UNIVERSIDAD DE TALCA
FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS
ESCUELA DE AGRONOMIA

EFECTOS DE LA APLICACION DE PLASMA FRIO ATMOSFERICO SOBRE LA COMPOSICION
QUIMICA DEL VINO

MEMORIA DE TiTULO

Barbara Arlette Muinoz Valenzuela

TALCA- CHILE
2021



[
D
TALCA

UNIVERSIDAD

CONSTANCIA

La Direccion del Sistema de Bibliotecas a través de su unidad de procesos técnicos certifica que el
autor del siguiente trabajo de titulacion ha firmado su autorizacion para la reproduccion en forma

total o parcial e ilimitada del mismo.

Talca, 2021

Vicerrectoria Académica | Direccion de Bibliotecas



APROBACION:

Profesor Guia: Felipe Laurie Gleisner, Ing. Agrénomo, M.S, Ph.D.
Facultad de Ciencias Agrarias
Universidad de Talca

L Gy

Profesor Co — Guia: Anibal Concha Meyer, Ing. en Alimentos, Ph.D.
Facultad de Ciencias Agrarias y Alimentarias
Universidad Austral de Chile

Fecha de presentaciéon de Memoria de Titulo: 30 de septiembre del 2021



AGRADECIMIENTOS

Agradezco en primer lugar a mi familia. A mis padres Ana y Benedicto, por su apoyo incondicional, y porque
siempre estuvieron en los altos y bajos que significé estudiar Agronomia. Por su apoyo desde el dia uno que
decidi estudiar en la universidad, ensefiandome siempre a ser mejor persona, responsable y con valores,
siempre dando una palabra de aliento para ir mas adelante. A mis hermanos Braulio y Betzabé, que estuvieron
siempre a mi lado, dando ese empujon para atreverme a salir de mi zona de confort. A mi sobrino Lucas que
siempre me dio un momento de distraccion con sus conversaciones interesantes. Gracias a mi pareja Carlos,

que siempre puso el hombro cuando estaba cansada y me apoyo en todo el proceso de mi escrito.

Agradecer a mis amigas Isadora, Valentina y Victoria, que siempre me dieron una sonrisa y apoyo durante
todos estos afios de estudios juntas, y que estuvieron en las buenas y en las malas. Les agradezco por hacer
estos afos de universidad mas amenos. Gracias por su confianza, amistad y alegria. Agradecer, ademas, a
la directora Gabriela Cofré, que siempre puso oido cuando mas lo necesité, me abrié las puertas siempre

cuando lo solicité, y me impulso a realizar el intercambio que tanto me sirvié en mi formaciéon educacional.

Finalmente quiero agradecer a mis profesores Felipe Laurie y Anibal Concha, que, a pesar de las
dificultades presentadas por la pandemia, siempre tuvieron la paciencia y tiempo de ayudarme en este trabajo.
Por su experiencia y amabilidad al momento de resolver dudas y por su exigencia para lograr una mejor
investigacion. Sumar el apoyo de las chicas del laboratorio, las Dras. Maria Navarro, Liudis Pino y Paula Pefia,

que todas las mafianas nos recibian con una sonrisa y estaban dispuestas a ayudarnos a resolver dudas.



RESUMEN

A la fecha, varios estudios han reportado que la aplicacion de plasma frio atmosférico (PFA) podria
contribuir a asegurar la inocuidad de algunos alimentos. Sin embargo, aun se requieren mas investigaciones
sobre los cambios que provoca a nivel quimico y organoléptico en el vino. En el presente estudio se busco
evaluar algunos de los cambios quimicos provocados por la aplicacion de PFA en un vino de variedad
Carménére. Los tratamientos consideraron variaciones en el tiempo de aplicacion de PFA con lapsos de 0;
0,5; 1 y 3 minutos sobre volumenes de muestra de 20 mL de vino. Los resultados indicaron que para el caso
de los sélidos solubles y acidez real (pH) se produjeron disminuciones significativas en su concentracion, en
cambio la acidez titulable, la concentracién de fenoles, y las variables cromaticas mostraron aumentos
significativos para algunos de los tratamientos. Adicionalmente, y como una forma de evaluar si los efectos
observados se debieron a la evaporacion de parte de las muestras de vino por efecto del flujo de aire del PFA,
se realiz6 un experimento donde las muestras fueron expuestas soélo al flujo de aire del instrumento. En este
caso, se observaron resultados con la misma tendencia, pero con una menor significancia estadistica, por lo
que se pudo concluir que el PFA puede generar cambios significativos en la composicion quimica del vino
Carménére. Adicionalmente, se recomienda realizar mas estudios para determinar el comportamiento de los

resultados en un periodo de tiempo mas prolongado.



ABSTRACT

Currently, several studies have found that the application of atmospheric cold plasma (PFA) could contribute
to improve the safety of some foods. However, more research is needed on the chemical and organoleptic
changes it causes in wine. The present study aimed to evaluate some of the chemical changes caused by the
application of PFA in a Carménére variety wine. The treatments considered variations in the time of application
of PFA with lapses of 0, 0.5, 1 and 3 minutes on sample volumes of 20 mL of wine. The results indicated that
in the case of soluble solids and real acidity (pH) there were significant decreases in their concentration, while
titratable acidity, concentration of phenols, and chromatic variables showed significant increase for some of the
treatments. Additionally, and as a way to evaluate if the observed effects were due to the evaporation of part
of the wine samples due to the PFA air flow, an experiment was carried out where the samples were exposed
only to the instrument air flow. In this case, results with the same trend were observed but with less statistical
significance, so it could be concluded that PFA can generate significant changes in the chemical composition
of Carméneére wine. Additionally, it is recommended to carry out more studies to determine the behavior of the

results in a longer period of time.
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1. INTRODUCCION

En los ultimos afos, el vino chileno se ha encaminado entre los paises con mayor prestigio y calidad a nivel
mundial, exportando 8,5 millones de hectolitros de vino en el afio 2020, siendo superado por Francia (13,6
millones de hectolitros), Espafia (20,2 millones de hectolitros) e Italia (20,8 millones de hectolitros) (OIV, 2021).
En el primer semestre del 2021, las exportaciones nacionales de vino llegaron a 270,2 millones de litros, por
un valor total de USD 598 millones, representando un alza del 3,1% en volumen y un 8,5% en valor en lo que
respecta al mismo periodo de 2020 (ODEPA, 2021).

Para mantener un alto estandar a nivel mundial, la industria vitivinicola chilena debe buscar nuevas
alternativas para el mejoramiento de sus vinos, implementando nuevas tecnologias y tratamientos que
permitan mejorar la calidad y rentabilidad del producto (Pimentel y Quiroz, 2018). Algunos ejemplos de lo
anterior son el uso de tecnologias para lograr estabilizacion microbiana (ej. radiaciones ultravioletas,
ultrasonidos, rayos infrarrojos, actinizacién, rayos x, radiofrecuencias, radiaciones electrénicas), estabilidad
oxidativa (ej. tratamientos de frio), por nombrar solo algunos (Luki¢ et al., 2019). Ademas, muchos
consumidores actuales de vino buscan una bebida natural, segura y saludable, con bajas o nulas
concentraciones de conservantes quimicos (Costanigro et al., 2014), y el uso de nuevas tecnologias de

procesamiento podrian contribuir a satisfacer dichos requerimientos.

El plasma frio atmosférico (PFA) es una tecnologia no térmica de procesamiento de alimentos, disefiada
con el fin de inactivar microorganismos patdégenos y mejorar la inocuidad alimentaria (Niemira, 2012). EI PFA
es un gas ionizado que consta de una gran variedad de iones positivos y negativos, radicales libres y particulas
como electrones y fotones (Misra et al., 2016). Esta tecnologia es recomendada para la inhibicion microbiana
durante el procesamiento de alimentos en los cuales no se recomienda la exposicion a las altas temperaturas
(Nehra et al., 2008). En el caso de la aplicacion de PFA en la produccion de vinos, no hay estudios que
investiguen esta tecnologia sobre los efectos que provoca en las caracteristicas quimicas y sensoriales de los
vinos (Luki¢ et al., 2019).

Algunos estudios sobre la aplicacién de PFA en jugos de frutas han demostrado que provoca numerosos
cambios, tantos fisicos como quimicos, incluyendo la composicién de compuestos fendlicos, reteniendo e
incluso mejorando su calidad (Vukusi¢, 2016). En vinos, el primer atributo observado por un consumidor es el
color, el cual tiene una gran influencia en la eleccion y percepcion final del producto (Parpinello et al., 2009).
El color del vino no depende solo de la composicion inicial de la baya de uva, sino también de las reacciones

quimicas que ocurrieron como resultado de su proceso de elaboracion y conservacion (Sacchi et al., 2005).



Un grupo complejo de moléculas muy determinantes para la calidad del vino son los compuestos fendlicos
(Ribéreau-Gayon et al., 2000), por cuanto participan directa o indirectamente sobre el color, sabor y aroma
(Toshihiko, 2007). Ademas, estos sirven como sustratos primarios para la oxidacion del vino y son

determinantes en su capacidad de envejecimiento (Oliveira et al., 2011).

1.1 Hipétesis

La aplicacion de plasma frio atmosférico (PFA), utilizando flujo de aire, provoca cambios significativos en

la composicién quimica del vino Carménére.
1.2 Objetivo

Evaluar el efecto de la aplicacion de plasma frio atmosférico (PFA) sobre la concentracién de fenoles

totales, solidos solubles, pH, acidez titulable y color de un vino Carménére.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

21. Produccion de vino en Chile

Durante las ultimas temporadas, Chile se ha posicionado entre los principales exportadores de
vino a nivel mundial, aportando con un 8% de las exportaciones mundiales. Principalmente, las
exportaciones van dirigidas a paises como China (17%), Brasil (11%), Reino Unido (10%), Holanda
(8%), Estados Unidos (8%), Japén (8%), Corea del Sur (7%), Canada (4%), Irlanda (3%) y México
(2%), el 23% restante va a otros paises (ODEPA, 2021).

En los ultimos afos, Chile cuenta con aproximadamente 145.500 hectareas de vides destinadas
a produccion vinifera, de las cuales 53.800 hectareas se concentran en la Region del Maule, seguida
por la Regiones del Libertador Bernardo O’Higgins con 45.000 hectareas y la Metropolitana con
11.500 hectareas, de las cuales el 73,6% estan destinadas a produccion de variedades de tintos y
26,4% a produccion de variedades blancas (ODEPA, 2019). Los vinos exportados con denominacion
de origen en el periodo enero — abril 2021 alcanzaron 136,9 millones de litros, lo que se traduce en
USD 457,8 millones, por su parte los vinos a granel llegaron a los 113,4 millones de litros con un
valor de USD 96,7 millones y los de la categoria vinos en envases llegaron a los 972 mil litros con
un valor de USD 4 millones (ODEPA, 2021).

Dada a la importancia comercial y cultural de su produccion, es necesario el desarrollo de estudios
€ innovacion tecnoldgica que permitan el mejoramiento de los procesos de elaboracién del vino para
salvaguardar su calidad y de esta manera, contribuir a la potenciacion del desarrollo comercial del

vino.

2.2. Variedad Carméneére

Segun el Catastro Viticola Nacional del Servicio Agricola y Ganadero del afio 2019, se reportaron
10.732 hectareas plantadas de la variedad tinta Carménére. Las exportaciones de vino Carménére
con denominacion de origen durante el periodo enero — abril del afio 2021 fueron de 9.194 litros con
un valor de 33.104 millones de USD (ODEPA, 2021).

La variedad Carménére produce bayas de un color negro azulado, de un tamafo medio, esféricas
con un sabor herbaceo casi pirazinico, de racimos pequefios a medianos, sueltos con algun grado
de corredura, posee un alto potencial de acumulaciéon de azulcares, con una alta concentracion de

taninos, de colores muy intensos (Pszczolkowski, 2004). Dado a su caracteristica acumulacion de



azucares, es una variedad que se suele cosechar con alta sobre madurez, esto para evitar caracteres

herbaceos en el vino (Belancic et al., 2003).

2.3. Vinificacion

El vino es el producto agroindustrial complejo derivado de los multiples factores de su
preparacion, partiendo desde el tipo de suelo de su cultivo, las condiciones climaticas, la variedad

de uva y las practicas vinicolas que le fueron aplicadas (Bisson, 2001).

En el proceso de elaboracién del vino destacan la fermentaciéon alcohdlica, fermentacion
malolactica y el envejecimiento. La fermentacion alcohdlica es el proceso en el cual las levaduras
provocan la transformacién de azucares provenientes del mosto en etanol, CO2 y una serie de otros
metabolitos minoritarios (Puerta, 2002). En la gran mayoria de los vinos tintos se da lugar a la
fermentaciéon malolactica (segunda fermentacioén), la cual es llevada a cabo gracias a las bacterias
lacticas, en este proceso se produce la desacidificacion del vino mejorando su calidad y logrando
estabilidad microbiana (Bordons y Reguant, 2013). Por su parte, el envejecimiento provoca un efecto
fundamental en el aroma, gusto y aspecto del vino. Durante esta etapa de la vinificacién, se producen
algunas reacciones quimicas que implican trasformaciones de acidos, azucares y compuestos
fenolicos (McKay et al., 2008). En general, estos procesos son capaces de generar cambios en el
vino tales como evoluciones de color, cambios en los compuestos organicos, reduccion en la
astringencia y amargor, dando como resultado un vino mas complejo, con un color mas interesante
y llamativo visualmente, mejor sabor y astringencia, y aroma mas agradable (Bordons y Reguant,
2013).

En las ultimas décadas, las empresas vitivinicolas han estado en la basqueda de innovaciones
para creaciones de vinos Unicos, que sean atractivos para el consumidor, por este motivo estan en
estudio nuevas metodologias de fabricacion, las cuales permitan la obtencién de vinos con
propiedades Unicas, que posean caracteristicas organolépticas distintivas que pongan en ventaja al
producto entre la competencia y, ademas, responda a las demandas del consumidor (Kdster et al.,
2011).



24, Propiedades organolépticas del vino

2.41 Color en vinos

El color es la carta de presentacion del vino, la turbidez y la tonalidad del vino entregan
informacioén de la elaboracion, la variedad empleada y su envejecimiento, ademas de motivar o

disgustar al consumidor (Lepe y Barrado, 2015).

El color de los vinos se determina fundamentalmente por los pigmentos que proviene de la baya,
entre los cuales destacan las antocianinas. Como resultado de las reacciones de los compuestos
reactivos como la adicién, condensacion y polimerizacion, el color de los vinos, sobre todo los
envejecidos, se debe casi exclusivamente a compuestos fendlicos poliméricos (Gonzalez-Neves et
al., 2003).

2.5. Propiedades quimicas del vino

2.5.1. Composicion fendlica en vinos

Los compuestos fendlicos son considerados constituyentes esenciales y los principales
responsables de algunas de las propiedades organolépticas del vino, incluyendo sensaciones
bucales como astringencia, sabores como el amargo, y el color de estos (Seddon y Downey, 2008;
Mercurio et al., 2007; Preys et al., 2006; Gawel, 1998). También son responsables de la capacidad
antioxidante (Canas et al., 2008; Harberston y Spayd, 2006) y actuan como reservorios importantes
para reaccionar con oxigeno y como sustratos en las reacciones de pardeamiento (Li et al., 2008;
Zamora, 2003; Zoecklein et al., 2000).

Los compuestos fendlicos se clasifican en “no flavonoides y flavonoides”. Los no flavonoides
incluyen a los acidos fenoles y estilbenos, los flavonoides por su parte incluyen los flavonoles,
antocianinos y flavan-3-oles. Dentro de la familia de los flavonoides, las antocianinas son los que
juegan el papel mas importante en la coloracién del vino tinto, ya que son los responsables directos
del color rojo azulado de la piel de las uvas tintas y naturalmente del color tinto del vino (Cheynier et
al., 2000).

2.5.2 Acidez en vinos

La acidez es un atributo de gran valor en los vinos, puesto que de su nivel depende gran parte el
equilibrio gustativo. El nivel de acidez presente en el vino es dependiente de dos parametros, la
acidez fija, la cual se debe a los acidos organicos que estan presentes en la uva; el tartarico, malico

y citrico, y, por otra parte, la acidez volatil, la cual es originada durante la vinificacion, en donde se



forman cantidades limitadas de acido acético, y en la fermentacién malolactica donde se transforma
el 4cido malico en acido lactico, mejorando asi, la sensacion gustativa (Tenorio et al., 2014). El pH
mide la fuerza acida de los componentes acidos del vino o mosto, su valor generalmente varia entre
los 3,0 y 4,0. La determinacion del pH en el mosto y vino sirve como una medida complementaria de
la acidez total, ya que permite la medicion de la fuerza que poseen los acidos contenidos en el jugo
(Ramirez, 2017). La estabilidad de un vino, su proceso de fermentacion malolactica, el sabor acido,
color, potencial redox y relacién de sulfuroso libre y total estan altamente relacionados al pH en el
vino, incluso, la velocidad a la cual ocurren los procesos oxidativos estaria relacionados al pH
(Paladino et al., 2008).

2.6. Tecnologia en vinos

En el mundo del vino, la investigacion para el mejoramiento de la calidad del vino va en alza,
tanto en el terreno de la viticultura como en el de la enologia, donde todos los esfuerzos apuntan a
obtener vinos de calidad, por lo que comprender los procesos involucrados en su produccion, y sus
formas de mejoramiento se vuelven imprescindible. El empleo de nuevas tecnologias e instrumental
abre la posibilidad de estudiar en mas detalle los procesos enoldgicos (Lépez-Rituerto et al., 2009)
e intervenirlos de modo de volverlos mas eficientes, o como formas de mejorar la calidad de los

productos.

2.7. Plasma frio atmosférico (PFA)

El plasma frio atmosférico (PFA) es una tecnologia de desinfeccion relativamente nueva en el
area de procesos de alimentos (Niemira y Sites, 2008), es descrito como un gas parcial o
completamente ionizado, el cual posee propiedades eléctricas, quimicas y fisicas caracteristicas
(Petitpas et al., 2007). Diferentes tecnologias aplican variaciones de plasma, bajo diferentes
atmosferas tanto a presiéon atmosférica normal como con vacio parcial. Existen diversos gases para
la ionizacion tales como el aire, el nitrégeno, o alguna mezcla que contenga algun gas noble como
argén, neodn o helio. El plasma también posee diversas fuentes de energia las cuales pueden ser

electricidad, microondas o laser (Niemira y Gutsol, 2011).

El PFA y el campo de interaccién que posee con los componentes del vino ha sido poco
investigado, especialmente lo que sucede con los fenoles (Elez Garofuli¢, 2015). El gas utilizado en
el PFA es mezclado con aire ambiente, por lo que reactivos de nitrégeno (peroxinitrito) y oxigeno
(radicales peroxilo, radicales hidroxilos, superéxido, oxigeno singlete) son inevitables de formar. Por
otra parte, los polifenoles actuan como antioxidantes protectores de las células contra los reactivos
anteriormente mencionados y sus dafinos efectos. Por lo tanto, probablemente los polifenoles

tengan una interaccién con las especies reactivas propias del plasma durante el tratamiento (Haenen
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et al., 1997; Elez Garofuli¢ et al., 2015; Hu et al., 1995, Vanacker et al., 1995), influyendo de una

manera positiva o negativa en los jugos.

Algunos ejemplos de su aplicacion han sido demostrados en jugos de frutas, en los cuales dio
lugar a numerosos cabios fisicos y quimicos de compuestos fendlicos, incluso demostrando mejoria
de su calidad general (Vukusi¢, 2016). Ademas, se demostré un aumento en el contenido total de
fenoles (Herceg et al., 2016) y antocianinas (Bursa¢ Kovacevi¢ et al., 2016) en jugo de granada
posterior al tratamiento con plasma de argén, asi como también, aumento del contenido de
antocianinas y acido fendlico posterior a la aplicacién de plasma frio en jugo de cereza Marasca
(Elez Garofuli¢ et al., 2015).

2.71. Plasma frio de descarga eléctrica de alto voltaje y el vino

Respecto a la aplicacion de plasma frio y los efectos que produce en los vinos, un estudio sobre
el impacto del plasma de descarga eléctrica de alto voltaje sobre las caracteristicas cromaticas y la
composicion fendlica de los vinos tintos y blancos demostré que los tratamientos con plasma si
generan un impacto en la estabilidad fendlica de los vinos, pero sin una alteracién significativa en el
color (Luki¢ et al., 2019). En una comparacion con los vinos no tratados, los que fueron expuestos a
plasma de descarga eléctrica de alto voltaje mostraron cambios leves en sus caracteristicas
cromaticas y reduccién en sus compuestos fendlicos, tanto en vinos tintos como en blancos,
incluyendo fenoles, antocianinas y taninos totales. Un factor que se hizo notar en importancia fueron
los diferentes tiempos de aplicacion (3, 5y 10 min), los cuales contribuyeron a la variacion total de
todo el conjunto de datos en comparacion con las frecuencias aplicadas de 60, 90 y 120 Hz (Luki¢
et al., 2019).

Basado en los estudios y las posibilidades que se presentan para la aplicacion de PFA en vinos,
posee una gran potencialidad como alternativa a las actuales tecnologias de envejecimiento ya
utilizadas en la industria vitivinicola, pero la influencia del plasma frio en la calidad global del vino

debe ser examinados con mas detalle (Luki¢ et al., 2019).

2.71. Plasma frio a presion atmosférica para sanitizacion en barricas de roble.

Las barricas de roble se utilizan en el mundo vinicola debido a su aporte en aromas, sensacion
gustativa y estabilidad fisica — quimica a los vinos (Bretdn, 2014). Se utilizé plasma frio a presion
atmosférica (APCP) para la sanitizacién e higienizacién de duelas de madera de roble. El
experimento consistio en la inoculacién de tres microorganismos que estropean el vino, las bacterias
Pediococcis pentosaceus y Ectobacter pasteurianus y una levadura Brettanomyces bruxellensis.

Posterior a su inoculacion, fueron expuestos al dispositivo de APCP en un tratamiento de 12 fases



con potencias de 90 W y 500 W y gases de plasma (aire, nitrégeno y argon). Como resultados de
esta experimentacion, se logré llevar a cabo una inactivacién total de la levadura Brettanomyces
bruxellensis posterior a los tratamientos de aire y nitrégeno, siendo el MO mas sensible al plasma.
Con lo que respecta a las bacterias, demostraron una menor inactivacion en comparacion a sus
controles. Durante el proceso, las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno generadas parecen
tener el papel principal en la inactivaciéon microbiana. Como punto final, no fueron identificadas
modificaciones morfoldgicas en la superficie de la madera posterior a los tratamientos de plasma frio
a presioén atmosférica (Sainz — Garcia et al., 2021).



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion del estudio

El estudio se llevd a cabo en las instalaciones del laboratorio de enologia, ubicado en la
Universidad de Talca, Campus Lircay, Talca, Chile (35°24'23.8"S 71°38'10.7"W).

3.2. Vino

El vino se elaboré en el laboratorio de enologia de la Facultad de Ciencias Agrarias de la
Universidad de Talca, utilizando vino de la variedad Carménére, producido con uvas obtenidas de la

vina Santa Carolina, cosecha 2020.

3.3. Equipo de plasma frio

Se utilizé un equipo de plasma frio atmosférico (PFA) (Surface SAP 2, Brasil), con una potencia
de 1.500 W, voltaje de 15 kV, corrientes de 5 amperios y un flujo de aire de 10 L/min. Los electrodos
estaban posicionados a una distancia de 5 cm del mesén y a 4,5 cm de la superficie de la muestra

(ver Figura 3.1.).
3.4. Espectrofotometro

Las determinaciones espectrofométricas fueron realizadas en un lector de placas UV-vis Epoch
de la marca Biotek (Winooski, VT, USA). Este equipo permitio las lecturas de absorbancias que van
desde los 200 hasta los 900 nm. En este experimento se utilizaron placas de polipropileno de 96
pozos (Agilent, Chicopee, MA, USA).
3.5. Ebullémetro

Para la determinacion de la graduacién alcohdlica, antes y después de la aplicacion de PFA, se
utilizé un ebullémetro (Ing. C. Bullio, San Prospero, Italia). Este equipo permitié la determinacion
directa y con facilidad del grado alcohdlico de vinos de una manera sencilla y rapida.

3.5. Otros materiales

Para la medicion de la masa de las muestras se utilizé una balanza analitica AUX 120 (Letslab,

Shimadzu, Japon).



Para medir el nivel de acidez en el vino se utilizé un pH — metro HANNA HI2002 (Woonsocket,
Estados Unidos).

Los valores de los solidos solubles fueron obtenidos a través de un refractometro manual

(Milwaukee MA871, Espafia), los cuales fueron entregados en °Brix.
3.6. Diseno experimental y metodologia

Experimento 1

El primer experimento preliminar se desarrollé con 15 placas Petri, con un contenido de 10 mL de
vino Carménére en cada una, las que fueron sometidas a diferentes tratamientos de plasma frio

atmosférico (Cuadro 3.1).

Cuadro 3.1. Tratamientos evaluados en el experimento 1, utilizando vino Carméneére.

TRATAMIENTO TIEMPO DE APLICACION DE | REPETICIONES
PFA (min)

Control 0 3

Plasma 1 0,5 4

Plasma 2 1 4

Plasma 3 3 4

Experimento 2

Posterior a la primera prueba, se observo una pérdida de volumen de las muestras tratadas con
PFA, por lo que para el segundo experimento se optd por trabajar con un volumen de 20 mL de vino
por cada placa. Ademas, se decidid evaluar si el flujo de aire del equipo de PFA, o la accion
combinada de plasma y flujo de aire eran responsables de la pérdida de volumen en las placas, por

lo que dicha variable también se incluyé en este experimento (Cuadro 3.2).

Cuadro 3.2. Tratamientos evaluados en el experimento 2, utilizando vino Carméneére.

TRATAMIENTO TIEMPO DE APLICACION Y REPETICIONES
TIPO DE FLUJO

Control 0 9

Plasma 1 0,5 min bajo plasma 12

Aire 1 0,5 min bajo flujo de aire

Plasma 2 1 min bajo plasma 12

Aire 2 1 min bajo flujo de aire 3

Plasma 3 3 min bajo plasma 12

Aire 3 3 min bajo flujo de aire 3
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Como se puede observar en el cuadro 3.2, existe una diferencia entre el niumero de repeticiones
de los tratamientos con plasma frio atmosférico y los tratamientos con flujo de aire que se explica
por la situaciéon actual de emergencia sanitaria por COVID — 19, y el tiempo reducido con el que se

conto para realizar los experimentos.

Posterior a la aplicacion de PFA, cada una de las muestras, fue sometida a determinaciones de
pH, sdlidos solubles, acidez titulable, fenoles totales y color, con los procedimientos que se describen

a continuacion.

Figura 3.1. Vino Carménére en placas Petri expuesto a la aplicacion de plasma frio atmosférico
(PFA).

3.7. Determinaciones analiticas

Determinacion de soélidos solubles: Los solidos solubles fueron determinados a través de un
refractometro manual (Milwaukee MA871, Espafia). De cada una de las muestras (posterior a
aplicacion de PFA) fue extraida una alicuota de vino y depositada sobre el prisma del refractometro,

los valores fueron entregados en °Brix.

Determinacién de pH: Para determinar pH se utilizé un pH-metro de la marca Hanna Instruments
(Woonsocket, Estados Unidos). Posterior a la aplicacion de PFA, las muestras eran depositadas en
un vaso precipitado de 50 mL donde se introdujo el electrodo, manteniendo las muestras en

agitacion.

Determinacion de fenoles totales: Este analisis se llevd a cabo con el método de Folin —
Ciocalteu adaptado para volumenes pequefios. Este método permitid analizar el contenido de
fenoles totales del vino, basandose en la capacidad que poseen los fenoles para reaccionar con

agentes oxidantes, este reactivo contiene molibdato y tungstato sdédico, los cuales reaccionan con
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todo tipo de fenol formando complejos fosfomolibdico — fosfotungstico (Peterson, 1979). El producto
de estas reacciones de 6xido reduccién de los metales tiene una coloracién azul, y dependiendo de
la intensidad del color esta sera proporcional a la concentracion de fenoles de la muestra
(Waterhouse, 2002).

El proceso que se utilizé se resume a continuacion:

- Se diluyeron 50 uL de vino en 450 uL de agua destilada en un tubo de 0,5 mL.

- Enuntubo de 2 mL se agregaron 20 pL de la muestra diluida.

- Luego, se agregaron 1,58 mL de agua destilada, 100 yL de reactivo de Folin
(HC60433201, Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) se agito y se esperé 2 min.

- Finalmente se agregaron 300uL de Na2COs (A0807892 508, Merck KGaA, Darmstadt,
Alemania).

- Se agitaron las muestras y se dejaron en la estufa universal (UN55, Memmert, Alemania)
a 40°C durante 30 minutos.

Pasados 30 min, se sacaron las muestras de la estufa, de cada muestra fueron tomados 300 pL
y se les ley6 la absorbancia a 765 nm en una placa de 96 pocillos. Cada absorbancia fue
reemplazada en la curva de calibracion de acido galico y se corrigio por factores de dilucion de 10y
50.

Curva de calibracion acido galico para el analisis de fenoles totales: Se preparé una solucion
madre de acido galico de concentracién 500 mg/L de etanol al 10% en agua. Se utilizé acido galico
de 98% de pureza (Merck, Darmstadt, Alemania). A partir de la solucion madre se prepararon
diferentes diluciones de acido galico en los rangos 0, 50, 100, 200, 300 y 500 mg/L en agua. Luego,
en tubos de 2 mL fueron agregados 20 uL de cada dilucion, 1,58 mL de agua destilada y 100 pL de
reactivo de Folin, se agitdé y se esperd 2 min. Finalmente, se les agregé 300 pL de Na:COs, se
agitaron y se dejaron en el horno a 40°C durante 30 min. Se midio la absorbancia a 765 nm utilizando

como blanco el punto 0 mg/L de acido galico.

Determinacion de grado alcohdlico: Este anadlisis se llevo a cabo con el fin de determinar la
posible pérdida de etanol luego de la aplicacion de PFA al vino Carménére. Para esto, se utilizé un
instrumento de ebullometria (Ing. C. Bullio, Italia). Se prepararon 20 placas Petri con un contenido
de 30 mL de vino Carménére (10 placas control y 10 placas tratamiento). Cada una de las
repeticiones fue tratada durante 3 min con plasma frio atmosférico para posteriormente ser

analizadas en el ebulldmetro.
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El proceso que se utilizé para la determinacion de etanol por medio del ebullémetro fue el
siguiente:

Se depositaron 40 mL de agua en la caldera coénica hasta el anillo interno (figura 3.3), de modo
que, al atornillar el brazo termomeétrico, el termémetro no toque el agua. Luego, se encendio la
lampara llena con etanol bajo la chimenea (figura 3.2). Posteriormente se esperd hasta que saliera
un vapor blanco del refrigerante y la columna de mercurio se detuviera, para luego mover la regla
graduada al punto de ebullicién del agua. Este se llama punto cero. Después se lavo cuidadosamente
la caldera con vino (20 mL), luego se depositaron 40 mL de vino Carméneére hasta el anillo interno
superior que, al atornillar, el termédmetro pudiese tocar el liquido. Luego, se llend el tubo refrigerador
con agua fria (figura 3.2), se encendié nuevamente la lampara bajo la chimenea y se espero hasta
que el tubo refrigerador tuviera una temperatura similar a la de la mano. Terminando se ley6 en la

regla directamente el grado alcohdlico.

/<L YRR Livpara DE ETANOL
N

Figura 3.2. Ubicacion de las partes componentes del ebulldmetro.
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Figura 3.3. Anillo interno del caldero conico del ebullémetro.

3.7.2. Efecto del PFA sobre el color

Con el fin de evaluar el efecto de la aplicacion del plasma frio atmosférico (PFA) sobre el color de
los vinos expuestos al tratamiento con PFA y tratamientos control, se empled un espectrofotometro
UV-vis Epoch. Para la obtencion de color, se registraron los espectros 280, 316, 375, 420, 520 y 620

nm.

3.8. Analisis estadistico

El estudio consistio en dos experimentaciones cuyos ensayos fueron realizados con un disefo
completamente al azar, DCA (Cuadros 3.1 y 3.2). Cada unidad experimental consté de una placa
Petri con 20 mL de vino Carménére. Para el analisis de los datos, se realizd un analisis de varianza
(ANDEVA) simple, con el software Statgraphics Technologies, Inc. (Virginia, , Estados Unidos), cuyos
resultados fueron graficados con el software Excel. La prueba estadistica que se us6 para determinar

diferencias entre los tratamientos fue la prueba de rangos multiples de Tukey (HSD).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Experimento 2: Efecto de los tratamientos con plasma frio atmosférico sobre las

caracteristicas quimicas en vino Carménére

Solidos solubles

La medicion de los sélidos solubles es uno de los principales analisis que se deben realizar
durante el proceso de elaboracién de vinos, particularmente en la fruta y el jugo pues su
concentracion es importante para la fermentacién alcohdlica (Sepulveda, 2009). El grado alcohdlico
esta directamente relacionado con la cantidad de azucares que se presentan en el vino o la baya,
por lo que una baja en la concentracion de sélidos solubles en la fruta generara un bajo grado
alcohdlico del vino (Catalan, Moreno y Rojas, 2019). En un vino terminado, los sélidos solubles sirven

como una medida de referencia del contenido de azucares residuales, sales, y &cidos del vino.

En la figura 4.1.1. se puede observar las concentraciones de sélidos solubles obtenidos a partir

de la comparacion de diferentes tiempos de tratamiento con PFA y un tratamiento control que no fue

C b )
| I a
0 I I I
TO T1 T2 T3

TRATAMIENTO

expuesto a PFA.

=
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N

Figura 4.1.1. Contenido de solidos solubles en vino Carménére tratado con plasma frio atmosférico,
donde TO: control, T1: 30 segundos con plasma frio atmosférico, T2: 1 minuto con plasma frio
atmosférico, T3: 3 minutos con plasma frio atmosférico. Letras mindsculas distintas indican diferencia
estadisticamente significativa entre los tratamientos de acuerdo con la prueba de Tukey (p < 0,05).

El tiempo de exposicion al plasma frio atmosférico demostré un efecto determinante en la
concentracion de solidos solubles en comparacién al control sin exposicion al PFA, presentando una
disminucién en las concentraciones de sélidos en el tratamiento expuesto a 3 min, con una media

de 6,2° Brix, menor al contenido promedio del TO de 7,9° Brix.
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Los sdlidos solubles estan compuestos principalmente por sales, acidos y azucares (Yanes,
2018). La glucosa, fructosa y acidos organicos tales como el tartarico y el malico son los principales
sélidos solubles en el jugo de uva (Buglione y Lozano, 2002). Aunque no hay muchos estudios que
avalen o hayan investigado el efecto del plasma sobre los sélidos solubles, la disminucién en su
concentracion puede estar explicada por fenédmenos de hidrélisis de moléculas, o su precipitacion
debida a la disminucion del volumen de solvente (agua: etanol) derivado de su volatilizacion. Como
los sdlidos solubles estan compuestos en parte por acidos, la disminucién de la concentracion de
estos compuestos puede estar relacionada a la solubilizaciéon de los radicales hidroxilos que se

generan al momento de generarse las descargas filamentosas del plasma frio (Pankaj et al., 2017).
Acidez real (pH)
En este caso, también se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los

tratamientos (Anexo 7.1), donde aquel expuesto a un mayor tiempo de PFA (T3) present6 una mayor

acidez con un promedio de 3,7 en pH, a diferencia del tratamiento TO, con un valor promedio de 3,85.
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Figura 4.1.2. pH en vino Carméneére tratado con plasma frio atmosférico, donde TO: control, T1: 30
segundos con plasma frio atmosférico, T2: 1 minuto con plasma frio atmosférico, T3: 3 minutos con
plasma frio atmosférico. Letras minusculas distintas indican diferencia estadisticamente significativa
entre los tratamientos de acuerdo con la prueba de Tukey (p < 0,05).

Los tratamientos con plasma frio atmosférico produjeron una acidificacion en las muestras de
vino Carménére en comparacioén al tratamiento control (Figura 4.1.2). Los resultados de los analisis
de varianza realizados indican diferencias significativas entre los tratamientos, a medida que el
tiempo de exposicion iba aumentando, reflejado en una disminucion del pH (Anexo 7.1). A diferencia
de estos resultados, Sainz — Garcia et al., (2019) observaron que en sus muestras que fueron
tratadas con plasma frio a presién atmosférica durante 1, 3 y 5 minutos presentaron un aumento

significativo en el pH, lo que podria desencadenar el deterioro microbiano del vino.
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Si bien un menor pH o una alta acidez, produce una baja en el riesgo de alteracion debido a
microorganismos (Peralvo y Raquel, 2012), estos resultados deben analizarse con cautela por
cuanto también podrian explicarse por la variacion de volumen observada luego del tratamiento con

plasma.
Acidez titulable
En este caso, se demostré6 que las muestras que fueron expuestas a un mayor tiempo de
exposicion a PFA aumentaron significativamente su valor de acidez titulable en comparacién con las
muestras que no tuvieron exposicion al plasma (Figura 4.1.3).
4 a
be ab
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3.5
3
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TRATAMIENTO

ACIDEZ TITULABLE
(g(H,T)/L de vino)

Figura 4.1.3. Acidez titulable en vino Carménere tratado con plasma frio atmosférico, donde TO:
control, T1: 30 segundos con plasma frio atmosférico, T2: 1 minuto con plasma frio atmosférico, T3:
3 minutos con plasma frio atmosférico. Letras minusculas distintas indican diferencia
estadisticamente significativa entre los tratamientos de acuerdo con la prueba de Tukey (p < 0,05).

La acidez total o titulable es una caracteristica sensorial importante en el vino, y esta directamente
relacionada con el nivel de pH. Estos dos parametros son inversamente proporcionales, lo que
significa que, si el vino es mas acido, o su pH es menor, la cantidad de acidos contenidos sera mayor
(Lujan, 2017).

Lo antes mencionado explica claramente el fendmeno visible en la Figura 4.1.2 y 4.1.3. De
acuerdo con los analisis ANDEVA realizados, se puede observar que TO es el tratamiento que posee
el pH mas alto (promedio de 3,85) y posee la menor concentracion de acidos en el vino (media de
3,26 g(H2T) /L de vino). Junto con esto se observa que a medida que aumenta el tiempo de aplicacion
de plasma frio atmosférico, va disminuyendo el valor de T1, T2 y T3 (3,79; 3,75 y 3,70
respectivamente), la concentraciéon de los acidos va aumentando en el mismo orden (T1 = 3,41; T2
= 3,48 y T3 = 3,64 g(H2T) /L de vino). Por lo que mayor duracién del tiempo de aplicacion de PFA
podria originar cambios significativos en los resultados.

17



Por el contrario, los autores Pankaj et al., (2017) observaron en jugo de uva blanca una
disminucién en el contenido de acidez titulable, esta condicion puede estar explicada por el hecho
de que el tiempo de aplicacion del plasma frio atmosférico de alto voltaje fue de 4 min, esta
disminucion de acidez puede deberse a la disolucion de OH generado durante las descargas del

plasma.

El efecto de la pérdida de volumen del vino y su relacién con los resultados observados se

discutira mas adelante.

Fenoles totales por Folin-Ciocalteu y absorbancia a 280 nm
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Figura 4.1.4. Fenoles totales (mg/L eq. Acido galico) (izquierda) y fenoles totales (unidades de
absorcién de luz a 280 nm) (derecha) en vino Carménére tratado con plasma frio atmosférico, donde
TO: control, T1: 30 segundos con plasma frio atmosférico, T2: 1 minuto con plasma frio atmosférico,
T3: 3 minutos con plasma frio atmosférico. Letras minusculas distintas indican diferencia
estadisticamente significativa entre los tratamientos de acuerdo con la prueba de Tukey (p < 0,05).

En relacion con el contenido de compuestos fendlicos, el analisis ANDEVA mostré que hubo una
influencia significativa (Anexo 7.1) de la duracion del tratamiento con PFA, presentando
concentraciones mayores de fenoles en los tratamientos de 3 minutos, con una media de 1.912,28
mg EAG/L en comparaciéon a las muestras que no fueron expuestas al PFA con una media de
1.718,94 mg EAG/L. Para los vinos, existe una medicion alternativa indirecta del contenido de
fenoles, que corresponde a la lectura de absorbancia a 280 nm (polifenoles totales). En este caso,
la lectura de absorbancia tiene un comportamiento similar a la medida de fenoles totales por el
método de Folin-Ciocalteu, obteniendo una diferencia significativa entre los tratamientos, con el

tratamiento de 3 minutos presentando la media mas alta.

El indice de contenido de fenoles totales en el vino se basa en la capacidad de los fendlicos de

reaccionar con los agentes oxidantes, pero también expresa el aporte de estos compuestos a la
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actividad antioxidante de la muestra, por lo que su aumento es positivo en la calidad del vino (Sainz
— Garcia et al., 2019). Los mismos autores observaron un aumento significativo en los fenoles totales

posterior a la aplicaciéon de plasma de argon.

Luki¢ et al. (2019) observaron una influencia significativa de la duracion del tratamiento y
frecuencia sobre los fenoles totales. En su estudio observo una disminucién de los TP, lo cual podria
deberse a la posible degradacion de estos compuestos debido al mecanismo del plasma. Hay
estudios que demuestran que el plasma provoca cavitacion, emisiones de luz, radicales libres y
ondas de choque, en donde estos procesos fisicos y especies reactivas degradan muchos de los
compuestos del vino (Locke et al., 2006). Elez Garafulic et al. (2015), evaluaron el efecto del plasma
sobre el jugo de marasca de cereza acida, en donde explica que una corta exposicién del tratamiento

con plasma disocia particulas que llevan a un aumento de compuestos fendlicos.

Esto significa que la duracion del tratamiento es un factor que afecta los fenoles, aplicaciones
demasiado prolongadas (cercanas a los 10 min) provocan una disminucién del contenido de fenoles,

por lo que es recomendable la utilizacion de periodos cortos de PFA (Luki¢ et al., 2019).
La composicién quimica del vino con sus numerosos componentes, la complejidad quimica del

plasma y su interaccién requieren una investigacién mayor para comprender sus mecanismos de

reaccion y como influyen estos en los compuestos fendlicos.
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4.2. Experimento 2: Efecto de los tratamientos con plasma sobre las caracteristicas

cromaticas en vino Carménére

De acuerdo con los resultados del analisis estadistico realizado, se pudieron observar diferencias
significativas entre los tratamientos para cada una de las absorbancias analizadas. En general, el

tratamiento T3, presenté diferencias significativas con el control y el tratamiento T1.

Cuadro 4.2.1. Influencia de la duracién del tratamiento de plasma frio atmosférico sobre las

caracteristicas cromaticas en vino tinto Carménére.

Tratamiento | 316 nm®@™ 375 nm@® 420 nm®@ 520 nm®@ 620 nm®@

TO 20,75+ 0,89 a 459+0,14 a 2,57 £0,09 a 1,72+ 0,04 a | 0,29 +0,02 a
T1 23,66 +274b 517 +0,58b 3,03+0,21b 1,75+0,07a | 0,33+0,01b
T2 23,82+224b 5,38+058bc |3,21+0,24bc | 1,99+0,08b | 0,38+0,03c¢C
T3 26,87 + 3,22 c 590+£040c 3,35+0,18 c 268+0,10c | 0,44 +£0,03d
Significancia | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
(p-valor))

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

@ Promedios en una columna seguidos por la misma letra no difieren estadisticamente; Test Tukey (p < 0,05).
XAnalisis en base a Kruskal — Wallis.

WAnalisis en base a datos transformados a la funcién LOG10(C316)

& p > 0,05 = no significativo; p < 0,05 = significativo

Los resultados obtenidos de las caracteristicas cromaticas, 316 nm (acidos fendlicos), 375 nm
(flavonoles), 420, 520 y 620 nm (intensidad de color, figura 4.2.1) al comparar las muestras tratadas
y control, se puede observar que, las muestras expuestas a 3 min de PFA tuvieron un ligero aumento

en la escala cromatica,

Una de las razones por las que se presenta un aumento en las concentraciones cromaticas se
puede deber a la pérdida parcial de volumen, provocando un cambio en la relacién solucion — soluto,
en donde la pérdida de solucién provoca una concentracion del soluto, y como resultado una mayor
intensidad de color. Luki¢ et al. (2019), mencionan que un aumento en la intensidad de color, en

general, es bueno para la calidad del vino.

Se ha informado que la variacion de pH tiene una relacion directa con la capacidad de co-
pigmentacion que tienen las antocianinas en los vinos tintos, en donde los valores de pH cercanos a
3 tienen una mayor magnitud de co-pigmentacién (Gordillo et al., 2012), lo que esta de acuerdo con
nuestros resultados, el PFA provocé una disminucién del pH en las muestras de vino Carménére,

por lo que, el aumento de la intensidad de color (Cl) puede estar explicada por el cambio de pH.

También, se plantea que las altas temperaturas ayudan a la ruptura de células vegetales lo que
produce una mayor capacidad de extraccion de pigmentos (Tiwari, O’'Donnell y Cullen, 2009), aunque

por nuestra parte, el aumento de la intensidad del color puede estar explicado con la presencia de
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pequefas particulas en el jugo que serian disociadas por el tratamiento con PFA (Elez Garofuli¢ et
al., 2015).

Kovacevic et al. (2016) plantea que los mejores resultados obtenidos con la aplicacion de plasma
fueron 3 min de tratamiento con 5 cm?® de volumen y un flujo minimo de gas, mejorando el color del
jugo de granada en comparacion con las muestras no tratadas. Elez Garofuli¢ et al. (2015),
mencionan que es inevitable la degradacion de antocianinas y acidos fendlicos en exposiciones
prolongadas a tratamiento con plasma, tratamientos cortos (de minima duracién) a un buen volumen

de jugo no provoca degradaciones negativas.

En resumen, este estudio demostré que el tratamiento con plasma frio atmosférico tuvo una

influencia positiva sobre el cambio de color en el vino tinto Carménére.
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Figura 4.2.1. Intensidad del color en vino Carménére tratado con plasma frio atmosférico, donde TO:
control, T1: 30 segundos con plasma frio atmosférico, T2: 1 minuto con plasma frio atmosférico, T3:
3 minutos con plasma frio atmosférico. Letras minusculas distintas indican diferencia
estadisticamente significativa entre los tratamientos de acuerdo con la prueba de Tukey (p < 0,05).
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4.3. Efecto de los tratamientos con flujo de aire sobre las caracteristicas quimicas en vino

Carméneére

En la siguiente seccidn, son presentados los resultados de la experimentacion de la aplicaciéon de

flujo de aire a las muestras de vino tinto Carménére.

De acuerdo con los resultados obtenidos a partir de ANDEVA en conjunto con la prueba de Tukey,
para cada uno de los analisis realizados (azucar, pH, acidez y fenoles), se observaron algunos
cambios significativos (Cuadro 4.3.1). Los resultados obtenidos con la aplicacion del flujo de aire
mostraron una tendencia similar a las muestras que fueron tratadas con PFA, aunque no tuvieron

tan alta significancia.

Cuadro 4.3.1. Influencia de la duracion del tratamiento con flujo de aire sobre las caracteristicas

fendlicas, pH, acidez titulable y sélidos solubles en vino tinto Carménére.

Tratamiento | SS (°Bx)@ | AR (pH)®@ AT (g(H2T)L | FT (mg/L eq. | FT (unidades de
de vino) @) Acido galico) @ absorcion de luz a
280 nm) @
TO 7,93+0,10c | 3,85+£0,05b | 3,26 £0,09b 1718,94 + 145,90 | 39,61+ 1,56 a
a
T1A 7,33+0,12b | 3,78 = 0,05 | 3,40+ 0,09ab | 1745,33+21,67a | 42,59+ 1,72 ab
ab
T2A 7,13+0,12b | 3,78 + 0,03 | 3,40+ 0,04 ab | 1754,78 £58,25a | 44,68 £ 3,29 b
ab
T3A 6,80+0,20a | 3,74+0,07a | 3,55%+0,30a 1797,00+16,67a | 46,10+ 3,54 b
Significancia | 0,0000 0,0239 0,0246 0,7718 0,0023
(p-valor)¥)

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

@ Promedios en una columna seguidos por la misma letra no difieren estadisticamente; Test Tukey (p < 0,05).
SS: sélidos solubles, AR: acidez real, AT: acidez titulable, FT: fenoles totales.

®Analisis en base a datos transformados a la funcion (acidez titulable).

¥ p > 0,05 = no significativo; p < 0,05 = significativo

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas para los sélidos solubles, pH, acidez
titulable y absorbancia a 280 nm, pero no asi para los fenoles totales por el método de Folin-
Ciocalteu. Los analisis anteriormente mencionados coinciden que las mayores diferencias se
presentan entre los tratamientos TO y T3A. En los analisis de sdlidos solubles, pH y acidez titulable
no se presentaron diferencias estadisticas entre los tratamientos T1A y T2A. En lo que respecta a
fenoles, segun el analisis estadistico realizado, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas, por lo que la aplicacion de flujo de aire no es suficiente para provocar cambios en los

fenoles.
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4.4. Efecto de los tratamientos con flujo de aire sobre las caracteristicas cromaticas en vino

Carméneére

De acuerdo con los resultados obtenidos, la aplicacion de flujo de aire provoco diferencias
significativas entre los tratamientos. En el Cuadro 4.4.1 se pueden observar las diferencias
estadisticas que se presentan principalmente entre TO y T3A, sefalando que la aplicacion de flujo
de aire si provoca un cambio en las caracteristicas cromaticas del vino Carménére, pero no tan
notorias como fue con el plasma frio atmosférico. Esto es visible en los rangos de 375y 520 nm, ya
que T1A, T2A y T3A no posen diferencias estadisticas, lo que se puede traducir en que el tiempo de
aplicacion del flujo de aire no es capaz de explicar por si solo el cambio cromatico que presentaron

las muestras de vino tinto.

Cuadro 4.4.1. Influencia de la duracién del tratamiento con flujo de aire sobre las caracteristicas

cromaticas en vino tinto Carménére.

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

TO 20,75+ 0,89 a 459+014a |257+0,09a 1,72+0,04a | 0,29+0,02 a
T1A 21,73+0,79ab | 5,08+0,10b | 2,97 £+0,09 b 2,34+0,11b | 0,33+0,01 ab
T2A 23,62+0,36 bc | 5,08+0,04b | 3,08+0,08bc | 2,39+0,05b | 0,33 +0,01ab
T3A 24,43+ 1,63 c 526+0,05b | 3,25+0,14c 248 +0,07b [ 0,35+0,02b
Significancia | 0,0002 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
(p-valor)¥

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

@ Promedios en una columna seguidos por la misma letra no difieren estadisticamente; Test Tukey (p < 0,05).
& p > 0,05 = no significativo; p < 0,05 = significativo

b bc ¢
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Figura 4.4.1. Intensidad del color en vino Carménére tratado con flujo de aire, donde TO: control,
T1A: 30 segundos con flujo de aire, T2A: 1 minuto con flujo de aire, T3A: 3 minutos con flujo de aire.
Letras minusculas distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos de
acuerdo con la prueba de Tukey (p < 0,05).
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En cuanto al analisis de la intensidad de color sometida al flujo de aire, se puede observar que
existi6 una diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos (Figura 4.4.1). Se logra
identificar claramente que 3 min de flujo de aire son capaces de aumentar los niveles de color en el
vino, pasando de una media de 4,59 en TO a 6,09 en T3A. Sin embargo, no es capaz de alcanzar
los niveles logrados con la aplicacion de plasma frio atmosférico en el cual la media del T3 llego a

un valor de 6,48.

Todo esto se puede traducir en que el flujo de aire si provoca cambios en la coloracién del vino,
llegando a valores similares del PFA. No obstante, cuando es utilizado por si solo no es capaz de
explicar todos los cambios provocados en las muestras, por lo que se necesita una investigaciéon

mas a fondo de los tratamientos, tanto individualmente como en conjunto.

4.5. Andlisis del peso de las placas

La pérdida de volumen de las placas, luego del tratamiento con PFA, fue cuantificada de forma
indirecta a partir del peso de las muestras antes y después de la aplicacion del PFA. Se observaron
diferencias significativas en los volimenes de vino Carméneére tratadas por 3 min de plasma
continuo, comenzando con un volumen promedio de 26,311 g y decayendo a 23,741 g de muestra.
Incluso en las muestras control se observé una disminucion de masa desde 26,382 g de muestra a
25,974 g. Debido a lo anterior, se infirid que la pérdida de vino podria estar siendo provocada por el

flujo de aire que expulsa la maquina al momento de estar realizando la aplicacion.

Por lo anteriormente mencionado, se realizé una prueba adicional donde solo fue aplicado el flujo
de aire de equipo de PFA. En el ensayo de flujo de aire, se observé un cambio volumétrico, pero no
tan significativo como pudo ser observado en las muestras tratadas con PFA. En las figuras 4.6.1 y
4.6.2 se observa que el flujo de aire provoca pérdida de volumen, pero no justifica completamente lo
observado cuando el PFA fue aplicado, lo que sugiere que el plasma por si solo contribuye a una

parte de las diferencias observadas.
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Figura 4.5.1. Peso de las placas Petri con vino Carménére antes y posterior a la aplicacion de
plasma frio atmosférico, donde TO: control, T1: 30 segundos con plasma frio atmosférico, T2: 1
minuto con plasma frio atmosférico, T3: 3 minutos con plasma frio atmosférico. Letras minusculas
distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos de acuerdo con la
prueba de Tukey (p < 0,05).
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Figura 4.5.2. Peso de las placas Petri con vino Carménére antes y posterior a la aplicacion de flujo
de aire, donde TO: control, T1A: 30 segundos con flujo de aire, T2A: 1 minuto con flujo de aire, T3A:
3 minutos con flujo de aire. Letras minusculas distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los tratamientos de acuerdo con la prueba de Tukey (p < 0,05).

4.6. Analisis de la temperatura

Como al pesar las muestras, se pudo verificar que se estaba presentando una pérdida
volumétrica, se intentd buscar todos los factores posibles que podrian estar afectando en este
fenémeno. Para poder identificar si la pérdida de volumen estaba influenciada por los aumentos de
temperatura, se realiz6 un registro de dicha variable a partir del uso de un termémetro infrarrojo antes

y después de ser expuestas a PFA y a flujo de aire.

Para el caso de las placas expuestas al plasma frio atmosférico, a medida que iba aumentando

el tiempo de exposicion, el aumento de la temperatura se hizo ain mas notorio, pasando de medias
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de 21,6; 21,3; 22,3y 22, 4°C a 22,3; 22,5; 25,7 y 28,6°C (TO, T1, T2 Y T3 respectivamente). Por otra
parte, las placas que fueron expuestas al flujo de aire, se realiz6 el mismo método aplicado
anteriormente, pesando las placas antes y después del tratamiento, pero contrario al PFA, el flujo de
aire provoco una disminucion en las temperaturas de las muestras, pasando de promedios de 21,6;
22,9; 229 y 22,7°C a temperaturas de 22,3; 20,7; 19,0 y 17,6°C (TO, T1A, T2A Y T3A
respectivamente).

Por los resultados obtenidos anteriormente se puede concluir que los dos tratamientos, PFA y
flujo de aire tuvieron una incidencia en la pérdida de volumen de las muestras, esto se puede
corroborar observando las figuras 4.5.1 y 4.5.2, sin embargo, las mayores pérdidas fueron
presenciadas en con plasma frio atmosférico. Esto puede deberse a que el plasma provocé un

aumento en la temperatura que pudo haber influido en una mayor evaporaciéon o volatilizacion de
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Figura 4.6.1. Temperatura promedio de muestras de vino Carménére antes y posterior a la
aplicacion de plasma frio atmosférico, donde TO: control, T1: 30 segundos con plasma frio
atmosférico, T2: 1 minuto con plasma frio atmosférico, T3: 3 minutos con plasma frio atmosférico.
Letras minusculas distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos de
acuerdo con la prueba de Tukey (p < 0,05).
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Figura 4.6.2. Temperatura promedio de muestras de vino Carménére antes y posterior a la
aplicacion de flujo de aire, donde TO: control, T1A: 30 segundos con flujo de aire, T2A: 1 minuto con
flujo de aire, T3A: 3 minutos con flujo de aire. Letras minusculas distintas indican diferencia
estadisticamente significativa entre los tratamientos de acuerdo con la prueba de Tukey (p < 0,05).
Lo ocurrido en este item es interesante para un estudio futuro, ya que el plasma frio atmosférico
y el flujo de aire pudieran ser responsables de los cambios observados en las muestras. Sin
embargo, todavia se requiere de un estudio mas a fondo para dilucidar las razones especificas que

explicarian algunos de los cambios quimicos observados en las muestras.
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4.7. Andlisis del grado alcohdlico
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Figura 4.7.1. Comparacion del promedio de grado alcohdlico en vino Carménére, donde CP: vino tratado con
PFA, SP: vino sin tratar. Letras minusculas distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los
tratamientos de acuerdo con la prueba de Tukey (p < 0,05).

Cuadro 4.7.1. Promedios de grado alcohdlico de las muestras de vino tinto Carménére sometidas
a ebullometria.

ETANOL Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4 Promedio + DE

SP 13,5 13,5 13,5 13,5 13,5+ 0,00

CP 8,1 6.9 7,7 7,4 7,53 £ 0,51

Donde CP: vino tratado con PFA, SP: vino sin tratar, DE: desviacion estandar.

Para identificar si la pérdida volumétrica que se presenté en las muestras fue a causa de la
evaporacion de etanol, se realizé una evaluacion ebullométrica (Anexo 7.6). Para esto, el tratamiento
se centré en un lote de ocho muestras, las cuales fueron examinadas en el ebulldbmetro sin

exposicion a plasma y las otras cuatro, examinadas luego de aplicarles 3 minutos de PFA.

Los resultados de los parametros de grado alcohdlico en promedio de las muestras con y sin
aplicacion de plasma se pueden observar en el cuadro 4.7.1. El contenido de etanol en las muestras

control y tratadas vario significativamente después de 3 minutos de PFA.

Este resultado demostré que la pérdida volumétrica de las muestras si esta relacionada con la
pérdida de etanol que se produce en el vino tras la aplicaciéon de plasma frio atmosférico, sin
embargo, sélo explica un porcentaje de la pérdida de volumen, por lo que es necesario un mayor

estudio de este fenémeno.
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5. CONCLUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos, la aplicacién de plasma frio atmosférico en un vino de
la variedad Carménere generd cambios significativos en la composicion fendlica, en el pH, en la
concentracion de azucares y en la acidez, ademas de provocar cambios notorios en el color de las
muestras, por lo que se puede concluir que el tratamiento con PFA permite generar cambios

significativos en la composicion quimica del vino.

Por otra parte, existen otros factores que se mantienen como una incégnita en esta investigacion
y que fueron apareciendo a medida que avanzaba la experimentacion, tales como el cambio de
volumen observado. El flujo de aire del PFA, por si solo, que fue capaz de provocar cambios
significativos en las muestras de vino tinto, probablemente debido a la evaporacion y concentracion
de las muestras. Sin embargo, la magnitud de estos cambios (y la pérdida de volumen) no permiten
explicar del todo la magnitud de las diferencias observadas cuando el PFA atmosférico fue utilizado

en combinacion con el flujo de aire.

Aunque se observaron cambios significativos y prometedores, es necesario realizar nuevas

investigaciones que permitan reforzar las observaciones recogidas en este estudio.
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7. ANEXOS

Anexo 7.1. Cuadro de la influencia de la duracion del tratamiento con plasma frio atmosférico sobre
las caracteristicas fendlicas, pH, acidez titulable y sélidos solubles en vino tinto Carménere.

Tratamiento | SS (°Bx) @ AR (pH) @ AT  (g(H2T)L | FT (mg/L eq. | FT (unidades
de vino) @) Acido galico) | de absorcién
@w) de luz a 280
nm) @)v)
TO 793+0,10c | 3,85+0,04c 3,26 £ 0,09 c 1718,94 + 39,61+1,56¢C
145,89 a
T1 714 +0,12b | 3,79+0,06 bc | 3,41+0,14bc | 1631,44 42,21 + 2,57
120,52 a bc
T2 706+0,16b | 3,75+0,06ab | 3,49+0,15ab | 1741,72 4457 +294 b
121,06 ab
T3 6,27+0,14a | 3,71+0,05a 3,64 +0,25a 1912,28 + 49,16 £4,78 a
227,36 b
Significancia | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0012 0,0000
(p-valor)®

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

@ Promedios en una columna seguidos por la misma letra no difieren estadisticamente; Test Tukey (p < 0,05).
SS: solidos solubles, AR: acidez real, AT: acidez titulable, FT: fenoles totales.

®Analisis en base a datos transformados a la funcion (acidez titulable).

WAnalisis en base a datos transformados a la funcion (fenoles)'2.

™ Analisis en base a datos transformados a la funcion (1/(280nm™?2)).

& p > 0,05 = no significativo; p < 0,05 = significativo
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Anexo 7.2. Figura con contenido de sdélidos solubles en vino Carménére tratado con flujo de aire,
donde TO: control, T1A: 30 segundos con flujo de aire, T2A: 1 minuto con flujo de aire, T3A: 3 minutos
con flujo de aire. Letras minusculas distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre
los tratamientos de acuerdo con la prueba de Tukey (p < 0,05).
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Anexo 7.3. Figura con contenido de pH en vino Carméneére tratado con flujo de aire donde TO:
control, T1A: 30 segundos con flujo de aire, T2A: 1 minuto con flujo de aire, T3A: 3 minutos con flujo
de aire. Letras minusculas distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los
tratamientos de acuerdo con la prueba de Tukey (p < 0,05).
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Anexo 7.4. Figura con contenido de acidez titulable en vino Carméneére tratado con flujo de aire,
donde TO: control, T1A: 30 segundos con flujo de aire, T2A: 1 minuto con flujo de aire, T3A: 3 minutos
con flujo de aire. Letras minusculas distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre
los tratamientos de acuerdo con la prueba de Tukey (p < 0,05).
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Anexo 7.5. Figura con contenido de fenoles en vino Carménére tratado con flujo de aire, donde TO:
control, T1A: 30 segundos con flujo de aire, T2A: 1 minuto con flujo de aire, T3A: 3 minutos con flujo
de aire. Letras minusculas distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los
tratamientos de acuerdo con la prueba de Tukey (p < 0,05).
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