provoca un aumento en las

temperaturas y presiones del liquido, favoreciendo reacciones quimicas y aumentando la



velocidad de reacciones que generalmente se encuentran en el proceso de envejecimiento
del vino (Zhang et al., 2015). Los investigadores Masuzawa, Ohdaira y Ide (2000)
demostraron el efecto de ultrasonido sobre los compuestos fendlicos del vino tinto, los
cuales obtuvieron un efecto de polimerizacion de compuestos polifenolicos en vino tinto
promovido por ultrasonido a bajos niveles de presion sonora. A su vez, los autores Zhang
etal., (2015), informaron que diferentes condiciones de tratamiento ultrasénico cambiaron
significativamente la concentracion de los compuestos fendlicos totales y la conductividad
eléctrica. Por ello, esta tecnologia fisica, modifica las caracteristicas de vino tinto, lo que
podria ser un nuevo método efectivo para acelerar el proceso de crianza del vino (Garcia
Martin y Sol, 2013).



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacién

El estudio fue realizado en el laboratorio de enologia de la Facultad de Ciencias
Agrarias de la Universidad de Talca.

3.2 Materiales

El vino se obtuvo de la bodega Casa Silva ubicada en Hijuelas Norte S/N, en la
localidad de San Fernando. La variedad de vino utilizada fue Cabernet Sauvignon de la
calidad gran reserva del afio 2019, proveniente del Valle de Colchagua, desde el vifiedo
Los Lingues. Se ocuparon aproximadamente 15 litros, los cuales fueron divididos en 64
botellas de 300 mL, (4 tratamientos, 4 repeticiones y 4 tiempos de medicién) las que
posteriormente permanecieron cubiertos con papel aluminio y puestos en oscuridad hasta

su respectiva medicion.

El TEC escogido es denominado Tanin VR SUPRA de la marca Laffort preparado en
base a taninos proantocianidicos ricos en catequinas, taninos de uva y de taninos elagicos
de roble destinados a la elaboracion y envejecimiento de vinos tintos. Se utilizaron 15 g
aproximadamente, que fueron repartidos en 32 botellas (16 botellas de T1 y 16 botellas
para T3) con una dosis de 80 g/hl, y fue aplicado posterior a la caracterizacion inicial del

vino.

Al momento de realizar los analisis para determinar las absorbancias correspondientes
a los métodos "Metil-celulosa”, “Folin-Ciocalteu™ y “Copigmentacion” (los que seran
descritos en la proxima seccion) se utilizo el espectrofotometro (SPECTRQUANT, Pharo
300, Alemania) que tiene la capacidad de medir longitudes de onda que van desde los 190
nm a los 1100 nm, el cual fue utilizado para medir las absorbancias correspondiente al

método de “Folin-Ciocalteu” y “Copigmentacion”, mientras que para medir las
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absorbancias del método de “Metil-celulosa” fue utilizado el Lector de microplacas
(EPOCH, Winooski, EE. UU.).

Para la aplicacion de pulsos de ultrasonido (Vibra-Cell ™, VC 750W, EE. UU), se
utilizé el instrumento. Con una sonda de 1/2” con punta reemplazable de 13 mm. El cual
libera pulsos de ultrasonido de alta frecuencia con una potencia de 750 w juntamente con
una frecuencia de 20 kHz, y se utilizo para la aplicacién de pulsos de ultrasonido en los

tratamientos T2y T3.

Desarrollo experimental

El desarrollo experimental consistio en cuatro tratamientos donde se combind el uso de
ultrasonido y taninos, ademas de un control sin tratamiento (cuadro 1), de acuerdo al
siguiente detalle: EI tratamiento 0, “T0”, const6 de 4 repeticiones en botellas de 300 mL
de vino Cabernet Sauvignon al cual no se aplicé ningln tipo de tratamiento; el tratamiento
“T1” correspondid a una muestra de vino tratada con 0,2 g (dosis: 80 g/hl) de TECs Tanin
VR SUPRA de la marca Laffort preparado en base a taninos proantocianidicos ricos en
catequinas, taninos de uva y de taninos elagicos de roble; el tratamiento “T2” considerd
una muestra de 300 mL de vino Cabernet Sauvignon con la aplicacion de pulsos de
ultrasonido cada 5 segundos durante 5 minutos con una potencia de 20 kHz y una amplitud
del 40%; “T3” correspondié una muestra de 300 mL de vino Cabernet Sauvignon con la
utilizacion de 0,2 g de TECs maés el efecto de la aplicacion de ultrasonido, bajo las mismas
condiciones antes descritas para los tratamientos T1 y T2. Posterior a la aplicacion de los
tratamientos estos fueron medidos en cuatro oportunidades (dia 1, dia 15, dia 35 y dia 70
de guarda) en el caso de la medicion de polifenoles totales. Por otro lado, la medicion de
taninos fue realizada durante tres tiempos (dia 1, 35y 70). Finalmente, para el método de
color por Copigmentacion se realizaron 3 mediciones (dia 1, 15y 35).
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Cuadro 1. Descripcion de los tratamientos con respectivas abreviaciones.

TRATAMIENTOS ABREBIACIONES

DESCRIPCION

Tratamiento O TO

Tratamiento 1 T1

Tratamiento 2 T2

Tratamiento 3 T3

300 mL de vino Cabernet
Sauvignon

300 mL de vino Cabernet
Sauvignon + 0,2 g de
tanino VR SUPRA

300 mL de vino Cabernet
Sauvignon + 5 minutos de
ultrasonido 20 Khz y 40%
amplitud.

300 mL de vino Cabernet
Sauvignon + 0,2 g de
tanino VR SUPRA + 5
minutos de ultrasonido 20
Khz y 40% amplitud.

3.3 Métodos

Determinacion de polifenoles totales

Método de Folin-Ciocalteu

Los fenoles totales se analizaron por el método planteado por Singleton y Rossi (1965),

utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteu, el cual se reduce al oxidar los fenoles formando

en la solucion una coloracion de tono azul, lo cual puede ser medido a una absorbancia de

765 nm.

Primeramente, se prepararon dos soluciones:

Soluciéon madre de acido galico. En un matraz volumétrico de 100 mL, se disolvieron

0,5 g de acido galico en 10 mL de etanol y se diluyo con agua para luego almacenarlo en

un refrigerador hasta por dos semanas sellado.

Solucion de carbonato de sodio. Se diluyeron 200 g de carbonato de sodio en 800 mL

de agua y fue hervido. Posteriormente se dejo enfriar, y se agregaron algunos cristales de

carbonato de sodio, después de 24 horas, fue filtrado y se agregd 1 L de agua.
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Se prepar6 una curva de calibracion, agregando 0, 1, 2, 3, 5y 10 mL de la solucién
madre de fenol en matraces volumétricos de 100 mL y luego se diluy6 al volumen con
agua. Estas soluciones tuvieron concentraciones de fenol de 0, 50, 100, 150, 250 y 500
mg/L de &cido galico.

De cada solucion de calibracion, muestra en blanco, se pipetearon 20 pL en cubetas
separadas, y se agregaron 1.58 mL de agua a cada una, luego se agregaron 100 uL del
reactivo de Folin-Ciocalteu y se mezclaron entre los 30 segundos y 8 minutos,
posteriormente se agregaron 300 pL de la solucién de carbonato de sodio y se agitd. Las
soluciones se debieron dejar a 20 ° C durante 2 horas y se determin6 la absorbancia de
cada solucion a 765 nm contra el blanco (la solucién "0 mL"). Finalmente se trazo la

absorbancia en funcién de la concentracion.

Determinacién taninos totales

Método de Metil celulosa

Método propuesto por (Sarneckis et al. (2006), el cual consiste en la cuantificacion de
taninos mediante la precipitacion con metil-celulosa. Se llevo a cabo incorporando 25 pL
de solucion de metilcelulosa a 25 pL de vino tinto y se agitd ligeramente para
posteriormente sellarlo y se dejo reposar aproximadamente 2 a 3 minutos. Luego en un
matraz de cierre de tornillo se incorporaron 500 mL de agua desionizada y cristales de
sulfato de amonio con agitacion, hasta en exceso. Se mantuvo la solucién hasta obtener
aproximadamente 1,5 cm de cristales de sulfato de amonio en el fondo de matraz. Una vez
finalizada esta solucién se agregaron 200 pL de solucion saturada de sulfato de amonio
para posteriormente realizar un volumen de hasta 10 mL con agua desionizada y se
procedio a mezclar. Esta solucion se mantuvo en reposo durante 10 minutos a temperatura
ambiente y luego fue centrifugada durante 5 minutos a 10.000 rpm (Eppendorf, 5415 R,
China). Finalmente fue pipeteada con cuidado el sobrenadante en una cubeta y se anoto la
absorbancia de la solucion a 280nm: A280 (sobrenadante).

Calcular el resultado de taninos totales mediante la siguiente formula;

A280 (tanino) = A280 (control) - A280 (sobrenadante)
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Determinacién del color

Método de copigmentacion (Boulton, 2001).

Para realizar este método, en primer lugar, se debid realizar un ajuste en el pH a 3,6
(HANNA, HI2002, Woonsocket, EE. UU.) ademés de filtrar a través de membranas

(tamario de poro de 0.45 [1m) para realizar las determinaciones.

Antocianinas totales
[TA] = (A2 - A%)

Color debido a pigmentos poliméricos
Ep[P] = (A%%)

Color debido a antocianinas copigmentadas
[C] - ( Aacet _ AZO)

AZ: 100 pL de muestra de vino se colocaron en 1900 L del tampdn en una cubeta de
10 mm. Después de unos minutos, la absorbancia se midié a 520 nmy la lectura se corrigio

para la dilucion multiplicandola por 20.

A% Se adicionaron 160 pL de solucion de SO- al 5% a 2 mL de muestra de vino en

una cubeta de 10 mm. Luego la absorbancia fue medida a 520 nm.

At Se afadieron 20 pL de solucion de acetaldehido al 10% a 2 mL de muestra de
vino en una cubeta de plastico de 10 mm. Después de 45 minutos, la muestra se coloco en
una cubeta de 2 mm y se midié la absorbancia a 520 nm. La lectura fue corregida

multiplicando por 5.
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3.4 Analisis estadistico

El estudio consistié en 5 ensayos independientes entre si. Cada ensayo se realizo con
una distribucion de los tratamientos en un disefio completamente al azar (DCA), con
tratamientos y 3 o0 4 fechas de medicion, ademas de 4 repeticiones para cada uno. Cada
unidad experimental consté de una botella de 300 mL. Para el andlisis de los datos
obtenidos, se realizd un analisis de varianza (ANOVA) multifactorial con un nivel de
confianza del 95%, utilizando como variable independiente la concentracion en mg/L
(para los ensayos de Metil-celulosa y Folin-Ciocalteu) y la absorbancia en UA 520 nm
(para los ensayos de color debido a antocianinas copigmentadas, antocianinas totales y
color debido a pigmentos poliméricos). Ademas, se utilizaron como factores los
tratamientos y fechas de medicién. Para analizar las comparaciones multiples se utilizo el
test de ‘Tukey’, mediante el paquete de R ‘multcomp’ (Hothorn et al., 2016), con un nivel
de confianza del 95% (P<0,05). Todos los modelos estadisticos fueron analizados con el

software libre R, version 3.6.2 (R Development Core Team, 2019).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Polifenoles totales (Determinados por el método de Folin-Ciocalteu)
En los resultados expuestos en la figura 1 se puede observar las concentraciones de

polifenoles totales obtenidas a partir del método de “Folin-Ciocalteu”, en cuatro tiempos

de medicidn post-tratamiento.
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Figura 1. Concentracion de polifenoles totales de los tratamientos TO, T1, T2y T3, en
cuatro tiempos de medicion correspondientes al dia 1, 15, 35y 70 después de efectuados

los tratamientos.

Las concentraciones resultantes para los tratamientos TO y T2 mantuvieron valores
similares a lo largo de las distintas mediciones, iniciando el dia 1 con concentraciones de
1409 y 1394 mg/L de equivalentes de &cido galico respectivamente. Posteriormente, los
valores se conservaron con bajas variaciones entre ellos, mostrando aumentos al dia 35y

70, los que llegaron a valores cercanos a 1600 mg/L. En el caso de los tratamientos T1y
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T3, estos comenzaron con concentraciones de 1634 mg/L y 1766 mg/L respectivamente,
las que aumentaron con ciertas variaciones, llegando al dia 70 con 1766 mg/L y 1985
mg/L de equivalentes de acido galico respectivamente. El analisis estadistico de estos
resultados revel6 un valor p de 0,042, él que indicO diferencias estadisticamente
significativas en la concentracion de compuestos fendlicos totales entre los tratamientos
para cada fecha de medicidn, asi como diferencias significativas entre los distintos dias de

medicion para cada uno de los tratamientos (Anexo 6.1).

Cabe mencionar que los tratamientos T1 y T3 alcanzaron valores de concentracion
fendlica més altos que TO y T2 debido a la aplicacion de taninos enoldgicos, los cuales
influyen directamente en la concentracion de polifenoles totales (Mercurio et al., 2010).
Sin embargo, el tratamiento T3, que combind los pulsos de ultrasonido con la adicion de
taninos enoldgicos, fue el que presentd una mayor concentracion final de fenoles totales.
Lo anterior es explicado por los autores Aadil et al., (2013) y Masuzawa et al., (2000),
indicando que esto podria deberse a la adicion del grupo hidroxilo producido por el
ultrasonido al anillo aromatico de los compuestos fendlicos, provocando de esta forma un
valor mayor en la absorbancia. Respecto a los tratamientos TO y T2, estos se comportaron
de forma equivalente durante las cuatro mediciones, por lo cual se concluyé que la
aplicacion de ultrasonido por si sola no provocd cambios estadisticamente significativos.

Por lo tanto, la observacion del aumento del contenido de compuestos fenélicos cuando
se combinan taninos enoldgicos y ultrasonido debera ser confirmada en una futura

investigacion.
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4.2. Taninos totales (Determinados por el método de metil-celulosa).

Para realizar las determinaciones de taninos totales, las muestras de vino de cada
tratamiento fueron al método basado en la precipitacion de este tipo de sustancias a partir
de su reaccion con metil-celulosa. La figura 2 muestra las concentraciones obtenidas de

los cuatro tratamientos, y en tres diferentes oportunidades de medicion.

40
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Figura 2. Contenido de taninos totales de los tratamientos TO, T1, T2 y T3, medidos
en tres tiempos distintos (dia 1, 35y 70) posterior a la aplicacion del tratamiento (TO, T1,
T2, y T3 respectivamente).

Las mediciones correspondientes a TO mostraron una concentracion de 19,7 mg/L de
taninos totales al dia 1, las que luego aumentaron en 4,65 mg/L al dia 35, para finalmente
alcanzar la menor concentracién de los cuatro tratamientos con un total de 17,9 mg/L al
dia 70. Los valores iniciales y finales correspondientes al tratamiento T2 mantuvieron
similares concentraciones en un rango desde 20,5 mg/L hasta 19,6 mg/L, las que sin

embargo presentaron una importante variacion al dia 35. Al observar la figura 2 podemos
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verificar que los tratamientos T1 y T3 presentaron una disminucién en la concentracion
de taninos. Por un lado, T1 disminuy6 su concentracion desde 38,4 mg/L a 30,24 mg/L,
mientras T3 redujo su concentracion desde 36,6 mg/L hasta 25,2 mg/L, siendo la
combinacion de pulsos de ultrasonido y taninos enologicos el tratamiento con mayor

incidencia en la reduccion de la concentracién de taninos.

El analisis estadistico demostré diferencias significativas solo para la concentracion
entre los tratamientos y la concentracion entre los dias, pero no hubo diferencias
significativas en la concentracién con la interaccion de ambos (ANEXO 6.7). Segun los
resultados reportados por Puértolas et al., (2010) se podrian observar disminuciones en la
concentracion de los taninos totales durante el almacenamiento en botella. La disminucion
de taninos fue alcanzada iniciando el mes nimero cuatro de almacenamiento en botella.
Por lo que una mayor duracién del estudio podria originar cambios significativos en los
resultados. Alternativamente se ha descrito que los tratamientos con ultrasonido podrian
contribuir a la despolimerizacién de taninos (Osete-Alcaraz et al., 2019). Todo lo anterior,

tendra que ser corroborado en una futura investigacion.
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4.3. Color por el método de “Copigmentacion”.

4.3.1. Antocianinas totales.

Resultados de absorbancias medidas a través del método de la Copigmentacion en el
cual fueron analizadas las antocianinas totales (Figura 3), el color debido a antocianinas
copigmentadas (Figura 4) y el color debido a pigmentos poliméricos (Figura 5). Todas las
absorbancias fueron medidas en tres oportunidades (dia 1, 15 y 35) y constaban de cuatro
tratamientos (TO, T1, T2y T3).

Promedio de abscrbancia (LA 520 nmy}

Dias

Figura 3. Resultado de absorbancias correspondiente a las antocianinas totales de
cuatro tratamientos (TO, T1, T2 y T3) efectuados durante tres tiempos de medicién

diferentes (dias 1, 15y 35) una vez aplicados los tratamientos.

Para el caso de las antocianinas totales, los resultados de los andlisis de varianza

practicados indican diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos y
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entre los distintos dias de medicion y en la interaccion de ambos (ANEXO 6.8). En la
figura 3 se observa un aumento de la absorbancia en el dltimo tiempo de medicién. TO por
un lado inici6 con una absorbancia de 3,4 para luego en la medicion final aumentar a un
valor de 4,4. Por su parte, T2 fue el tratamiento con la mayor absorbancia (5,2), medida
el dia 35 con un aumento desde el dia 15 en 3,1. Por otro lado, los tratamientos T1y T3
revelaron resultados similares disminuyendo del dia 1 al dia 15 para luego aumentar su
absorbancia hasta 3,7 T1 y 4,05 T3, el dia final de medicion. Este aumento en los
contenidos de antocianinas mostradas por la aplicacion del ultrasonido en T2, fueron
similares a los resultados reportados por Masuzawa et al., (2000), donde sometieron al
vino a 10 dias de la aplicacion de ultrasonido resultando en una mayor cantidad de
antocianinas. Por otro lado, la aplicacion de taninos y el uso combinado con ultrasonido

no provoco cambios en la absorbancia del contenido de antocianinas totales.
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4.3.2. Color debido a antocianinas copigmentadas.
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Figura 4. Absorbancias obtenidas para color debido a antocianinas copigmentadas
medidas a través del método de la Copigmentacion correspondiente a los tratamientos TO,
T1, T2 y T3 medidos en tres tiempos distintos (dias 1, 15y 35).

Los resultados para el caso del color debido a antocianinas copigmentadas muestran
diferencias significativas demostrando una predisposicién a aumentar al dia 15 y luego
disminuir en el dia 35 de medicion destacando los tratamientos T2 y T3 con la mayor baja,
desde 6,3 a 3,3 en el caso de T2 y desde 5,1 a 3,2 en T3 siendo valores mas bajos que los
iniciales (dia 1). En el caso de los tratamientos TO y T1, estos aumentaron en la medicion
del dia 15 sin embargo en la medicion del dia 35 estos obtuvieron valores similares a los
iniciales. Por lo cual, se infiere que la aplicacion de taninos no provocd cambios
significativos. Por otro lado, T2 fue nuevamente el tratamiento con una mayor caida en la
absorbancia demostrando que la aplicacion de taninos por si sola provoca cambios

significativos. Estos resultados se asemejan a lo reportado por Heras-Roger et al., (2014)
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quienes demuestran que el envejecimiento natural induce una disminucion en el color

debido a antocianinas copigmentadas.

4.3.3. Color debido a pigmentos poliméricos.
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Figura 5. Absorbancias conseguidas para la medicion del color debido a pigmentos
poliméricos de cuatro tratamientos TO, T1, T2 y T3 medidos en tres tiempos distintos (dias
1, dia 15y dia 35).

El color debido a pigmentos poliméricos obtuvo resultados con diferencias
estadisticamente significativas. El tratamiento T3 (taninos + ultrasonido) posee los valores
mas altos desde el dia 1 (2,11) al dia 35 (2,19), mientras que el tratamiento T1 (s6lo con
adicion de tanino) presentd una absorbancia de 1,88 al dia 1, 1,97 al dia 15, y finalmente
una absorbancia de 1,98 al dia 35, que no consigue alcanzar los valores vistos en T3. Por
otro lado, los tratamientos TO y T2 mantuvieron la tendencia de aumentar con valores
similares desde 1,74 a 1,94 aproximadamente, sin embargo, estos valores fueron inferiores

a los tratamientos con la aplicacién de taninos y ain mas por debajo al tratamiento con el
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uso combinado de ultrasonido y tanino. En consecuencia, los aumentos en las
absorbancias conseguidas en TO, T1, T2 y T3 se acercan a los obtenidos por Heras-Roger
et al., (2014) el cual reporta un aumento del color debido a pigmentos poliméricos. Cabe
mencionar que estos resultados poseian al menos 1 afio de envejecimiento natural,
mientras que los vinos tratados con ultrasonido y tanino solo han sido almacenados por
35 dias, por lo que una mayor conservacion en botella de los tratamientos podria provocar

mayores cambios en el color debido a pigmentos polimeéricos.
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5. CONCLUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio, la aplicacion de ultrasonido y
taninos enologicos en un vino de la variedad Cabernet Sauvignon generé cambios
significativos en la composicién fendlica de los vinos, los que incluyeron cambios
estadisticamente significativos en la concentracion de polifenoles totales y color por el
método de la Copigmentacion, pero no se distinguieron cambios significativos en la
concentracion de taninos totales. Se observaron cambios promisorios sobre la
composicion de los vinos bajo las condiciones descritas, sin embargo, se necesitan méas

investigaciones con el fin de confirmar resultados obtenidos en nuestro estudio.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Cuadro de medias y desviaciones estandar de la concentracion polifenoles
totales.

TO T2 T2 T3
Conc. SD Conc. SD Conc. SD Conc. SD
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)

D1 1.409 13,3 1.634 58,1 1.394 69,77 1.766 44,3
D15 1.397 15,2 1.753 31,9 1406 17,04 1.715 39,5
D35 1.564 31,5 1.892 20,3 1528 10,21  1.903 10,7
D70 1.620 35,3 1846 1674 1623 48,43  1.985 38,3

Anexo 2. Cuadro de medias de concentracion y desviaciones de la concentracion de
taninos totales.

TO T2 T2 T3
Conc. SD Conc. SD Conc. SD Conc. SD
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)

D1 19,74 2,69 38,39 4,3 20,55 3,51 36,61 3,12
D35 24,39 2,01 29,80 3,58 17,80 2,53 28,95 8,68
D70 17,91 8,63 30,24 5,38 19,60 3,74 25,25 12,1

Anexo 3. Cuadro de medias de absorbancias y desviaciones estandar de antocianinas

totales.

TO T2 T2 T3
Absorb. SD Absorb. SD Absorb. SD Absorb. SD
D1 3,409 0,13 3,288 0,12 3,368 0,11 3,545 0,07
D15 3,258 0,41 2,256 0,74 2,027 0,52 2,475 0,53
D35 4,427 0,48 3,720 0,06 5,220 1,19 4,054 0,08
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Anexo 4. Cuadro de medias de absorbancias y desviaciones estandar del color debido

a antocianinas copigmentadas.

TO T2 T2 T3
Absorb. SD Absorb. SD Absorb. SD Absorb. SD
D1 3,275 0,06 3,728 0,07 3,843 0,22 4,273 0,05
D15 3,788 0,62 5,095 0,72 6,350 0,42 5,125 0,21
D35 3,593 0,82 3,955 0,75 3,305 0,39 3,218 0,15

Anexo 5. Cuadro de medias de absorbancias y desviaciones estandar del color debido

a antocianinas copigmentadas.

TO T2 T2 T3
Absorb. SD Absorb. SD Absorb. SD Absorb. SD
Dia 1l 1,737 0,03 1,883 0,05 1,743 0,03 2,110 0,08
Dial5 1,912 0,05 1,979 0,008 1,903 0,017 2,101 0,080
Dia35 1,943 0,03 1,981 0,01 1,911 0,012 2,197 0,061

Anexo 6. Tabla ANOVA sobre la medicion de concentracion de polifenoles totales.

Sum SQ Df F valor Pr(F)
Dias 573793 3 63,5093 faleiad
Tratamiento 16612290 3 183,8771 Fkk
Dias: Tratamientos 58334 9 2,1522 0,04276*
Residuos 144557 48

Anexo 7. Tabla ANOVA respecto de la concentracion de taninos totales.

Sum SQ Df F valor Pr(F)
Dias 255,43 2 3,7299 0,03372 *
Tratamiento 1648,22 3 16,0454 falalad
Dias: Tratamientos 305,51 6 1,4871 0,21038
Residuos 1232,67 36
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Anexo 8. Tabla ANOVA de absorbancias de antocianinas totales.

Sum SQ Df F valor Pr(F)
Dias 27,4175 2 54,7882 Fkk
Tratamiento 2,4664 3 3,2858 0,031642 *
Dias: Tratamientos 6,0979 6 4,0618 0,003284
Residuos 9,0077 36

Anexo 9. Tabla ANOVA de absorbancias respecto del color debido a antocianinas

copigmentadas.

Sum SQ Df F valor Pr(F)
Dias 22,6958 2 51,6300 ok
Tratamiento 5,9167 3 8,9731 ok ok
Dias: Tratamientos 10,5705 6 8,0155 okok
Residuos 7,9126 36

Anexo 10. Tabla ANOVA de absorbancias sobre el color debido a pigmentos

poliméricos
Sum SQ Df F valor Pr(F)
Dias 0,17013 2 35,4314 kel
Tratamiento 0,61789 3 85,7865 Fhk
Dias: Tratamientos 0,04875 6 3,3845 0,00947 **
Residuos 0,086443 36
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