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Resumen

En esta investigacion se evalud el efecto de la aplicacion de pulsos de ultrasonido
sobre la composicion fendlica (fenoles totales, taninos condensados y taninos
hidrolizables) de un vino tinto Carmenere en contacto con trozos de madera de
roble. El ultrasonido se aplic6 mediante el equipo VCX-750 con una sonda sélida
de 19 mm parcialmente inmersa en el liquido, y operando a una frecuencia de 20
kHz, con amplitudes variables de 40% y 80%, y dos tiempos de exposicion, de
10y 20 min. El tratamiento con madera consistio en la adicion de 100 g de cubos
de madera de roble americano tostado medio (10 x 10 x 20 mm, Toneleria
nacional, ambrosia flavour boost). El contenido de fenoles del vino se evalud
luego de 7 dias de transcurridos los tratamientos. Los resultados del estudio no
mostraron diferencias significativas en la concentracion de fenoles totales, ni en
la concentracion de taninos condensados. Sin embargo, se demostré que la
aplicacion de ultrasonido sobre vinos tratados con madera de roble aumento
significativamente la concentracion de taninos hidrolizables, siendo el tratamiento
de 80% de amplitud de onda, aplicado por 20 min, el que alcanz6 la mayor
concentracion de dichas sustancias (172,2 mg EAE/L en contraste con los 111,5
mg EAE/L obtenidos en el tratamiento control). La aplicacion de ultrasonido
parece ser una alternativa valida para aumentar la extraccion taninos
hidrolizables desde la madera; sin embargo, debieran desarrollarse nuevos
experimentos que permitan entender la dindmica de los cambios quimicos que

se generan debido a la aplicacién de ultrasonido al vino.



Abstract

This research evaluated the effects of ultrasound pulses on the phenolic
composition (total phenols, condensed tannins and hydrolysable tannins) of a
Carmenere red wine in contact with pieces of oak wood. Ultrasound was applied
using a VCX-750 equipment with a 19 mm solid probe partially immerse in the
wine, and operating at a frequency of 20 kHz, with variable amplitudes of 40%
and 80%, and two exposure times, 10 and 20 minutes. The wood treatment
consisted on the addition of 100 g of medium tan oak wood cubes (10 x 10 x 20
mm, Toneleria nacional, ambrosia flavour boost). The content of phenolics was
evaluated seven days after the treatments .The results of the study did not show
significant differences in the concentration of total phenols, nor in the
concentration of condensed tannins. However, it was shown that the use of
ultrasound over wines treated with oak wood significantly increased the extraction
of hydrolysable tannins. The treatment reaching the highest concentration of
hydrolysable tannins was the one with 80% wave amplitude, applied for 20
minutes (172.2 mg EAE / L in contrast to the 111.5 mg EAE / L obtained in the
control wine). The application of ultrasound seems to be a valid alternative to
increase the extraction of hydrolysable tannins from wood; however, new
experiments should be developed to understand the dynamics of chemical

changes that are generated due to the application of ultrasound to wine.
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1.Introduccién

Chile es uno de los paises productores de vino mas relevantes en el mundo. De
acuerdo a cifras de la Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino, OIV,
nuestro pais ocupa el sexto lugar de los principales productores, con una
produccion total de 12,9 millones de hL de vino (International Organisation of Vine
and Wine, 2019).

Segun el catastro vitivinicola nacional, realizado por el Servicio Agricola y
Ganadero, SAG, la superficie plantada con vides viniferas en Chile alcanz¢ las
137.191,12 ha en 2018, con un incremento del 0,9% con relacion al afio anterior
(SAG, 2018). Respecto a la produccion de vinos, el ultimo informe ejecutivo del
SAG indica que en el 2019 la cantidad producida alcanzé a 11,9 millones de hL.,
cifra inferior en un 7,4% respecto a la del afio 2018. En cuanto a las variedades
mas producidas: Cabernet sauvignon, Sauvignon blanc, Merlot, Chardonnay,
Carmeneére y Syrah son las principales (SAG, 2019). Por su parte, en la region
del Maule se produjeron 5,4 millones de hL, y esta sigue siendo la region

vitivinicola con el mayor aporte a la produccion total de vinos del pais.

En términos de exportaciones, Chile comercializa alrededor del 70% de su
produccion en el extranjero, lo que la convierte en la industria mas globalizada a
nivel mundial; no obstante, y a pesar de sus bajos precios de venta, el pais tiene
una gran cantidad de competidores en los distintos mercados de destino, por lo
gue uno de sus grandes desafios es posicionarse como un pais productor de
vinos premium, lograr subir sus precios y mejorar su sostenibilidad de largo plazo
(Felzensztein, 2014).

Adicionalmente, para sostener el volumen de vinos exportados en las categorias

de precios de entrada o intermedios, se debe ofrecer productos de la mejor



calidad posible, prestando especial atencién a sus propiedades enoldgicas,
microbiolégicas, y antioxidantes, las cuales dependen de las particularidades de

la uva, las practicas de vinificacion y crianza empleadas para su produccion.

En cuanto a las préacticas de elaboracion que producen un efecto determinante
sobre la calidad de los vinos, se destaca el uso de barricas de roble. El
envejecimiento del vino en este tipo de depdsito es el método mas utilizado en el
mundo para desarrollar el proceso de crianza; sin embargo, este presenta
algunas desventajas como los largos periodos de guarda, altos costos, y la

sostenibilidad del proceso, debido al uso de madera, entre otros.

Alternativamente, en las Ultimas décadas se han reportado nuevas técnicas de
envejecimiento de vinos, entre las que destacan el uso de fragmentos de madera,
técnicas de microoxigenacion, y la aplicacion de algunos métodos fisicos para la

obtencion de compuestos fendlicos (Tao et al., 2014).

Algunas de estas tecnologias para favorecer la extraccion de compuestos
fendlicos desde materiales solidos, son: maceracion, extraccion asistida por
microondas o ultrasonido, y la utilizacion de alta presion, entre otras. Dentro de
estas, el ultrasonido se destaca debido a su alta eficiencia de extraccion, facil
manejo, bajo costo y contaminacion ambiental (Tao et al., 2014). Algunos autores
sugieren que durante el uso del ultrasonido, se debiera optimizar ciertas variables
criticas, como la temperatura y tiempo de exposicion, de forma de reducir la
potencial de degradacion de los compuestos fendlicos de interés (Zhang et al.,
2015).

En el presente estudio se evalud el efecto de tratamientos de ultrasonido sobre
la composicién de compuestos fendlicos en vino Carmenére, en contacto con
fragmentos de madera de roble, utilizando distintas amplitudes de onda y tiempos

de exposicion del vino al ultrasonido.



1.1 Hipotesis

La aplicacién de pulsos de ultrasonido en vino Carmenére, en contacto con
fragmentos de madera de roble, facilita la extraccion de taninos hidrolizables

desde la madera al vino.

1.2 Objetivo general

- Evaluar el efecto de dos amplitudes de onda (40% y 80%) y tiempos de
exposicion a pulsos de ultrasonido (10 y 20 min) sobre la composicion de
compuestos fendlicos en vino Carmenére en contacto con fragmentos de

madera de roble.
1.3 Objetivos especificos
- Cuantificar el contenido de fenoles totales, taninos condensados e

hidrolizables en vino Carmenere tratado con fragmentos de madera de

roble y pulsos de ultrasonido.



2.REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Composicion quimica del vino

En el vino existe una gran cantidad de moléculas, cuyo conjunto determina sus
propiedades sensoriales y complejidad aromatica-gustativa. De hecho, se han
identificado alrededor de 4000 diferentes moléculas que podrian influir de manera
benéfica, perjudicial, o no influir en la calidad del producto. Parte de esta gran
cantidad de moléculas se explica por la diversidad de cepas y climas en los que
se cultivan las vides, los que influyen en el metabolismo de las plantas, y en la
composicion quimica de las uvas (Cuadros-Inostroza, 2010). El agua es el
constituyente mayoritario del vino, con alrededor de 75-90%. Esta variacion
también se explica por la cantidad de fenoles, acidos organicos, minerales, sales
y pectinas que conforman el extracto del vino. Con respecto al alcohol etilico, este
podria variar entre un 8 y un 13%, dependiendo de la concentracion inicial de

azucares de la fruta y el tipo de levaduras utilizados (Dominé et al., 2004).

En el caso de los metabolitos secundarios, la piel y las semillas de las uvas
aportan un gran numero de metabolitos, principalmente fendlicos, y cuya cantidad
es mayor en vinos tintos, los que, a diferencia de los blancos, se vinifican en
contacto con las partes solidas de las bayas. Los compuestos fendlicos
contribuyen al color, al sabor del vino y la capacidad de envejecimiento de este.
Por otro lado, los compuestos volatiles derivados de moléculas de la pulpa y en
algunos casos de las pieles, contribuyen principalmente al aroma de los vinos
(Lund & Bohlmann, 2006).



2.2 Compuestos fenolicos

Desde una perspectiva quimica, los compuestos fendlicos se caracterizan por
contener un nucleo bencénico, que lleva uno o varios grupos hidroxilos
acoplados, y que en muchos casos estd substituida por una cadena lateral
funcional (Pefia-Neira, 2006).

Dentro de los compuestos fendlicos solubles se observan dos grupos de
moléculas: los flavonoides y los no-flavonoides. Los fenoles de tipo no-
flavonoides presentan so6lo un anillo de seis carbonos, y algunos de los mas
importantes corresponden a los &cidos fendlicos (benzoico y cinamico). Ademas,
dentro de este grupo, se incluyen otros derivados fendlicos como los estilbenos,
los cuales se consideran importantes por sus propiedades antioxidantes
(Waterhouse, 2002a).

Respecto a los &cidos benzoicos presentes en la uva, encontramos
principalmente el &cido galico y el acido elagico, los que también pueden formar
parte de los taninos hidrolizables, los cuales proceden mayoritariamente del
contacto del vino con madera roble (Quercus sp.)(Obreque-Slier et al., 2009).

En cuanto a los compuestos fendlicos flavonoides, estos se caracterizan por estar
conformados por dos anillos de seis carbonos unidos por un heterociclo central
de tres carbonos (C6-C3-C6). Dentro de este grupo encontramos a los flavonoles,
flavonas, antocianos y flavanoles. Estos dos ultimos son responsables del color
en vinos tintos y rosados, asi como también del amargor y astringencia tanto en
sus formas libres como polimerizadas, contribuyendo a la percepcién en boca del
vino. Durante la vinificacion de vinos tintos, aproximadamente la mitad de estas
sustancias se obtienen por maceracion del jugo en contacto con las pieles y

semillas de las bayas (Waterhouse, 2002a).



2.3 Crianza del vino

Tradicionalmente, la guarda del vino y algunos destilados se ha llevado a cabo
en barriles de roble, fundamentalmente debido a los beneficios sensoriales que
dicho material proporcionaria al vino. Entre ellos, los efectos mas comunes que
se observan son aumento de la estabilidad colorante, la clarificacion espontanea
y un incremento en la complejidad aromatica. Esta Ultima debido a una extraccion
de ciertos compuestos desde la madera durante la guarda del vino, tales como
whiskylactona, Vainillina, Guayacol, Eugenol y otros compuestos que aportan a
la complejidad sensorial del vino (Mosedale & Puech, 1998), junto con las
reacciones quimicas que ocurren una vez que entra oxigeno a la barrica a través

de los poros de las duelas (Gomez et al., 2012).

2.4 Aportes de la madera

La madera de roble estd compuesta principalmente por tres polimeros insolubles:
celulosa, hemicelulosa y lignina. Adicionalmente podemos encontrar otros
compuestos como acidos volatiles y no volatiles, azucares, terpenos, fenoles
volatiles y lactonas, los cuales pueden ser extraidos en el vino debido a su
naturaleza hidroalcohdlica (Nykanen, 1983). El factor mas determinante en la
composicion quimica de la madera es el origen geografico y los tratamientos a
los que esta es sometida, tales como el tostado (Towey, 1996). Entre los
compuestos de la madera de roble, las whisky lactonas (cis y trans oak lactonas)
son las que tienen el impacto sensorial mas importante (Masson et al., 1996).
Estas se generan a partir de la oxidacion lipidica de la madera, y su concentracion
aumenta una vez que la madera es sometida a procesos de tostado (Weeks &
Sefton, 1999).

Desde un punto de vista econdmico, el origen de la madera es un factor

determinante en el precio de las barricas, debido fundamentalmente a la manera



en la que se trabajan. Una barrica de roble francés puede costar el doble que una
americana, fundamentalmente debido a las grandes pérdidas de madera
resultantes del hendido del roble francés, debido a su estructura irregular y mayor
nivel de porosidad (Waterhouse & Towey, 1994).

Debido a su alto costo, nuevas técnicas de vinificacion han sido acogidas por
muchas bodegas para limitar el uso de barricas de roble. Entre ellas el uso de
fragmentos de madera (ej. chips) los cuales tienen la ventaja de exponer
completamente su superficie al vino, cuestién que no ocurre con las barricas que
sélo tienen aproximadamente el 40% de su superficie expuesta al vino (Stutz,
1999).

2.5 Chips como alternativa al uso de barricas

La mayoria de los estudios concluyen que el uso de fragmentos de madera puede
mejorar la extraccion de compuestos volatiles y acelerar el proceso de
envejecimiento del vino. Por un lado, el tamafio pequefio de estos fragmentos
permite la completa adsorcion del vino mientras que en la barrica esto ocurre sélo
en los primeros milimetros de la cara interior de la misma, lo cual limitaria la

difusiéon de compuestos de la madera hacia el vino (Stutz, 1999).

No obstante, el uso de chips no puede reemplazar del todo al envejecimiento en
barricas, especialmente en guardas prolongadas (Tao et al., 2014). Esto debido
a que después de tres meses de contacto la sesidn de compuestos volatiles hacia
el vino se vuelve constante e incluso comienza a decrecer. Esto no sucede asi
con las barricas donde usualmente, la extraccion de compuestos fendlicos se
mantiene por algunos afios (Bautista-Ortin et al., 2008). Adicionalmente, la
guarda del vino en barricas contribuye a la concentracién del vino, por efecto de
la evaporacion parcial de etanol y parte del agua que contiene, asi como a una
serie de reacciones de oxidacion y estabilidad del color derivadas del ingreso de

pequefas cantidades de oxigeno al vino.



2.6 Ultrasonido

La importancia biolégica de los polifenoles ha dado lugar a un gran nimero de
estudios enfocados a su extraccion. Estas tecnologias se han desarrollado con
el objetivo de ofrecer altos rendimientos en el proceso, reduciendo tiempos,
costos, pero esencialmente que sean amigables con el medio ambiente (Soria &
Villamiel 2010; Vieira et al. 2013). Algunos de los anteriores son: tratamientos de
maceracion, extraccion asistida por microondas, extraccion asistida por

ultrasonido, y extraccién de alta presion, entre otras.

Respecto al vino, el uso de ondas de ultrasonido podria promover e incluso
aumentar el contenido de compuestos fendlicos, teniendo como resultado una
mejora en su maduracion (Masuzawa et al., 2000). No obstante, a pesar de
ciertos resultados positivos, también se han reportado algunos efectos
indeseados como la degradacion de compuestos fendlicos y disminucion del pH
(Zhang et al., 2015), por lo cual aun no esta del todo claro la forma en la que

debiese usarse esta tecnologia para obtener resultados 6ptimos.

2.7 Mecanismo de accion del ultrasonido

Los efectos del ultrasonido sobre un sistema liquido se deben principalmente al
fendmeno de cavitacion. La cavitacion acustica se define como un fendmeno que
genera microburbujas (cavidades) en un liquido durante la rarefaccion, o presion
negativa (Karimi et al., 2014). Esta ultima es producida por la concentracién de
energia difusa de sonido. Cuando se genera presion negativa lo suficientemente
grande, el aumento de la distancia entre las moléculas resulta en huecos o
cavidades y por consiguiente se forman burbujas de cavitacién. A medida que
aumenta la energia o presion negativa, las burbujas crecen hasta alcanzar un
tamanfo critico, luego del cual colapsan e implosionan, dando como resultado una
rapida liberacion de energia almacenada, donde se generan temperaturas de

3700 °C y una presion de 1000 atm ( temperatura y presion, depende del fluido,



frecuencia utilizada, amplitud de onda, entre otros factores). Este colapso puede
ser transitorio o estable dependiendo de la frecuencia y del medio (liquido) sobre
el cual se est4 trabajando. A frecuencias bajas (20-100 KHz), la naturaleza de la
cavitacion es transitoria y el colapso de las burbujas suele ser violento (Jayant &
Ram, 2005). Al contrario, al trabajar a altas frecuencias (> 200 kHz) la cavitacion
suele ser mas estable y las burbujas son capaces de mantener un tamafo
adecuado para soportar cientos de ciclos de altas y bajas presiones antes de
alcanzar un tamafo que las haga implosionar (Mason et al., 2005).

Respecto a la relacién entre el ultrasonido y la madera algunos autores como
(Karimi et al., 2014) sostienen que los efectos fisicos de la aplicacion de
ultrasonido, en comparacion con los quimicos, pueden ser mucho mas violentos
en sistemas heterogéneos que involucran sistemas solido-liquidos como el caso
de la hidrélisis de materiales ligno-celulosicos (madera). La irradiacion con
ultrasonido es capaz de fracturar las paredes celulares y desgarrar la pared
secundaria, incrementando el paso de celulosa a fibras de celulosa (Yu et al.,
2009). Esto, debido al colapso generado por la cavitacion del liquido circundante

en las paredes de la madera.

2.8 Tiempo de aplicacion del ultrasonido

Respecto al tiempo de aplicacion del ultrasonido, algunos autores
experimentaron con intervalos de tiempo que van desde los 10 hasta los 150 min,
obteniendo los mejores resultados con un tiempo mayor de exposicion (Tao et
al., 2014). Sin embargo, es importante mencionar que los factores mas
influyentes sobre la migracion de compuestos fendlicos desde los chips al vino
son la densidad de la energia acustica y la temperatura, siendo esta ultima la que
mas influiria. Otro estudio sobre aratici (Annona crassiflora mart.), un tipo de
fruta popular en Brasil, concluyé que una breve aplicacion (< 5 min), a una alta
potencia de ultrasonido (> 100 kHz), era lo mas efectivo en la recuperaciéon de

fenoles desde la piel del araticu, siendo algunos de los compuestos recuperados



epicatequina, rutina, acido clorogénico, catequina y acido ferulico (Arruda et al.,
2019).

La informacién actual no es concluyente, para algunas matrices de alimentos
como el jugo de mora, la exposicion al ultrasonido puede disminuir
significativamente el contenido de antocianinas (Engmann et al., 2015). Otros
autores han reportado que una aplicacion de ultrasonido de entre 10 y 30 min a
temperaturas promedio de 40-43 °C pueden mejorar la disponibilidad de la
mayoria de los compuestos bio-activos en jugo de naranja en comparacion con

grupos de control sin aplicacion de ultrasonido (Guerrou;j et al., 2016).
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3. MATERIALES Y METODOS

Este estudio se llevd a cabo en el laboratorio de quimica del vino de la
Universidad de Talca, durante el afio 2020.

3.1 Vino

La vinificacion se realiz6 con uvas de la variedad Carmenére, obtenidas desde la
Vifla Santa Carolina S.A. proveniente de su predio ubicado en la comuna de
Rengo. El proceso se realizd segun los protocolos de la (OIV). Se produjeron 56
litros de vino, el cual fue almacenado en botellas de vidrio de 300 mL , en una
camara de frio a una temperatura de 0 °C.

3.2 Maderas

La madera utilizada en este ensayo proviene de Toneleria Nacional (Santiago,
Chile), y corresponde al producto ambrosia flavour boost, roble americano con
tostado medio (Quercus Alba L.). Dicha madera se adicioné al vino en la forma
de cubos de aproximadamente 10 x 10 x 20 mm cada uno de acuerdo con lo

indicado en la seccion 3.4.

3.3 Equipo de ultrasonido

Se utilizé el equipo de ultrasonido de la marca SONICS (Washington, USA),
modelo VCX-750, el cual posee una potencia de 750 watt y una frecuencia fija de
20 kHz. La sonda utilizada fue de 19mm sodlida, especial para solventes

organicos(marca SONICS, modelo 306b, para volumenes de entre 50-500 mL).
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3.4 Espectrofotometro

Las determinaciones espectrofotométricas se llevaron a cabo en un lector de
placas UV-vis Epoch de la marca BIOTEK (Winooski, USA). Este equipo permite
analizar absorbancias de entre 200 a 900 nm, y en este experimento se utilizaron
placas de 96 pozos (marca AGILENT de polipropileno).

3.5 Disefio experimental y metodologia.

Se utilizaron 28 muestras de 250 mL de vino Carmenere, a 24 de las cuales se
le adicioné 100 g de fragmentos de madera, de acuerdo disefio experimental

indicado en la Figura 1.

Debido a que los tratamientos de ultrasonido producen un aumento de
temperatura de las muestras tratadas, se decidi6 incluir tratamientos adicionales
donde se realizé una simulacion del calor generado por el ultrasonido a 40% y
80% de amplitud. Esto, de forma de evaluar tanto el efecto de la temperatura
alcanzada luego de la aplicacion de ultrasonido, separado del efecto del aumento
de temperatura sin el tratamiento por ultrasonido (Figura 1). La fuente de calor
utilizada correspondio a un bafo termo-regulado ( modelo hh-s8 , marca JINTAN
MEDICAL INSTRUMENT FACTORY, Jiangsu, China). Para definir las
temperaturas alcanzadas por los tratamientos de ultrasonido y disefar los
tratamientos de simulacion térmica, se realizaron una serie de experimentos
preliminares donde se determiné que la temperatura a regular correspondié a una
temperatura inicial de 12 °C para llegar hasta 24 °C, en el caso de a simulacién
del ultrasonido a 40% amplitud de onda y de 12 °C hasta 30 °C para simular el
tratamiento de ultrasonido a 80% de amplitud de onda. Adicionalmente, se utilizé

como testigo el vino Carmenere sin ningan tratamiento.

Todos los tratamientos anteriormente descritos se realizaron por cuadruplicado y

bajo las mismas condiciones ambientales (19 °C y 98% de humedad relativa).
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Fig 1. Disefio experimental
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3.6 Medicion de fenoles totales

250 mL de
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250 mLde
vino

250 mL de
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x4 repeticiones

Este andlisis se llevo a cabo a través del método de Folin-Ciocalteu adaptado

para volumenes pequeiios. EI método permite analizar el contenido de fenoles

totales en vino y otras soluciones similares, basado en la reduccién quimica del

reactivo del mismo nombre (una mezcla de 6xidos de tungsteno y molibdeno) por

contacto con los fenoles del vino. El producto de la reaccion de oxido reduccién

de los metales tiene un color azul, y la intensidad de este color es proporcional a

la concentracion de fenoles de la muestra (Waterhouse, 2002b).

El procedimiento utilizado se resume a continuacion:

- Se diluyeron 100 pl de vino con 900 uL de agua destilada en un tubo de
1,5mL

- Luego en un tubo de 2 mL, se agregaron 20 pL de vino diluido.

Adicionalmente, se agregaron 1,58 mL de agua destilada. Se agregaron

100 pL de reactivo de Folin, se agité y esperd 5 min.
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- Finalmente se agregaron 300 pL de carbonato de sodio. Se agitaron las

muestras y se dejaron en el horno a 40 °C por 30 minutos

Pasados 30 min se sacaron las muestras de la estufa, se tomaron 300 pL y se
ley6 la absorbancia a 765 nm en una placa de 96 pocillos. Se interpolaron las
absorbancias en la curva de calibracion de &cido gélico y se multiplicaron por un

factor de dilucion de 10.

3.6.1 Curva de calibracion acido gélico
Se prepar6 una solucién madre de acido gélico de concentracion 5000 mg/L en

etanol al 10% en agua. Se utiliz6 acido galico MERCK de 98% de pureza.

A partir de la solucién madre se prepararon diluciones de acido galico en el rango
de 0 a 250 mg/L (0, 50, 100, 150, 250 mg/L) en agua. Posteriormente en un tubo
de 2 mL, se agregaron 20 pyL de cada dilucion. Adicionalmente, se agregaron
1,58 mL de agua destilada. Se agregaron 100 pL de reactivo de Folin, se agitd y
esperdé 5 min. Finalmente se agregaron 300 pL de carbonato de sodio. Se

agitaron las muestras y se dejaron en el horno a 40 °C por 30 minutos

Se midié la absorbancia a 765 nm utilizando como blanco el punto 0 mg/L de

acido galico.

3.7 Mediciéon de taninos condensados

Se cuantificaron los taninos condensados mediante el método de la precipitacion
de metil-celulosa (MCP) (Sarneckis et al., 2006). El método se basa en la
interaccién de taninos con el polimero metilcelulosa los que posteriormente

precipitan.

En resumen, se agregaron 25 uL de vino en cada tubo de 1,5 mL. Se prepararon

tres tubos correspondientes a las muestras y tres tubos correspondientes a los
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controles del método. Luego, se adicionaron 300 puL de polimero MCP a las

muestras. Se agitd y se dejo reposar por 3 min.

Posteriormente se agregaron 200 pL de sulfato de amonio a muestras y
controles. Se adicionaron 475 pL de agua a las muestras y 775 pL de agua a los
controles del método. Luego de 10 min, se centrifugaron todos los tubos a 10.000
rpm por 7 minutos. Finalmente se tomaron 300 L y se leyo la absorbancia a 280
nm en una placa uv de 96 pocillos.

A las absorbancias de los controles se le rest6 las absorbancias de las muestras.
Se interpolaron las absorbancias obtenidas en la curva de calibracion de
catequina (seccion 3.7.1) y se multiplicé por un factor de dilucion de 40.

3.7.1 Curva de calibracion parataninos condensados
Se prepard una solucion madre de catequina con una concentracion 1000 mg/L
en agua. Se utilizo hidrato de catequina SIGMA-ALDRICH de 98% de pureza.

A partir de la solucion stock se prepararon diluciones de catequina en el rango
de 10 a 200 mg/L (10, 25, 50, 100, 150, 200 mg/L) en agua. Se midio la

absorbancia a 280 nm utilizando como blanco agua destilada.

3.8 Medicion de taninos hidrolizables

Este analisis se llevd a cabo siguiendo la metodologia propuesta por Isaza y
colaboradores (2007) con algunas modificaciones. EI método se basa en la
determinacién del acido elagico liberado mediante la hidrolisis acida de los

taninos hidrolizables.

El procedimiento fue el siguiente:
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Se agreg6 1 mL de vino a un tubo de ensayo de 10 mL, luego se adicionaron 950
ul de metanol, se agité y se agregaron 1050 uL de &cido clorhidrico, HCI 12 N.
Posteriormente, se agitd nuevamente y se dejo reposar las muestras en el horno

a 90 °C por 150 min esperando la hidrolizacion.

Mientras tanto se prepararon tubos eppendorf de 2 mL con diluciones 1:5 de los
vinos sin hidrolizar, como control del método, tomando 800 pL de agua y 200 pL
de vino. Luego de los 150 min se preparan disoluciones 1.5 con el vino
hidrolizado. Finalmente se midié la absorbancia a 368 nm de las muestras de
vino hidrolizado junto con las muestras de vino sin hidrolizar, estas absorbancias
se restaron para luego ser interpoladas en la curva de calibracién de acido elagico
y se multiplicé por un factor de diluciéon de 5.

3.8.1 Curva de calibracion parataninos hidrolizables
Se preparo una solucion madre de acido elagico de concentracion 1000 mg/L en
DMSO. Se utilizé acido elagico SIGMA-ALDRICH de 95 % de pureza.

A partir de la solucion stock se prepararon diluciones de acido elagico en el rango
de 1 a 50 mg/L (1, 5, 10, 25, 50 mg/L) en la mezcla etanol al 12% en agua. Se

midié la absorbancia a 368 nm utilizando como blanco la mezcla de solventes.

3.9 Analisis estadistico

Los datos se analizaron en el software estadistico Statgraphics Centurion 18.

Inicialmente se compararon los siete tratamientos con ANDEVA de una via.
Posteriormente se realiz6 un analisis factorial, relacionando la amplitud de onda
de ultrasonido y el tiempo de exposicion. Se trabajo con un nivel de confianza del
95 por ciento y se realiz6 pruebas de comparaciones multiples de Tukey cuando

existieron diferencias estadisticamente significativas.
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4.RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Concentraciéon de Fenoles totales

De acuerdo con los resultados del ANDEVA, ninguno de los tratamientos
realizados produjo una diferencia significativa en la concentracién de fenoles

totales del vino (figura 2).

1600 a
1400

1200
1000
80
60
40
20
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7

Tratamientos

o O O o o

Concentracion de Fenoles totales
mg EAG/L

Figura 2. Contenido de fenoles totales en vino Carmenére tratado con pulsos de ultrasonido y madera

de roble, Donde: T1: Ultrasonido 40% amplitud de onda durante 10 min; T2: Ultrasonido 40% amplitud de
onda durante 20 min; T3: Ultrasonido 80% amplitud de onda durante 10 mi; T4: Ultrasonido 80% amplitud
de onda durante 20 min; T5: Simulacion calor producido por ultrasonido a 40% de amplitud de onda; T6:
Simulacion calor producido por ultrasonido a 80% de amplitud de onda; T7: Vino base. Letras minUsculas
distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre tratamientos de acuerdo con la prueba de
Tukey (p < 0,05). EAG, equivalente acido gélico.

En cuanto al analisis factorial realizado, el tiempo de exposicion de ultrasonido,
tiene un efecto significativo sobre la concentracién de fenoles totales (Cuadro
4.1)
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Cuadro 4.1 Anédlisis factorial de la concentracién de fenoles totales

Fuente Suma de Cuadrados Valor-p
EFECTOS PRINCIPALES

A: Ultrasonido (amplitud de onda) 4700,5 0,637 "™
B:Tiempo de exposicién (minutos) 107826 0,028*
INTERACCIONES

AB 117,2 0,941
RESIDUOS 918281

TOTAL (CORREGIDO) 1,03092 x 10°

Tiempo de exposicién (minutos) HSD

10 1226,5 mg EAG/L b

20 1321,3 mg EAG/L a

Letras mindsculas distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre tratamientos de acuerdo
con la prueba de Tukey (p < 0,05). EAG, equivalente acido galico. *significancia estadistica, p < 0,05. "™ no

existe significancia estadistica, p < 0,05.

El tiempo de exposicion al ultrasonido mostré un efecto determinante en la
concentracion de fenoles totales en comparacion con la amplitud de onda del
ultrasonido, presentando mayores concentraciones de fenoles totales los
tratamientos expuesto a 20 min, con una media de 1321,3 mg EAGI/L, superior a

los 1226,5 mg EAG/L presentes en el vino luego de 10 min de ultrasonido.

Los estudios de Luki¢ et al., (2019), demostraron que frente a diferentes
amplitudes y duracion de tratamientos de ultrasonido no existe una tendencia
clara en cuanto a los cambios de la composicion fendlica del vino tratado. Esto
debido a la posibilidad de ocurrencia tanto de reacciones de polimerizacion como
de despolimerizacion, copigmentacion, isomerizacién y descomposicion durante
el tratamiento de ultrasonido. Garcia et al., (2016) observo que los cambios en
los fenoles totales eran erraticos, y no seguian una tendencia clara a lo largo de
sus tratamientos, en donde vario frecuencias, amplitudes, tiempos de exposicion,
y temperaturas. En adicion a estos autores, Tao et al., (2014) llego a la conclusién
gue el ultrasonido de bajas frecuencias como 20Khz no es suficiente para afectar

la composicion fendlica.
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4.2 Concentracién de Taninos condensados

De acuerdo con el resultado del andlisis estadistico realizado, se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre algunos tratamientos. El
tratamiento T5 presentd la menor concentracién de taninos condensados con
201,8 mg EC/L. Este tratamiento presentd diferencias significativas con los
tratamientos T1, T2, T4y T6.

a a
ab
300 ab
50 b
50
100
50
0
T3 T4 T5 T6 T7

T1 T2

NN
o
o

Concentracion de taninos condensados
(mg ECI/L)

Tratamientos

Figura 3. Contenido de taninos condesados en vino Carmenére tratado con pulsos de ultrasonido y

madera de roble, Donde: T1: Ultrasonido 40% amplitud de onda durante 10 minT2: Ultrasonido 40% amplitud
de onda durante 20 min; T3: Ultrasonido 80% amplitud de onda durante 10 min; T4: Ultrasonido 80%
amplitud de onda durante 20 min; T5: Simulacién calor producido por ultrasonido a 40% de amplitud de
onda; T6: Simulacion calor producido por ultrasonido a 80% de amplitud de onda; T7: Vino base. Letras
minusculas distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre tratamientos de acuerdo con la
prueba de Tukey (p < 0,05). EC, equivalente catequina.

En cuanto al analisis factorial, ningin factor determiné un efecto significativo
sobre la concentracion de taninos condensados. En contraste con lo establecido
por Luki¢ et al., (2019), quien sostuvo que para taninos condensados como por

ejemplo el flavan-3-ol, el factor mas determinante seria el tiempo de exposicién.
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No obstante, las frecuencias utilizadas por Luki¢ fueron mas altas (HPU) que las
de este estudio. Otros autores como Ferraretto & Celotti, (2016), utilizaron una
frecuencia de 20 kHz y concluyeron que la concentracion de taninos
condensados no se vio alterada.

4.3 Concentracion de Taninos hidrolizables
De acuerdo con los resultados obtenidos a partir del ANDEVA junto con la prueba
de Tukey. La mayor extraccion de taninos hidrolizables se obtuvo en el

tratamiento T4 con 172,2 mg EAE/L, mientras que la menor es encontré en el
tratamiento T7 con 111,5 mg EAE/L (Figura 4).
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c _
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Concentracion de Taninos hidrolizables mg

Figura 4. Contenido de taninos hidrolizables en vino Carmenére tratado con pulsos de ultrasonido y

madera de roble, Donde: T1: Ultrasonido 40% amplitud de onda durante 10 min; T2: Ultrasonido 40%
amplitud de onda durante 20 min; T3: Ultrasonido 80% amplitud de onda durante 10 min; T4: Ultrasonido
80% amplitud de onda durante 20 min; T5: Simulacién calor producido por ultrasonido a 40% de amplitud
de onda; T6: Simulacién calor producido por ultrasonido a 80% de amplitud de onda; T7: Vino base. Letras
minusculas distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre tratamientos de acuerdo con la
prueba de Tukey (p < 0,05). EAE, equivalente acido elagico.
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De acuerdo con los resultados del analisis factorial, ambos factores, junto con la
interaccion de estos, presentaron efectos significativos sobre la concentracion de
taninos hidrolizables (Cuadro 4.2)

Cuadro 4.2 Anédlisis factorial taninos hidrolizables

Fuente Suma de Cuadrados Valor-p
EFECTOS PRINCIPALES

A: Ultrasonido (amplitud) 94779 0,0000*
B:Tiempo de exposicién (minutos) 2880,5 0,0000*
INTERACCIONES

AB 336,6 0,0037*
RESIDUOS 1576,3

TOTAL (CORREGIDO) 14271,3

Tiempo de exposicién (minutos) HSD

10 140,0 mg EAE/L b

20 1555 mg EAE/L a

Ultrasonido (amplitud) HSD

US 40% amplitud 133,77 mg EAE/L b

US 80% amplitud 161,8 mg EAE/L a

Letras minusculas distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre tratamientos de acuerdo
con la prueba de Tukey (p < 0,05). EAE, equivalente acido elagico. *significancia estadistica, p < 0,05.

Los tratamientos con ondas de ultrasonido produjeron un mayor contenido de
taninos hidrolizables, en comparacién con los tratamientos en los que no se aplico
ultrasonido. Junto con esto se observa que mientras mas tiempo de aplicacion y
mas potencia de ultrasonido, la extraccion de taninos hidrolizables es mayor. Lo
anterior es concordante con los resultados de Luki¢ et al. (2019) y Ferraretto &
Celotti (2016). En el ultimo estudio, se afirma que los factores amplitud de
ultrasonido y tiempo de exposicion influyen favorablemente sobre la extraccion
de este tipo de compuestos, lo cual se apoya en los resultados obtenidos en el

analisis multifactorial (Cuadro 4.2).

Tanto el tiempo de ultrasonido como la potencia de este generan efectos
significativos sobre la extracciéon de taninos hidrolizables. Junto con esto, la
interaccion de los dos factores favorece aun mas la extraccion. Por otro lado Lukié

etal., (2019), afirmd que respecto a taninos hidrolizables el factor que més influia
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era la amplitud de ultrasonido utilizada, similar respuesta a los resultados
obtenidos en este estudio , donde los tratamientos donde se aplico ultrasonido a
80% de amplitud de onda obtuvieron la mayor concentraciébn de taninos
hidrolizables.
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5. CONCLUSION

Aunque el ultrasonido a 80% de amplitud de onda permitié una mayor extraccion
de taninos hidrolizables desde la madera, no se encontraron diferencias
concluyentes sobre el efecto del ultrasonido en la concentracién de fenoles

totales ni taninos condensados.

Por lo tanto, se puede afirmar que el tratamiento de ultrasonidos de baja potencia
(40% amplitud de onda) y tiempos de exposicién de 10 min utilizados no permiten
una extraccion superior a lo obtenido luego de aumentar la temperatura del vino

por otros medios fisicos.

La dinamica de los cambios quimicos luego de aplicar ultrasonido al vino sigue
siendo una interrogante, en cuanto a la magnitud del cambio, la naturaleza de las
reacciones y la selectividad de los compuestos afectados, por lo que sin duda se
requieren mas investigaciones para validar el ultrasonido como una técnica

alternativa valida al envejecimiento convencional en barricas de roble.
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