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Resumen

El afiejamiento de los vinos en madera actualmente est4 cambiando, los costos de
las barricas y su tiempo de vida util han provocado nuevos métodos y tecnologias,
como la adicion de chips de madera estan siendo cada vez mas estudiados, por lo
que el objeto de esta tesis, es separar, identificar y cuantificar parcialmente, los
diversos compuestos fendlicos presentes en un vino modelo, extraidos durante 26
dias en afiejamiento con chips de madera de roble americano con tostado medio;
asi mismo realizar un estudio descriptivo de cromatografia, en donde la hipétesis
central planteada fue la siguiente: “Las diferentes concentraciones de grado
alcohdlico, acidez, pH, metabisulfito de potasio y cantidad de chips, tendran
influencia en la cantidad de compuestos fendlicos extraidos de la madera hacia el
vino, y por consecuencia, tendran efecto en el color del mismo”.

El vino modelo fue disefiado con caracteristicas de un vino blanco, tanto en grado
de alcohol, pH y ppm de sulfuroso, con el fin de tener mayor claridad en los
resultados de la extraccion de los compuestos fendlicos que fueron separados
cromatograficamente, sin la influencia de los pigmentos, aromas y taninos que
aporta el hollejo de una uva tinta. Se propuso un disefio factorial de 2! que se
realizd con 4 factores diferentes a 2 niveles, esto para explicar como diferentes
concentraciones de cada factor influyen positivamente en la cantidad de polifenoles
extraidos y parametros de color. Se us6 ANOVA (Analysis of Variance) para
determinar si hubo diferencia significativa entre las condiciones evaluadas. De este
modo, al final del periodo de extraccion de polifenoles, en el dia 26, resulté que la
C4 (condicion 4) fue la mas eficiente obteniendo un total de 27.0 mg/L, mientras que
en los descriptores de color, se lograron resultados positivos, logrando demostrar
gue el modelo de la C4, no produce cambios significativos en el color del vino.

Se separaron un total de 9 compuestos fendlicos, y se identificaron y cuantificaron
parcialmente 3 de ellos: acido galico, acido siringico y furfural.

Por lo que respecta al afiejamiento del vino modelo, los resultados sefialan que se
puede reducir tiempo de afiejamiento con una extraccion de compuestos fendlicos
importante y significativo, bajo las condiciones de concentracion de la C4, es decir;
14% (v/v) de etanol, 100 (ppm) de metabisulfito de potasio, pH 3 y 3 (g/L) de chips
de madera. Los factores que influyeron significativamente para que estos resultados
fueran positivos son; acidez, grado alcohdlico y cantidad de chips de madera.
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1. Introduccién

El vino es un sistema complejo capaz de experimentar cambios durante su
envejecimiento, ya sea usando barrica o chips de madera. La influencia de estas
modificaciones, tienen efecto en su calidad y valor econémico. El conjunto de
fenémenos implicados en la interaccién vino - madera - aire durante la crianza
dependen de las propiedades estructurales y caracteristicas quimicas de la madera,
asi como las caracteristicas del vino (M.A.Gomez Gallego et al., 2013).

La maderay el vino siempre han tenido una estrecha relacion. A través de los siglos
se han ido conociendo las bondades de este material y las modificaciones que este
genera.

En los ultimos afios se ha empleado el uso de chips de madera debido a sus
diversas ventajas, entre las cuales se acentuan, el uso del area total de la madera,
el bajo costo y la rapida extraccion de los compuestos presentes en la madera hacia
el vino (Hernandez Carpia M., 2016, Ortiz J., 2015). Dentro de los compuestos
presentes en la madera, estan incluidos los fendlicos que se extraen durante el
afiejamiento del vino. Durante su estancia en barrica de roble, la extraccion de
compuestos fendlicos ha demostrado que se rige por la cinética de difusion,
siguiendo una curva en la que la tasa de extraccion es inicialmente alta, debido a
una gran diferencia de concentraciones entre el cuerpo de la barrica y el vino, pero
ésta disminuye conforme a la concentracion de los compuestos en el vino mas
cercana a la superficie interior del barril, como lo demostraron Towey & Waterhouse
en 1996, las concentraciones de compuestos de roble, tales como los fenoles totales
y los volatiles como la vainillina, siguen este patrén general de extraccion.

Para comprender la clasificacion y estructura quimica de los compuestos fendlicos
es importante comenzar por definir qué es un fenol. Un fenol es una molécula basica
en el sistema del vino (Figura 1). El fenol se compone de un anillo aromatico (fenil)
unido a un grupo funcional hidroxilo (OH). La presencia de este anillo aromatico
hace que los acidos débiles, generen un efecto inductivo en el hidrégeno del grupo
funcional hidroxilo, este anillo aromético juega un papel muy importante para las
propiedades antioxidantes.

El uso de Chips de madera de roble Americano con tostado medio especie (Quercus
alba), cuenta con una mayor densidad y resistencia, asi como una menor porosidad
y permeabilidad. Es mas rico en vainillina y lactonas, a diferencia del roble Francés.
También se incrementan los contenidos de polifenoles derivados de la degradacion
de la lignina (aldehidos fendlicos) y de la de algunos lipidos (whisky lactonas). El
tostado de la madera, intensifica el potencial aromatico, ya que conlleva la
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degradacion térmica de la capa superficial interna y generacion de nuevos
compuestos aromaticos (Araptisas et al., 2004).

OH

>

Figura 1. Estructura quimica del Fenol.

Durante la madurez del vino en barrica de roble, la composicion de los compuestos
fendlicos se ven modificados como resultado de la transferencia de masa en la
interfase madera — vino. Entre los diferentes compuestos fendlicos presentes en el
vino, las antocianinas contribuyen a la estabilidad del color del vino. La mayoria de
estos polifenoles son muy inestables y se transforman rapidamente en varios
pigmentos, produciéndose las reacciones de polimerizacion y oxidacion durante el
proceso de madurez de los vinos. (Rivera M.S. 2005).

A lo largo de la maduracion, utilizando Chips de madera de Roble Americano,
algunos de los compuestos que se transfieren desde la madera hasta el vino son:
elagitaninos, lactonas, cumarinas, polisacaridos, hidrocarburos, &acidos grasos,
terpenos, norisoprenoides, esteroles, carotenoides y furanos. Sin embargo, los
taninos hidrolizables, son los principales polifenoles que libera la madera, éstos
juegan un papel muy importante en el agrado del vino, los polisacaridos confieren
astringencia, estructura y estabilizacién del color en el producto (Puech etal., 1999). Esta
transferencia produce una difusion lenta de oxigeno en el vino a través de la
madera, favoreciendo la oxidacibn suave en los que estdn implicados
especialmente compuesto fendlicos propios del vino como antocianos, otros
flavonoides y ésteres tartaricos de los acidos hidroxicinamicos y los aportados por
la madera, como elagitaninos y polifenoles derivados de la lignina.

Las consideraciones cinéticas utilizadas en esta investigacion constituyen una
importante contribucion al estudio y aplicacion de la extraccion sélido - liquido en
vinos. Esta depende de las condiciones fisico - quimicas de pH, temperatura,
concentracion de sulfuroso y cantidad de chips de madera.

2. Antecedentes

En los ultimos afos se ha ido introduciendo al proceso de maduracion del vino la
técnica con chips de madera, la cual consiste en agregar piezas nuevas de madera
(chips o duelas de roble) en los contenedores de vino. Esta técnica ofrece un sabor
distinto y varias ventajas, asi como nuevas opciones en el manejo del vino dado que
la madera es colocada directamente en el vino, toda la superficie se puede utilizar
y no solo el 40% de la misma, como lo es con el uso de barrica. El resultado de
dicha técnica es una aplicacion atractiva que esta siendo adoptada por muchos
(Sanz M. et al., 2010).
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Existen diferentes formas o presentaciones de piezas de madera de roble que se
pueden encontrar en el mercado, tales como: chips, cubos, granos, polvo, virutas o
granulados, domind y los bloques o segmentos (Figura 2.). Factores como el tamafio
de la pieza, la cantidad y tipo de madera afiadida y el tiempo de contacto entre la
madera y el vino, tendran influencia sobre los compuestos que se extraen, asi como
en las caracteristicas sensoriales y quimicas del vino (Sanz M. et al., 2010).

Figura 2. Representacion de las diferentes formas de madera de roble que existe para el uso de madurez del
vino.

La rapida difusion del uso de los chips de madera requiere de mas estudios para
evaluar su influencia, llevar a cabo la caracterizacion fisicoquimica de los vinos y
evaluar las diferencias respecto a los sistemas tradicionales de afiejamiento, es por
ello que esta investigacibn es complementaria del trabajo de tres jovenes
investigadores que estudiaron la influencia de los chips de madera en vino tinto
(Espitia Lépez, 2015), vino rosado (Hernandez Carapia, 2016), y vino blanco (Ortiz
Hernandez, 2019 tesis en proceso).

3. Justificacion

Este proyecto es parte del estudio general sobre el uso de chips de madera y su
aplicacion en la elaboracion de vinos de mesa, investigacion que se viene realizando
en el laboratorio de Enologia de la UAM Iztapalapa desde hace mas de un lustro.

Se conocen los efectos benéficos sobre la salud de la ingesta de alimentos y
bebidas que contienen relativamente altas concentraciones de flavonoides (S.
Martinez-Flérez., et al 2002). Se han demostrado multiples efectos positivos debido
a su accion antioxidante y eliminadora de radicales libres, por lo que mediante la
determinacioén e identificacién de estos compuestos fendlicos presentes en el vino
modelo, podremos tener mayor claridad de cuéles se extraen y provienen de la
madera asi, los resultados de este estudio complementaran la caracterizacion fisico-
quimica de los compuestos que aportan al vino los chips de madera, que también
permitirdn ahorrar dinero, espacio, tiempo, durante el afiejamiento del vino.



Casa abierta al tiempo
UNNERSOAD AUTONOMA NETROPOLTANA

4. Hipotesis

Las diferentes concentraciones de grado alcoholico, acidez, pH, metabisulfito de
potasio y cantidad de chips, tendran influencia en la cantidad de compuestos
fendlicos extraidos de la madera hacia el vino, y por consecuencia, tendran efecto
en el color del mismo.

5. Objetivo General

Estudiar la influencia del grado alcohdlico, acidez, pH y metabisulfito de potasio en
la extraccion de compuestos fendlicos contenidos en los chips de madera de roble
americano utilizando un vino modelo.

5.1. Objetivos Especificos

« Estudiar el efecto de la adicion de chips de madera de roble en un vino
modelo en la extraccion de los compuestos fendlicos del mismo.

« Estudiar la influencia de las variables de acidez, metabisulfito y alcohol en la
extraccion utilizando un disefio experimental de 2X-1 con dos repeticiones.

e Estudio del efecto de la madurez del vino modelo en los cambios de color
(cromaticidad) de cada sistema de extraccion.

« Separacion e identificaciéon de los compuestos de mayor concentracion y
cuantificacion de los compuestos fendlicos presentes en el sistema por
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).
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6. Metodologia

6.1. Disefio Experimental de 2K

El analisis del disefio factorial de 2K1se realizé usando cuatro factores a dos niveles,
arrojando un total de 8 condiciones diferentes por duplicado, es decir; 16 sistemas
a diferentes condiciones.

Factor Nivel 1 Alto Nivel 2 Bajo
A Alcohol 14% (v/v) 10% (v/v)
B Metabisulfito 100 ppm 50 ppm
C pH 3.5 3
D Chips de madera 3g/L 1g/L
Condiciones C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8
Sistemas/Factores Alcohol SO, pH Chips
1 1 1 1 1 10 50 3 1
2 2 1 1 1 14 50 3 3
3 3 2 1 1 10 100 3 3
4 4 3 1 1 14 100 3 1
5 5 4 1 1 10 50 5 3
6 6 5 1 1 14 50 5 1
7 7 6 1 1 10 100 5 1
8 8 7 1 1 14 100 5 3
9 9 8 1 2 10 50 3 1
10 10 9 1 2 14 50 3 3
11 11 10 1 2 10 100 3 3
12 12 11 1 2 14 100 3 1
13 13 12 1 2 10 50 5 3
14 14 13 1 2 14 50 5 1
15 15 14 1 2 10 100 5 1
16 16 16 1 2 14 100 5 3

Figura 3. Matriz de disefio factorial con duplicado y con cuatro variables respuesta, arrojado por el analisis
estadistico Minitab.

Después del disefio factorial 2X-1, se procedi6 a la preparacion de cada una de las
8 condiciones por duplicado variando en sus 4 factores elegidos: grado de alcohol,
SOz2, pH y chips con tostado medio.

Se tomaron muestras de las 8 condiciones a lo largo de los 26 dias de extraccion,
segun la Tabla 1, para el analisis de Fenoles Totales (FT).

Tiempo de madurez Fecha de muestreo (2018) Analisis
Dia 0 - -
Dia 1 14 mayo Fenoles Totales (Folin
Ciocalteu), (Cromaticidad)
Dia 2 15 mayo Fenoles Totales (Folin
Ciocalteu), (Cromaticidad)
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Dia 3 16 mayo Fenoles Totales (Folin
Ciocalteu), (Cromaticidad)

Dia 4 17 mayo Fenoles Totales (Folin
Ciocalteu), (Cromaticidad)

Dia 5 18 mayo Fenoles Totales (Folin
Ciocalteu), (Cromaticidad)

Dia 8 21 mayo Fenoles Totales (Folin

Ciocalteu), Compuestos
fendlicos (HPLC),

(Cromaticidad)
Dia 10 23 mayo Fenoles Totales (Folin
Ciocalteu), (Cromaticidad)
Dia 12 25 mayo Fenoles Totales (Folin
Ciocalteu), (Cromaticidad)
Dia 15 28 mayo Fenoles Totales (Folin

Ciocalteu), Compuestos
fendlicos (HPLC),

(Cromaticidad)
Dia 17 30 mayo Fenoles Totales (Folin
Ciocalteu), (Cromaticidad)
Dia 19 01 junio Fenoles Totales (Folin
Ciocalteu), (Cromaticidad)
Dia 26 08 junio Fenoles Totales (Folin

Ciocalteu), Compuestos
fendlicos (HPLC),
(Cromaticidad)

Tabla 1. Toma de muestras a los largo de los 26 dias de extraccion.

Figura 4. Sistema de 8 condiciones diferentes de vino modelo, (C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7 y C8).
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6.2.

De forma separada medir
10.41mLy 1458 mLde
etanol al 96% y aforar a

100 mL con agua
destilada.

De forma separada pesar
1y 3 g/L de chips de
madera y colocarlos en la
botella de la condicion
correspondiente segun la
tabla que aparece abajo.

Elaboracion del Vino.

Pesar 3y 3.5 g de 4cido
malico y vaciar en el
matraz que contiene la
misma mezcla de etanol
con agua destilada.

Pesar 3y 3.5 g de acido
tartarico y vaciar en el
matraz que contiene la
mezcla de etanol y agua
destilada.

| |

De forma separada pesar
0.005 g/100mL y 0.1
g/100 mL de sulfuroso y
disolver en la mezcla de
etanol y agua destilada.

| |

Disolver perfectamente.

Las condiciones finales en las que quedaron preparadas las 8 botellas es la

siguiente:
Condicion c1 2 c3 ca cs C6 c7 cs
Etanol % (v/v) | 10 14 10 14 10 14 10 14
SOz (ppm) 50 50 100 | 100 50 50 100 100
pH 3 3 3 3 3.5 3.5 3.5 3.5
N .0 3.0 30 | 30 | 35 3.5 3.5 35
__ (L)
Ac. Malico 3.0 3.0 30 | 30 | 35 3.5 3.5 35
(g/L)
Chips de 1 3 1 3 3 1 3 1
madera (g/L)
Vol. Total | 100mL | 100 mL | 200mL {100 mL| 200mL | 200 mL | 100 mL | 100 mL

Tabla 2. Condiciones de las 8 (botellas) a realizar la extraccion de compuestos fendlicos.

6.3. Analisis de fenoles totales.

Los compuestos fendlicos son importantes por diversas razones, estos
proporcionan color al vino, sabor astringente, son una reserva para la
reduccion del oxigeno y posiblemente, la causa de los olores picantes (M. A.
Amerine, Cornelius S. Ough, 1976).

10
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Para realizar la medicion de los fenoles totales se requirio de lo siguiente:

Material e instrumentacion:

e Espectrofotdmetro UV-Visible. (Thermo Scientific ™).
e Balanza analitica. (Velab, México).

e Matraces volumétricos de 10 mL.

e Tubos de ensaye de 10 mL

e Pipetasde 1,5y 10 mL, micro- pipetas y puntas.

Reactivos quimicos:

e Acido galico [500mg/L]. En un matraz volumétrico de 100 mL se disolvieron
en agua 0.500 g de acido gélico. (SIGMA — ALDRICH, USA).

e Agua destilada

¢ Reactivo de Folin-Ciocalteu (mezcla de wolframato sédico y molibdato sédico
en &cido fosférico). (SIGMA — ALDRICH, USA).

e Carbonato de sodio al 20% p/v (disolucién de Na2COs se disolvieron 200 g
de carbonato de sodio anhidra en 1L de agua recientemente hervida y
enfriada a temperatura ambiente). (SIGMA — ALDRICH, USA).

Procedimiento para la curva de calibracién:

El andlisis parti6 de la calibracion del equipo, usando un blanco con la misma
preparacion que las muestras que a continuacién se describen, sin agregar el acido
galico.

Con la solucion patrén de acido galico de 500 mg/L, se procedio a realizar una serie
de diluciones con agua destilada para obtener concentraciones de 50, 100, 150,
200, 250 y 300 mg/L. Para esto, se colocaron en distintos matraces de 10 mL los
siguientes volumenes; 0.1 ,0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6 mL, es decir; 100, 200, 300, 400,
500 y 600 pL. De cada dilucion, se tomaron 0.1 mL equivalente a 100 uL. A cada
matraz se le adicionaron 6 mL de agua destilada, mas 0.5 mL equivalente a 500uL
del reactivo de Folin Ciocalteu. Se agitaron y agregaron 1.5 mL equivalentes a
1500puL de carbonato de sodio al 20% p/v. La mezcla se llevo a volumen final de 10
mL usando 1.9 mL de agua destilada, y se dejaron reposar por una hora.
Finalmente, se tomo lectura en el espectrofotometro UV a 765 nm.

Procedimiento para determinacion de Fenoles Totales (FT):

11
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Preparar todos los
reactivos a utilizar.

Medir volumenes de: 0.1,
0.2,0.3,0.4,0.5,0.6 mL,
de disolucion patrén fenol
en otros matraces
volumétricos de 10 mL.

Aforar con agua destilada
a 10 mL.

La concentracion de estas

disoluciones (expresada

en acido galico) es de 50,

100, 150, 200, 250 y 300
mg/L.

Mezclar por 30 segundos *

y dejar reposar por 8
minutos.

Afnadir después 0.5 mL,
de reactivo de Folin-
Ciocalteu.

Afadir a cada uno 6 mL

de agua destilada y agitar.

De cada dilucién tomar 1
mL y verter en el matraz
volumétrico
correspondiente de 10
mL.

6.4. Analisis de cromaticidad.
Se realiz6 el andlisis de cromaticidad, tomando muestra 4 veces al mes de cada
una de las 8 condiciones por triplicado, por lo que las muestras fueron tomadas 1

d

Adicionar 1.5 mL de
disolucién de carbonato
de sodio al 20% (p/v).

Agregar 1.9 mL de agua
destilada para llegar al
aforo de 10 mL.

Homogeneizar los
matraces y mantener en
obscuridad a temperatura
ambiente por 1 h.

Realizar esto por
duplicado.

Graficar la absorbancia
"vs" concentracion y la
concentracién (mg/L) "vs"
tiempo (dias).

Medir la absorbancia a
765 nm.

vez por semana los dias 5, 12, 19 y 26 de la extraccion.

Medir absorbancias de | |
cada una de las muestras
a 450, 520,570y 630 nm

de longitud de onda.

Utilizar un blanco de una
solucién de Etanol al 14%

(v/v).

La féormla con la que se hizo el
calculo de (C*) Cromaticidad,
es la siguiente:

Con los parametros, trazar
los graficos de barras,
mostrando las variaciones
en cada una de las

condiciones.

L |

Las absorbancias
obtenidas ingresarlas al
software MSCV®.

| El software obtiene los
parametros de a*, b*, y L*
(luminosidad) de cada una
de las condiciones.

12
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6.5. Separacion, identificacion parcial y cuantificacion de compuestos
fenolicos.

Para la caracterizacion y cuantificacién de los compuestos fendlicos se realizé un
analisis por cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) con un cromatografo de la
marca Agilent serie 1100 y el software ChemStation para LC y LC/MS Systems,
acondicionado con un detector de arreglo de diodos a 280 nm; una columna
ZORBAX SB-C18 (4.6 X 250 mm; 5 ym). Se emplearon como eluyentes (Merk®,
grado HPLC) Fase A: agua/acido acético 98:2 (v/v) y Fase B: metanol. Con un flujo
de 0.8 mL/min. Los eluyentes se filtraron con membranas de teflon y/o nylon de 0.4
micras. La temperatura de la columna fue de 25°C. El andlisis tuvo una duracion de
10 minutos, y la determinacion se realizd por el método del patrén externo mediante
curvas estandar de compuestos puros, cabe mencionar que la metodologia fue
tomada de Espitia, J., (2015); sin embargo, se realizaron cambios en el gradiente
empleado, ajustandolo de la siguiente manera: 0 min 5% B, 10 min 35% B. Se
identificaron aquellos compuestos cuyo tiempo de elucién fue menor a los 10
minutos. La caracterizacion o identificacién parcial de los compuestos se realizé
mediante la comparacion de literaturas con estudios en vino afiejado con chips de
madera y mediante la inyeccion de estandares.

HPLC Columns oo

Figura 6. Columna ZORBAX SB-C18 (4.6 x 250 mm; 5 pm).

Figura 5. Cromatografo (HPLC) marca Agilent ChemStation con Detector de arreglo de diodos.

Estandares:

e Acido Galico (SIGMA — ALDRICH, USA).
e Acido Siringico (SIGMA — ALDRICH, USA).
e Furfural (SIGMA — ALDRICH, USA).

13
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7. Resultados y Discusion

1. Determinacion de Fenoles Totales (FT) por el método
espectrofotométrico de Folin Ciocalteu. (Hernandez Carpia, M. 2016,
Ortiz, A. 2019, Vernon L. Singleton., et al, 1999).

. y=mx+b m= 0.002
Curva Esténdar y = 0.0002x + 0.0316
Acido Galico R?=0.9953 y=0.002x+0.0316 b= 00316
0.100
/ x=(y-0.0316)/0.002
0.080
© %=0.0425 - 0.0316)/0.002
£ 0.060
2
2 0.040
Ed
0.020 ABSORBANCIAS
0.000 (765 nm)
0 100 200 300 400 0.043
Concentracién acido galico (mg/L) 0.051
0.061
- . . . . . 0.075
Gréafico 1. Curva de calibracién de é&cido galico con 6 puntos de concentraciéon 0.084
diferentes por triplicado. 0.092

CONDICION/DIA TABLA DE FENOLES TOTALES DE LAS CUATRO SEMANAS DE ANALISIS [mg/L]

Dial| Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5 | Dia8 | Dial1l0 | Dia12 | Dia1l5 | Dial17 | Dia19 | Dia 26
C1 3.50 | 4.50 8.00 8.50 8.50 9.00 9.50 11.00 | 12.00 | 12.50 | 13.00 | 15.00
c2 1.00 | 3.50 4.00 6.00 6.50 8.00 11.00 | 13.50 | 14.50 | 15.50 | 15.50 | 16.50
C3 150 | 6.00 6.50 9.50 | 10.00 | 12.00 | 13.00 | 15.50 | 16.00 | 16.50 | 17.00 | 18.50
& 13.50| 14.00 | 14.50 | 15.50 | 16.00 | 17.50 | 19.50 | 21.00 | 23.00 | 25.00 | 26.50 | 27.00
*
C5 4.00 | 5.50 7.50 8.00 8.60 9.50 10.00 | 10.50 | 10.70 | 11.00 | 11.50 | 12.50
C6 3.50 | 6.00 8.50 9.00 | 12.00 | 12,50 | 13.50 | 13.50 | 14.00 | 15.50 | 16.00 | 17.00
Cc7 6.00 | 9.00 9.00 9.50 | 10.00 | 13.00 | 14.00 | 14.50 | 15.00 | 15.00 | 17.00 | 18.00
Cc8 1.00 | 3.50 7.50 9.00 | 11.00 | 13.50 | 13.50 | 14.00 | 14.50 | 16.00 | 16.50 | 17.50

Tabla 3. Concentrado de fenoles totales a lo largo de los 26 dias de extraccion, destacando las 3 mejores
condiciones, con mayor concentracién de FT.

En la Tabla 3 se resaltaron, en color amarillo, las condiciones que extrajeron mayor
cantidad de polifenoles durante los 26 dias de afiejamiento, es decir, las condiciones
C3, C4 y C7, todas tienen en comun las 100 ppm de SOz en su composicién, pero
se diferencian en la concentracion del resto de los factores. Sin embargo, la
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condicion mas eficiente para la extraccion de compuestos fendlicos fue la C4, donde
se obtuvieron 27.00 mg/L de fenoles totales.

La Tabla 4 muestra las 3 condiciones que resultaron ser mas eficientes,
describiendo su contenido de concentracion por factor. Destaca que la C4 contiene
mayor grado alcoholico a diferencia de las otras dos, por lo que se puede decir a
este punto que el porcentaje de alcohol influye de manera sustantiva en la cantidad
de extraccion de polifenoles, al igual que en la acidez y en la cantidad de chips de
madera adicionadas, ya que también influyen en la evolucién del color del vino con
el paso del tiempo.

Condicién C3 C4 « C7

% (v/v) Etanol 10 14 10

(SO2) ppm 100 100 100

pH 3 3 3.5

Ac. Tartérico (g/L) 3.0 3.0 3.5
Ac. Malico (g/L) 3.0 3.0 3.5
Chips de madera (g/L) 1 3 3

Vol. Total (mL) 100 100 100

Tabla 4. Concentracion y composicion de las tres condiciones que mas extrajeron polifenoles totales al final del
periodo de extraccion.

El grafico 2 muestra que, entre cada condicion, identificada con letras, existen
diferencias significativas. En el grafico 3 vemos cémo se incrementa cada dia la
concentracion de fenoles totales de la C4 en donde, desde el dia 1 se extrae un
total de 13.50 mg/L y el ultimo dia 26 un total de 27.00 mg/L de FT.

Fenoles Totales [mg/L]
30.00
- D
E,, 25.00 *
© ~ E = = =
S 15.00 —
o -
€ 10.00 +— —
g
S 500 +— —
(&)
0.00
1 2 3 4 5 6 7 8
CONDICION (C)

Gréfico 2. Concentracion de fenoles totales (FT) vs nimero de condiciones durante los 26 dias de extraccion a
< 0.05 * Letras diferentes indican diferencia significativa de acuerdo a prueba de Fisher.
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Fenoles Totales [mg/L] C4.

30.00
25.00
20.00
15.00 -
10.00

5.00

0.00

Concentracién [mg/L]

1 2 3 4 5 8 10 12 15 17 19 26
Dias de Extraccion

Gréfico 3. Concentracion de fenoles totales (FT) vs los 26 dias de extraccion en la C4.

Durante el afiejamiento con chips de madera, se cuidaron las condiciones de
almacenamiento de los vinos modelo, se utilizaron botellas pequefias color &mbar
verdoso de 800 mL, con la menor cantidad de oxigeno posible circulante y paso de
luz para asi, evitar oxidaciones por promotores agentes de oxigeno.

2. Determinacién de color (cromaticidad) usando el software MSCV®.

Sabemos que la C4 (fila roja), fue la condicion mas eficiente en extraccion de
polifenoles y paralelamente en la Tabla 5 observamos que la C4 tiene poca
influencia en la extraccion de color, a diferencia del resto de las condiciones en
comparacién C3 y C7 visibles en las filas moradas como se muestra a continuaciéon
(Konica Minolta, 2007).

CONDICIONES COLOR SEMANA 4

a* (rojo-verde) | b* (amarillo-azul) |L* (blanco-negro) |C* (saturacion) AC*
1 -0.67 2.35 98.6 244 0.76
2 -2.3 3.27 98.7 4 -2.84
3 -1.63 0.58 99 1.73 -2.6
4 -1.94 3.72 99.3 4.2 -1.67
5 -3.27 3.77 98.7 4.99 -2.45
6 -3.26 3.72 98.8 4.94 -2.62
7 -4.39 3.57 98.1 5.66 -3.13
8 -1.63 2.4 99.4 29 -0.83

Tabla 5. Concentracion de los datos finales del dia 26 de extraccion, se muestran los parametros del espacio
L* a* b* y C* para la determinacion de cromaticidad de las 8 condiciones de vino modelo por triplicado.

Comparando las 3 condiciones C3, C4 y C7 en el parametro (C*) de saturacion, la
C7 es la condicion de mas alta concentracion de color con un resultado de C* 5.66
que supera a la C4 por lo cual, podriamos afirmar que ésta seria la condicién con
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mayor saturacion de color al ser la condicion con mayor extraccion de polifenoles;
sin embargo, esto no fue asi como se expondra mas adelante.

En la Tabla 5 también se observa que la C7 se mueve en los colores verdes del
parametro (a*) con un valor de -4.39, mientras que la C4 se mueve en los mismos
colores que C7, pero con menor intensidad con un valor de -1.94, sin embargo, C4
obtuvo valores mas altos y positivos moviéndose en los colores amarillos del
parametro (b*) como podemos ver en los graficos 4 y 5, esto significa que hubo una
diferencia entre el valor final y el valor inicial de saturacion.

Las 3 condiciones ya mencionadas, al paso de los dias aumentaron su
concentracion de polifenoles, moviéndose en los colores amarillos, la C4 en menor
concentracion que la C7.

En la Tabla 5 también se observa de manera positiva que la condicion que tiene
mayor luminosidad fue la C4.

a* (rojo-verde)
2 ml
1 2
_ m B
0 T T T T T T T 3
Vg - s T EwmgE
D) m5

Gréfico 4. Gréfico de barras que muestra los colores en los que se mueven cada una de las 8 condiciones en
el del parametro (a*) el dia 26.

b* (amarillo-azul)

-1

Grafico 5. Grafico de barras que muestra los colores en los que se mueven cada una de las 8 condiciones en
el del parametro (b*) el dia 26.
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Para mayor claridad se muestran las siguientes figuras en donde se observa el
espacio en el que se mueven los valores de color de cada condicion en
comparacion:

Hue

o
e

80 _ +a*Red

Figura 7. Diagramas de cromaticidad, parametros L* a* b* (Luminosidad vs Saturacion).

Por lo que hace al célculo de cromaticidad, el Software MSCV no esta programado
para realizar el célculo del parametro C* por lo cual fue necesario obtenerlo con la
férmula que a continuacion se describe.

(C*) Chroma= v (@=)* + (& =)?

Se obtuvo la raiz de la suma de los cuadrados de los pardmetros a y b donde entre
mayor sea el valor de Chroma mayor saturacion de color habra en el sistema.

Como se expuso anteriormente, se suponia que la C4 seria la condicién que mayor
saturacion de color tendria debido a la mayor extraccién de polifenoles, no obstante,
esto en la Tabla 7 se parecia que fue C7 quien logr6 mas saturacion.

En el parametro de (a*) todas las condiciones se mueven en los colores verdes
(negativos) al rojo (positivos); sin embargo, la C4 se encuentra en un punto medio
en comparacion con C3y C7.

En el parametro de (b*) todas las condiciones se mueven en los colores amarillos;
sin embargo, en comparacion con C3 y C7, la C4 es la que contiene mayor
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concentracion de colores amarillos, tal vez debido al comienzo de la polimerizacion
de los polifenoles.

En el parametro de (L*) recordando que 100 es color transparente con la mayor
luminosidad, la C4 con 99.3 es la mas cercana a 100.

CONDICIONES COLOR CONDICIONES COLOR CONDICIONES COLOR
a* (rojo-verde) b* (amarillo-azul) L* (blanco-negro)
5 -3.27 1 2.35 1 98.6
6 -3.26 8 2.40 2 98.7
2 -2.30 2 3.27 5 98.7
a @ 7 @ 6 98.8
s | Caesd s (372D s C_ 2D
8 -1.63 6 3.72 a @
1 -0.67 5 3.77 8 99.4

Tabla 6. Andlisis de color en el dltimo dia de extracciéon. Cada columna de color enlista de menor a mayor los
valores por parametro de cada una de las 8 diferentes condiciones.

En la Tabla 7 se muestran las diferencias de saturacién de color [AC*= C*
(SATURACION DIA 26) — C* (SATURACION DIA 1] en cada una de las condiciones, en
donde a mayor cromaticidad mayor color. Observamos que la C3 es la menos
saturada y la C7 es la mas saturada de color, por lo que la C4 pese a que extrajo
mayor concentracion de polifenoles, tiene poca influencia en la variabilidad de color
en el vino en razébn de que los polifenoles presentes no aportan color
significativamente, lo que representa una ventaja para la aplicacion de esta técnica
(Suarez, R., et al, 2007).

CONDICIONES | COLOR __
Condicion 3 4 7
*
ac % [v/v) Etanol 10 14 10
3 {S02) ppm 100 100 100
8 0.94 pH 3 3 3.5
Ac. Tartdrico
1 0.95 {e/L) 3.0 3.0 3.5
2 2.21 A“'[?ff;i‘“ 3.0 3.0 35
a .@ Chips de
madera (g/L) 1 3 3
> 393 Vol. Total 100 mi 100 mi 100 mi
6 4.22

Tabla 7. Lado izquierdo, parametro de diferencia de saturacion de color de las 8 diferentes condiciones,
enlistandolas de menor a mayor valor. Lado derecho, tabla comparativa de la concentracion de los factores de
las condiciones C3, C4 y C7 destacando en rojo C4 como la condicion mas eficaz en extraccion de polifenoles.
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Las siguientes graficas ilustran lo antes expuesto:

L* (blanco-negro)
99.5
99 —
98.5 +— —
-
98 +— —
975 +— —
97
1 2 3 4 5 6 8
Condiciones
L* (Luminosidad)
(Blanco/Transparente 100 - Negro 0)
100
o 995
@ 99 °
2 985
o 98 —
2 975
= 97
96.5 - - - -
Dia 5 Dia 12 Dia 19 Dia 26
-0 (3 99 99 98.9 99
——C4 99.7 98.7 98.4 99.3
=07 97.8 98.6 97.8 98.1
AC* (Saturacidn)
5
4

_

3
(®)
2
1_
N | m
1 2 3 4 5

Condiciones
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C* (Saturacion)

6

5 /

4

3

2 —0

1

0

Dia5 Dia 12 Dia 19 Dia 26

=—@=C3 1.09 0.26 1.36 1.73
== (C4 0.29 1.75 2.09 4.2
=== C7 1.36 4.64 4.3 5.66

Grafico 6. Numero de botellas vs Luminosidad (L*) y Diferencia de Saturacion (Cromaticidad AC*) en la ultima
semana de afiejamiento, (dia 26). Y movimiento a lo largo de las 4 semanas de los parametros L* y C* solo de
condiciones 3,4y 7.

En lo que respecta a la saturacion de color, la concentracion de los factores en la
C4 no favorecio la extraccion de color, como si se logré en la C7, lo que se puede
explicar por el grado alcohdlico y el pH que favorecen la extraccion. A mayor pH,
mayores cambios de color.

Figura 8. De esta forma lucieron las 8 condiciones de vino modelo al finalizar el proceso de extraccion.

A continuacion, se muestran en la Tabla 8 las concentraciones y los resultados de
fenoles totales y de color de las 3 condiciones en comparacién C3, C4 y C7 y dado
qgue el objetivo principal de este proyecto fue extraer la mayor concentracion de
polifenoles, sin que existan cambios significativos de color o presencia de tonos
intensos que modifiquen el vino de forma visual, podemos afirmar a este punto del
estudio que el modelo mas eficaz fue la C4. Los factores que influyeron
directamente sobre los resultados de este proyecto fue el grado de alcohol, pH y
cantidad de chips de madera.
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Condicioén 3 *4 7
% (v/v) Etanol 10 14 10
(SO2) ppm 100 100 100
pH 3 3 3.5
Ac. Tartérico (g/L) 3 3 3.5
Ac. Malico (g/L) 3 3 3.5
Chips de madera (g/L) 1 3 3
FT [mg/] 18.50 {  27.00 18.00
AC* 0.64 301 [ 430 O
L* 99.0 [ 993 D 981
a* 260 | -167 [(-313 )
b* 1.03 3.07

b*

C*

positivo

rojo
amarillo
blanco (100)
negro{0)

negativo
verde

azul

negro (0)
blanco (100)

Tabla 8. Condiciones de los componentes béasicos de un vino modelo en las condiciones C3, C4 y C7, asi como
sus resultados de Fenoles Totales y cromaticidad.

3. Separacion

identificacion
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

parcial

de compuestos

fendlicos por

Al observar que las condiciones C3, C4 y C7 fueron los modelos con mejores
resultados, se realizé la separacion e identificacion parcial de los polifenoles
presentes en estas condiciones.

Resultados de la C3:

e Cromatograma de la C3 (condicion 3).

mAl

1000 —
200

GO0 —

1.402

Ac. Siringicg!

18

Ac. Gélico

2089

4141

4842

Furfural

5.962

G618

f= =
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Muestra C3
f 1 [ me [wen | Srete [ [Corpememion] oo
1| 1.402 129.4 0.76 - - - -
2| 2.989 2385.6 14.004 13.641 x + 190.56 0.9985 160.9 Ac. Siringico
3| 3.518 14406.7 84.575 11.191 x + 224.51 1 1267.3 Ac. Galico
4| 4.141 53.1 0.312 - - - -
5| 4.842 20.9 0.122 - - - ,
6| 5.962 17.6 0.103 - - - -
7| 6.618 21 0.123 8690.1 x + 34275 0.9995 3.95 Furfural

Tabla 9. Caracteristicas de los 7 compuestos fendlicos separados en la condicion 3 y descripcion de la curva
de calibracién utilizada para calcular la concentracion de los compuestos fendlicos identificados.

e Cromatograma de la C4 (condicidn 4).

maAll |

@
=

1 Ac. Gélico
800 —

600 —
J Ac. Siringico

400 -

] Furfural

200 —

3
] 5 g 3 88 g
[ + ~ ™ o L]
- = J/\_‘_ f L 0 oW [
o 1 2 3 4 5 5 7
Muestra C4
4 Tr Area Area % lerva de R Concentracion Comp’u.esto
calibracion [mg/L] Fendlico
1| 0.733 38.7 0.228 - - - -
2| 2.888 940.2 5.549 - - - -
3| 3.122 1926.5 11.369 13.641 x + 190.56 0.9985 127.3 . Ac
Siringico
4| 3.508 135314 79.858 11.191 x + 224.51 1 1189.1 Ac. Galico
5| 4.194 251.8 1.486 - - - -
6| 4.774 61.6 0.364 - - - -
7| 5.284 12.3 0.073 - - - -
8| 5.732 44,2 0.261 - - - -
9| 5.929 67 0.396 8690.1 x + 34275 0.9995 3.95 Furfural

Tabla 10. Caracteristicas de los 9 compuestos fendlicos separados en la condicion 4 y descripcién de la curva
de calibracidn utilizada para calcular la concentracién de los compuestos fendlicos identificados.
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e Cromatograma de la C7 (condicién 7).

mAl -

A5
3416

3.574

300 Ac. Siringico

5 Ac. Galido
250
200
150

Furfural

100 -

50—

o

4880

5759
6.335

Muestra C7
| r [ e [ wen [ Gt [ [ e
1| 2.954 4003.5 36.475 13.641 x + 190.56 0.9985 279.5 Ac. Siringico
2| 3.416 3595 32.754 11.191 x + 224.51 1 301.2 Ac. Gélico
3| 3.574 3033.9 27.642 - - - -
4| 4.889 116 1.057 - - - -
5| 5.759 160.7 1.464 - - - -
6| 6.335 66.7 0.608 8690.1 x + 34275 0.9995 3.95 Furfural

Tabla 11. Caracteristicas de los 6 compuestos fendlicos separados en la condicion 7 y descripcion de la curva
de calibracion utilizada para calcular la concentracion de los compuestos fendlicos identificados.

Es importante destacar que en las tablas 9, 10 y 11 no fue posible identificar por
completo todos los picos que el cromatografo HPLC separ6, debido a que no se
conté en tiempo con los estandares puros o reactivos de los demas posibles
compuestos y la identificacion se limitd a los estandares en existencia siguientes:

e Acido Galico (SIGMA — ALDRICH, product for USA).
e Acido Siringico (SIGMA — ALDRICH, product for USA).
e Furfural (SIGMA — ALDRICH, product for USA).

Sin embargo, en la tabla 12 se puede apreciar la comparacion de concentraciones
de los compuestos cuantificados en cada una de las 3 muestras, con el fin de
visualizar con mayor claridad las cantidades cuantificadas que detectan diferencias.
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Concentracion [mg/L]
Cc3 c4* Cc7
Ae 160.9 127.3 279.5
Siringico
Ac. Galico 1267.3 1189.1 301.2
Furfural 3.95 3.95 3.95
1400 1267.3
1189.1
1200
1000
800
600
400 279.5 301.2
200 127.3
3.95 3.95 3.95
0
c3 ca c7

W Ac. Siringico M Ac. Galico m Furfural

Tabla 12. Comparacion de las concentraciones identificadas en las condiciones 3,4y 7.

En grafico 7 se muestra la curva de calibracién de cada disolucion patron que se
us6 para calcular la concentracién de los analitos encontrados. El tiempo de
retencion del pico del analito fue el mismo en todos los cromatogramas; sin embargo
fue posible identificar la concentracion de cada compuesto fendlico por su area y su
curva de calibracion:

Curva estandar Acido Galico [mg/L] y=11.191x + 224.51
2 _
12000.0 R=1
10000.0 —
8000.0 /0/’/’/‘/‘/
(5]
g 6000.0
<L ”/’/
4000.0
2000.0 ’/,,0
0.0 T T T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Concentracion [mg/L]
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Curva Estandar Ac. Siringico (mg/L)
y = 13.641x + 190.56
800.00 2=0.9985
600.00
(5]
© 400.00
<L
200.00
O-OO T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Concentraciéon [mg/L]
. y = 8690.1x + 34275
Curva Estandar Furfural (mg/L) - 0,995
150000.0
100000.0 /
]
<
50000.0
0.0
0 2 4 6 8 10 12 14
Concentracién (mg/L)

Grafico 7. Curvas de calibracion utilizadas para la identificacion de los compuestos presentes en las muestras.

8. Conclusiones

« Se observd que la C4 fue el modelo mas eficiente con la extraccion de 9
compuestos fendlicos en un proceso de 26 dias de afiejamiento en un menor
tiempo, dinero y espacio. Se obtuvo mayor concentracion de polifenoles
debido a que en su composicion los factores de grado alcohdlico, acidez y
cantidad de chips de madera influyen de manera positiva en este resultado.

« Se separaron 9 compuestos fendlicos de los cuales se identificaron y
cuantificaron con los estandares puros existentes 3 de ellos: acido siringico,
acido galico y furfural.

e Con un Andlisis de Varianza con un a < 0.05 se observo una variabilidad de
color no significativa con el inicio de reacciones de polimerizacion y oxidacion
durante el proceso, considerando que los polifenoles en su mayoria son muy
inestables y se transforman rapidamente en varios pigmentos.
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« Los chips de madera no afectan la luminosidad de los vinos. En el parametro
de luminosidad (L*) la condicién C4, no mostro diferencia significativa.

« La condicibn C4 mostré6 moverse con muy poca intensidad en los colores
amarillos esto debido al inicio de la polimerizacién de los acidos fendlicos y
la influencia de alta concentracion de sulfuroso lo que soporta una escasa
variacion de color en el vino.

« Lacondicion C7 en cuanto a la cromaticidad (AC*) fue las mas alta y coincide
con el mayor valor de pH de 3.5 debido a que a mayor pH, mayor variabilidad
de color.

« En conclusién es viable la extraccion eficiente de mas compuestos fendlicos
sin grandes cambios en la cromaticidad de los vinos modelo, permitiendo que
se puedan afiejar los vinos blancos, rosados o tintos con chips de madera de
roble sin alteracion sustantiva de color.
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