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RESUMEN

En este trabajo se ha estudiado el efecto de la cavitacion producida
mediante sonicacion, en la extraccién de compuestos polifenélicos de uva
tinta Bobal. Asi pues se realizaron 11 ensayos, separados en dos bloques,
con y sin maceracion con hollejos, con tratamiento de sonicacién de tipo
pulsado o0 en continuo, con sus correspondientes testigos. Los resultados
obtenidos reflejan una influencia marcada de la maceracion con hollejos y el
tratamiento de ultrasonidos en los valores intensidad colorante, indice de
polifenoles totales, concentracion de antocianos y taninos, asi como en el
grado medio de polimerizacién de los taninos extraidos. Los factores que
mas influyen en una mayor extraccion de compuestos polifendlicos son la
maceracion con hollejos, en combinacion con un tratamiento pulsado de
ultrasonidos frente al tratamiento en continuo.

Palabras Clave: Polifenoles, ultrasonidos, taninos, uvas, antocianos,
HPLC.

ABSTRACT

This paper studies the effect of cavitation produced by sonication in
the extraction of polyphenolic compounds from Bobal red grape. Thus 11
trials separated into two groups; with and without maceration with the skins,
with pulsed or continuous sonication, with their corresponding controls were
performed. The results show a clear influence of the maceration with the
skins and ultrasonic treatment in the values of color intensity, total
polyphenols index, anthocyanins and tannins concentration, and the average
degree of polymerization of the tannins extracted. The factors that most
influence a greater extraction of polyphenolic compounds are maceration
with the skins in combination with pulsed ultrasonic treatment, over
continuous treatment.

Keywords: Polyphenols, ultrasound, tannins, grapes, anthocyanins
HPLC.
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RESUM

En aquest treball s'ha estudiat I'efecte de la cavitacié produida mitjancant la
sonicacio, en l'extraccié de compostos polifendlics de raim tinta Bobal. Aixi,
doncs es van realitzar 11 assajos, separats en dos blocs, amb i sense
maceracio amb pellofes, amb tractament de sonicacié de tipus polsat o en
continu, amb els seus corresponents blancs o amb les seues referencies
corresponents. Els resultats obtinguts reflectixen una influéncia marcada de
la maceracié amb pellofes i el tractament d'ultrasons als valors d'intensitat de
colorant, I'index de polifenols totals, la concentracié d'antocians i tanins, aixi
com el grau mitja de polimeritzacié dels tanins extrets. Els factors que més
influixen en una major extraccié de compostos polifendlics sén la maceracio
amb pellofes en combinacié amb un tractament polsat d'ultrasons enfront del
tractament en continu.
Paraules Clau: Polifenols, ultrasons, tanins, raim, antocians, HPLC.

INTRODUCCION

Los polifenoles son compuestos bioactivos con gran capacidad
antioxidante que han despertado un gran interés desde el punto de vista
nutricional, por sus acciones no solo en estado de salud, sino en la
prevencion de las alteraciones funcionales y estructurales de diversas
enfermedades. Los compuestos fendlicos se suelen clasificar en dos
grandes grupos los no flavonoides y los flavonoides. De los flavonoides los
de mayor influencia sobre el color, su evolucion y otras caracteristicas
definitorias de la calidad del vino tinto, son los antocianos y flavanoles, este
ultimo se subdivide en catequinas y taninos condensados (Zamora, 2003).

Moléculas responsables del color en los vinos.

Los polifenoles son las sustancias responsables del color de la uva y, por lo
tanto, de los vinos. La uva blanca produce sélo polifenoles amarillos, que
son los llamados taninos y la tinta, ademas de los taninos, produce
polifenoles rojos que son los llamados antocianos.

Los polifenoles no sélo afectan al color sino también al gusto. Los taninos
son compuestos polifendlicos, que dan caracteristicas gustativas de
astringencia, sensacién aspera en la boca. Sin embargo, se ha visto que
los taninos reaccionan entre si agrupandose y perdiendo astringencia,
debido al envejecimiento del vino, ofreciendo asi un sabor mas suave.

Calidad del vino

La calidad de la uva es esencial para la calidad del producto final y
ésta depende de numerosos factores, entre ellos, el grado de maduracion.
Durante la vinificacién en tinto, la maceracion es una etapa esencial para la
obtencién de vino con alto indice de color, ya que es durante esta etapa
cuando son extraidos los compuestos fendlicos de las pieles y semillas. Pero



la extraccion de estos compuestos no esta siempre en relacion directa con
su contenido en la uva, pues uvas ricas en compuestos fendlicos no
conducen necesariamente a vinos muy coloreados. Tres factores son
indispensables para comprender este fendmeno: la localizacion de los
compuestos fendlicos en las pieles, su evolucion durante la maduraciéon y su
extractibilidad. Segin Gonzalez-San jose y Diez (1992), Ribéreau Gayon et
al. (1998a) y Guidoni et al. (2002), la sintesis de los compuestos fendlicos es
una consecuencia colateral de la formacién y acumulacién de azucares en el
grano de uva.

Extractibilidad de los compuestos fendlicos

La extractibilidad de los antocianos esta fuertemente condicionada por
la degradacion de las membranas y de las paredes celulares de las células
del hollejo, mientras que la de los taninos, especialmente los de las semillas,
depende menos de este factor (Saint-Cricq et al., 1998).

Ademas la simultaneidad entre la fermentacion alcohdlica y la
maceracion condiciona la extraccion de los taninos, ya que estas moléculas
son poco solubles en agua y mas solubles en alcohol. A su vez, el alcohol
tendria el efecto de disgregar las membranas vacuolares y celulares,
facilitando la liberacion de los taninos ligados (Glories y Saucier, 2000;
Amrani Joutei y Glories, 1995).

Los ultrasonidos pueden definirse como ondas acusticas inaudibles de
una frecuencia superior a 20 kHz. Se diferencian ultrasonidos de baja
intensidad (<1 W cm, 0,1-20 MHz) o de alta intensidad (10-10S00 W cm?,
<0,1 MHz). Los primeros son excelentes para medir propiedades del medio
en el que se propagan ya que no producen ninguna modificacion. Los de alta
intensidad, sin embargo, pueden provocar cambios fisicos y quimicos en el
material en el que se aplican.

Los ultrasonidos son una herramienta bien conocida y probada para la
extraccion de material vegetal intracelular y compuestos aromaticos. La
actividad mecanica de los ultrasonidos apoya la difusion de los disolventes
en el tejido. Los ultrasonidos rompen de la pared mecanicamente por las
fuerzas de cizalla, produciendo un efecto de cavitacion en el liquido,
facilitando asi la transferencia de la célula en el solvente. La reduccion del
tamafio de particula de la cavitacion ultrasdnica aumenta la superficie de
contacto entre el sélido y la fase liquida; favoreciendo asi la intensificacion
del sabor del vino mediante la extraccion de compuestos fendlicos y
aromaticos.

En los dUltimos afios, varias técnicas de extraccion han sido
desarrolladas para la extraccion de sustancias nutraceuticas de las plantas,
como son los polifenoles, incluida la extraccion mediante ultrasonidos,
microondas, fluido supercritico y disolvente acelerado (Wang y Weller,
2006). De estas distintas técnicas de extraccion, es la de ultrasonidos la mas
barata, simple y una alternativa eficiente en comparacién a las otras (Jing,
Baoguo, Yanping, Yuan, y Xuehong, 2008).



OBJETIVO

El objetivo de este trabajo fue evaluar si la cavitacion producida
mediante sonicacion en superficie radiante de 400 w a 25 kHz, puede
provocar la degradacion de las células del hollejo, facilitando la extraccion de
compuestos polifendlicos. Para cumplir con este objetivo la uva seré
sometida a distintos protocolos de sonicacion.

MATERIALES Y METODOS
Tratamientos.

Para el ensayo se utilizé6 800 g de uva, por tratamiento, de la variedad
Bobal fueron despalilladas a mano, posteriormente trituradas mediante la
trituradora doméstica Thermomix (modelo TM 31), a velocidad 1 y a un
tiempo de 2 minutos. Posteriormente se sometid las muestras a 3 distintos
tratamientos; sonicacion de las muestras mediante superficie radiante de
400 W a 25 KHz, a tiempos de 0, 10 y 20 minutos de forma continua o
pulsada (pulsos de 1 minuto). Ademas se sometid6 a prensado antes o
después de la fermentacion alcohdlica.

De este proceso se obtuvieron 11 muestras, realizadas por triplicado,
las cuales fueron agrupadas en funcion del tratamiento recibido. Se
realizaron 33 microvinificaciones en tarros de vidrio o botellas dependiendo
si éstas fueron maceradas o no con sus hollejos, en el caso de los tarros
estas muestras realizaron la fermentacion en maceracion con sus hollejos;
mientras que las de botellas fermentaron solo con el mosto, sin hollejos.

Asi pues los 11 grupos, de los cuales hay 3 testigos, el primero sufre
maceracion con sus hollejos, pero no recibe tratamiento de ultrasonidos (0-
N) vy otros dos testigos que tampoco sufren tratamiento de ultrasonidos, ni
maceracion fermentativa con sus hollejos, por lo tanto son prensados
prefermentativamente a intervalos de tiempo de 10 y 20 minutos (0-10S y O-
20S). De esto se obtuvieron las distintas codificaciones siendo la primera
cifra el tratamiento de ultrasonidos continuo o pulsado, la segunda del
prensado (S) o maceracion con hollejos (N). Asi pues se obtuvieron dos
blogues: el primero de los que no sufrieron maceracion con hollejos 0-10S,
0-20S, 10C-S, 10P-S, 20C-S, 20P-S; y por otro lado los que si 0-N, 10C-N,
10P-N, 20C-N, 20P-N.

Posteriormente se afladid a las botellas y tarros 5 g/hL de anhidrido
sulfuroso, antes de la fermentacion. EI mosto se inoculo con levadura
comercial Saccharomyces cerevisiae previamente hidratada (20g/hL).
Durante la maceracion-fermentacion se realizé un control diario de la
densidad y de la temperatura (oscilando entre 27 y 28°C) y un bazuqueo de
10 minutos.



Se espero hasta llegar a una densidad de aproximadamente 995 g/L,
lo que nos indica que la fermentacion alcohdlica ha terminado y da paso a la
fermentacién malolactica, por tal motivo se afiadié bacterias lacticas del
genero Oenococcus oeni. La evolucion de la fermentacion malolactica, se
controla mediante cromatografia de papel (OIV, 1979).

Una vez terminada la fermentacion malolactica, los vinos se trasiegan y
estabilizan agregando 30 mg/L de SO,. Posteriormente los vinos se someten
a estabilizacion natural y tras 30 dias se trasiegan y conservan a 15°C.

Después de dos meses de su embotellado, los vinos se someteran a
los andlisis quimicos para establecer el efecto de los distintos tratamientos
sobre la concentracién y evolucion de los polifenoles, estos andlisis se
realizaron por triplicado.

Materiales

Determinaciones espectrofotométricas: se empled un
espectrofotometro JASCO V-630 de doble haz UV-Visible (JASCO, Tokyo,
Japon). Para cuantificar los antocianos pormenorizados, se utilizd un
cromatégrafo liquido de alta eficacia (HPLC) marca JASCO modelo MD-
2010 Plus, (JASCO, Tokyo, Japdn) equipado con un detector Diodo Array
LC-Net II/ADC (Tokyo, Japén). Para la determinacion de los las coordenadas
CielLab, se us6 un espectrocolorimetro marca Minolta, modelo CM-3600d; Y

Sonicacion: El equipo utilizado en el tratamiento de ultrasonidos, es
un prototipo de planta piloto que consta de un depdsito troncoconico de
acero inoxidable en cuya base se instalaron 4 transductores de 100W-25
kHz y un generador externo. Las ondas de ultrasonidos se transmiten
unicamente desde la base del depdsito y se corresponde con una superficie
radiante de 175 cm?

Métodos analiticos

La determinacion de los parametros convencionales de la madurez
tecnoldgica de las uvas (densidad, grado Brix, pH, acidez total) se ha
realizado siguiendo los métodos que se recogen en al Reglamento Oficial de
la Union Europea (OIV, 1979).

DETERMINACIONES ESPECTROFOTOMETRICAS

Determinacion de la madurez polifendlica de las uvas: La madurez
de la pulpa puede ser perfectamente valida para la determinacién de la fecha
de vendimia para la elaboracion de vinos blancos, pero no sirve de
referencia correcta en el caso de los vinos tintos, ya que la madurez de las
semillas y de la piel no se correlaciona necesariamente con el grado de
madurez de la pulpa. La madurez de la pulpa es la relacion maxima entre el
contenido de azucares y acidez total, mientras que la madurez polifendlica
nos indica la madurez Optima para la elaboracion de vinos tintos de calidad.



Por tal motivo es absolutamente necesario definir el término de madurez
fendlica, en contraposicion a la madurez de la pulpa.

Determinacion de la madurez de hollejos y pepitas por el método de
Glories modificado por Saint-criq de Gaulejac: Se fundamenta en la
extraccion de los compuestos fendlicos de las uvas a dos pH distintos, a
partir de un triturado de éstas. Por un lado a pH 1 se favorece la extraccion
de la practica totalidad de los compuestos fendlicos de la uva, ya que ese pH
tan acido provoca la degradaciéon de las células de los hollejos; y a pH 3,2
(proximo al pH real de las uvas) se accede a los compuestos fendlicos
facilmente extraibles.

Intensidad colorante: Se define como el sumatorio de A4y + Asyg +
As20 mediante analisis espectrofotométrico (Glories, 1978).

indice de polifenoles totales: El indice de Polifenoles Totales valora
la totalidad de los compuestos polifendlicos de los vinos por medicion de la
absorbancia a la longitud de onda que escinde el grupo fenol. (Ribéreau-
Gayon, 1979) La metodologia consiste en diluir previamente el vino por un
factor de 100 y medir la absorbancia del vino a 280 nm (UV) bajo 10 mm de
paso optico en una cubeta de cuarzo, frente al agua. El nicleo bencénico
caracteristico de los compuestos polifendlicos tiene su maximo de
absorbancia a esta longitud de onda.

Concentracion de antocianos: Los antocianos son los responsables
del color rojo azulado de la piel de uvas tintas y naturalmente del color del
vino tinto; por otro lado, los polifenoles influyen directa o indirectamente
sobre la caracteristica de los vinos, confiriéndoles una gran parte de su
estructura, su color y de sus propiedades sensoriales (Ribéreau-Gayon,
1979).

Concentracion de taninos: Llamamos taninos a diversos
compuestos fendlicos que tienen como caracteristica comdn que precipitan
con las proteinas en solucion, y que ralentizan o inhiben las acciones
enzimaticas por combinaciéon directa con su fraccion proteinica. En la uva y
por tanto en los vinos que no han pasado por madera hay taninos
condensados (procianidinas o proantocianidinas formados por monémeros y
polimeros de catequinas) y acido galico (tanino hidrolizado), si los vinos han
estado en madera aparece también acido elagico (tanino hidrolizado).

Las proantocianidinas tienen la propiedad de ser transformables
parcialmente en antocianidinas rojas por calentamiento en medio acido. Este
calentamiento conduce a la ruptura de ciertas uniones y a la formacién de
carbocationes que se transforman parcialmente en cianidina y catequinas si
el medio es suficientemente oxidante (reaccion de Bete-Smith). Este método
consiste en utilizar ésta propiedad para la deteccion de taninos en el medio
(Ribéreau-Gayon y Stonestreet, 1966).

indice de etanol: Los taninos al combinarse con sales inorganicas,
péptidos y con polisacaridos precipitan con facilidad con el etanol. Una forma



de determinar estos polifenoles combinados es aumentar el grado
alcohdlico del vino utilizando etanol del 96%. Este método nos indica el
porcentaje de taninos combinados con sales, péptidos y polisacéaridos
(Glories, 1984).

indice de DMACH: El proceso se basa en la estimacion del grado de
polimerizacién de los taninos de la uva y del vino, utilizando el aldehido p-
dimetilaminoacimaldehido (D.M.A.C.H.) (Vivas, 1994).

indice de PVPP: El indice de Polivinilpirrolidona (PVPP) indica el
porcentaje de antocianos combinados con los taninos. La mayor
concentracion de combinaciones antocianos-taninos justifica la mayor
contribucion de los antocianos al color (presentan un rojo mas intenso y
menor tonalidad azul), y sobre todo la estabilidad del color, evitan la
oxidacion de los antocianos, asi como la disminucion de la astringencia de
los taninos (Blouin, 1977; Vivas et al., 1995).

indice de Gelatina: El indice de gelatina valora el porcentaje de
taninos capaces de reaccionar con las proteinas, es decir, lo taninos
astringentes. El valor del indice aumenta con la astringencia (Glories, 1978).

Parametros CIELab: Se obtienen a partir de las medidas de
absorbancia del mosto, realizadas en el rango de longitudes de onda
comprendidas entre 380 y 780 nm, con cubetas de 2 mm de espesor y
referidas a un observador de 10°, un iluminante D65 y cubetas de 2 cm. Para
ello se emplea un espectrofotometro conectado a un ordenador con un
programa especifico de color (MIDAS) que realiza el célculo directo de los
parametros CieLab L*, a*, b*, C*y H*.

Matiz: El matiz o la tonalidad es el parametro que nos indica la
importancia relativa del amarillo sobre el rojo, sera el cociente entre A Y
Asyo, expresado en tanto por ciento (Zamora, 2003).

DETERMINACIONES MEDIANTE CROMATROGRAFIA EN FASE LIQUIDA
(HPLC)

La determinacion de los antocianos pormenorizados se realizo
mediante la técnica de cromatografia liquida de alta resolucion HPLC. Se
lleva a cabo la cuantificacién de delfinidina, cianidina, peonidina, petunidina y
malvidina. Para ello, se empleo el equipo de HPLC JASCO serie MD-2010
Plus, (JASCO, Tokyo, Japdn), equipado con un detector de Diode Array. La
separacion se efectué mediante la columna Gemini NX de 250 x 4.6 mm de
5 um Phenomenex (Torrance, CA). Los solventes utilizados como fase movil,
fueron acido formico 4.5% en agua bidestilada (Fase A) y acetonitrilo 100%
(Fase B) a un flujo de 1 mL/min. El volumen de inyecciéon fue 20 pyL de
muestra filtrada por filtro de celulosa de 0,45 uym de tamafio de poro. El
gradiente de utilizado es el siguiente, (% B): 10% de 0 a 10 min, 15% de 10
a 25 min, 0% de 25 a 30 min, 10 % de 30 a 40 min, y ha sido ligeramente
modificado de el realizado por Hebrero et al. (1998). La deteccién se realiz6
a 520 nm de longitud de onda y se cuantificaron mediante una recta patron



construida con distintas concentraciones de malvidina-3-glucosido (S-0911,
Extrasynthese, Genay, Francia) (Hebrero et al. 1989).

TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Se utilizé el programa Statgraphics plus 5.1 para Windows con el fin
de llevar a cabo en analisis normalizado de la varianza (ANOVA). El objetivo
fue determinar si existen diferencias significativas entre los distintos
tratamientos

RESULTADOS Y DISCUSION

Se ha determinado la composicion inicial de la uva objeto de este estudio.
En la tabla 1 podemos observar los valores medios obtenidos, y sus
respectivas desviaciones estandar, de los parametros convencionales; y en
la tabla 2 la determinacion de la madurez polifendlica de las uvas de partida.

Las determinaciones analiticas se han realizado por triplicado.

TABLA 1. Medias y desviaciones estandar de los grados Brix y densidad en la

uva

Vino °BRIX Densidad (g/L)
0-10S 219a |(+| 01 |10933a |+]|0,6
0-20S 219a |(+| 03 |10933a |+]|12

0-N 224a |(+| 0,2 | 10950a |+|1,0
10C-S 221a || 05 |1094,0a |+]|20
10P-S 21,7a |+=| 01 |10923a |+]|0,6
20C-S 220a |+| 0,2 |1093,7a |+]|0,6
20P-S 218a (x| 05 |1092,7a |+]|23
10C-N 220a |(+=| 0,7 |10933a |+]|29
10P-N 220a (x| 06 |1093,7a |£]|25
20C-N 224a || 05 |10953a |+]|23
20P-N 222a (x| 06 |10947a |+]|21

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas al 95%

En la tabla 1 se aprecian pocas diferencias respecto a los grados Brix
y densidades de las distintas muestras, si bien es de destacar que se parte
de unos valores algo superiores en algunas muestras, debido a la propia
heterogeneidad de la materia prima, ya que aunque los granos fueron
escogidos al azar en un mismo racimo se encuentran uvas con diferentes
grado de madurez (°Brix), siendo las mas maduras las de la parte superior
del racimo y por lo tanto una mayor concentracion de azucares en
comparacioén a las de la parte mas inferior del racimo.



TABLA 2. Madurez polifendlica de las uvas

Parametros polifendlicos totales y extraibles
pH1 pH3,2
Intensidad 24,06 £1,44 10,10, £ 0,91
Colorante
Antocianos (mg/L) 298,95 + 14,91 136,29 + 7,25
Indice de 56,52 + 1,90 42,71 + 0,54
Polifenoles Totales
Polifenoles (mg/L) 862,70 + 37,18 621,02 + 16,11
Taninos (g/L) 0,81 + 0,017 0,61+ 0,03

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas al 95%

A partir del andlisis de la uva por la metodologia de Saint Cricq (1999)
en la tabla 2 podemos observar como la Intensidad Colorante de la uva
objeto de este estudio no muestra unos valores muy elevados, al igual que
sucede con la concentracion de antocianos, y estos valores son
proporcionalmente mas bajos cuando analizamos el color y los antocianos
extraibles (los obtenidos a pH 3,2), que son los mas representativos del
comportamiento de estas uvas durante la vinificacion. Esto da lugar a una
baja extractibilidad de los antocianos y por tanto del color, que precisara
técnicas de vinificacion mas drasticas de extraccion.

TABLA 3. Parametros de extractibilidad de las uvas

Parametros de extractibilidad
Extractibilidad del color (EC%) 57,99 + 3,08
Extractibilidad antocianos (EA%) 54,31+ 3,21
Extractibilidad polifenoles (EP%) 27,92 + 3,01
Extractibilidad taninos (ET%) 22,13+ 4,4
Madurez de pepitas (MP %) 75,87 +1,18

Por otro lado en la tabla 3 se puede observar el potencial de
extraccion de polifenoles totales es muy superior al de los antocianos, y su
extractibilidad mucho mayor; siendo los taninos los polifenoles mas
abundantes, el comportamiento de éstos tiene que ser similar al de los
polifenoles, observando en ellos una alta extractibilidad. Pero esta alta
extractibilidad de taninos no nos permite conocer si es debida a los taninos
de hollejos o0 a los de pepitas, pero posiblemente sean muy extraibles los
dos. La madurez de las pepitas nos indica el estado de madurez de sus
taninos, y los altos valores observados indican una madurez deficiente. Por
tanto, el hecho de que los taninos de pepitas sean verdes y extraibles, es un
problema importante que va a condicionar la extraccién de éstos.

Por tanto las técnicas de extraccion mas adecuadas para estas uvas
serian aquellas que potenciasen la extraccion de antocianos, minimizando la
extraccion de los taninos de pepita, siendo las maceraciones
prefermentativas muy interesantes ya que evitarian prolongar la maceracion



fermentativa cuando la concentracion de alcohol es elevada, que es cuando
se extraen los taninos de pepita.

Evolucion de los parametros polifendlicos durante la fermentacion

Con la finalidad de determinar si existen diferencias significativas en la
extraccion de compuestos polifendlicos entre los vinos procedentes de uvas
sometidas a los distintos tratamientos con ultrasonidos con y sin maceracion
con sus hollejos; se ha determinado la composicién de estos a lo largo de la
fermentacion alcohdlica.

Todas las experiencias se realizaron por triplicado, y la determinacién de
los parametros polifendlicos en cada una de las experiencias se realizaron
también por triplicado, figurando en las tablas la media y desviacion estandar
de los andlisis realizados para cada parametro y en cada uno de los
muestreos.

En la tabla 4 se recogen los valores de Intensidad Colorante durante los
muestreos realizados a lo largo de la fermentacién. Podemos observar dos
bloques perfectamente diferenciados, los correspondientes a los vinos que
no maceraron con sus hollejos (0-10S, 0-20S, 10C-S, 10P-S, 20C-S, 20 P-S)
gue tienen valores mas bajos, y los correspondientes a los vinos que
maceraron con sus hollejos (0-N, 10C-N, 10P-N, 20C-N, 20P-N).

TABLA 4. Medias, desviaciones estandar y ANOVA de los valores de Intensidad
Colorante, durante la maceracion

IC

VINO 15/10/2013 18/10/2013 21/10/2013 23/10/2013 28/10/2013
0-10S 1,79+ 0,24a | 1,94 +0,26a 2,09 £ 0,40a 2,01+0,17a 2,09 £ 0,24a
0-20S 1,81+0,14a | 2,11+£0,13a 1,88 +0,28a 1,83 +0,10a 1,79+ 0,12a

0-N 1,83+0,30a | 9,87+1,13b | 24,06 +2,80b | 19,36 +0,85b | 17,94 +0,95c
10C-S 2,82+0,03b | 2,32+0,34a 2,84+0,17a 2,60 + 0,30a 2,53 +0,40b
10P-S 2,43+0,16b | 2,74 +£0,35a 2,61 +0,23a 2,60+ 0,17a 2,56 +0,15b
20C-S 3,28 £0,11c 3,67 £ 0,26a 3,69 +£0,15a 3,54 £ 0,39 3,43 +0,13b
20P-S 3,25+ 0,42c 3,06 +0,31a 3,01 +£0,50a 3,00 + 0,65a 2,79 £0,42b
10C-N 3,29+1,21c | 10,08 +1,06b | 25,682,350 | 20,80+ 3,91b | 17,94 £0,28¢C
10P-N | 2,22+0,32ab | 10,23 +0,71b | 24,98 +1,99b | 19,57 +1,33b | 18,96 £ 1,41c
20C-N | 3,06 £0,13bc | 9,96 £2,40b | 24,13+0,64b | 19,07 +1,27b | 18,60 = 0,35C
20P-N 2,76 £0,07b | 10,34 +2,92b | 23,66+ 1,03b | 19,71 +2,23b | 18,50 +0,53c
F-ratio 584,83 28,81 221,61 106,44 584,31
P-value 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas al 95%

Todos aquellos tratamientos sin maceracion siguen una disminucion
paulatina de la intensidad colorante a lo largo de la fermentacién debida a la
oxidacion, precipitacion y adsorcion de antocianos por las paredes celulares
de las levaduras. Por otra parte, las muestras que fermentaron con sus
hollejos (0-N, 10C-N, 10P-N, 20C-N, 20P-N) tienen un comportamiento
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similar en cuanto a que la méaxima intensidad colorante se produce en el
sexto dia de maceracion.

Tal y como se observa en la tabla 4 inicialmente (15/10/2013) se produce
un incremento de la intensidad colorante como consecuencia del tratamiento
de ultrasonidos obteniendo valores de 1,79 en los ensayos sin tratamiento
de sonicacion y 3,28 con tratamiento de sonicacién. Por tal motivo, se
aprecia que los valores mas altos de intensidad colorante se presentan en
las muestras que recibieron tratamiento ultrasonidos, habiendo diferencias
significativas entre ellas, destacando del grupo sin maceracion la muestra
20C-S y de los que maceraron con sus hollejos 10P-N y 20C-N. Dicho
comportamiento, puede atribuirse al sobrecalentamiento de la muestra
inherente al tratamiento de ultrasonidos.

El descenso de intensidad colorante, es menos acusado en aquellos
ensayos sin maceracion que han sido sometidos al tratamiento de
ultrasonidos, siendo proporcional su valor al tiempo de tratamiento de
sonicacion y en continuo sobre el tratamiento pulsado.

El matiz es la medida que nos indica la importancia del color amarillo
sobre el rojo. La evolucion del matiz durante la maceracion sufre una
disminucion para luego aumentar en la conservacion, esto se debe a las
interacciones antociano-tanino. Como se puede apreciar en la tabla 5, este
comportamiento esperado se cumple obteniendo valores mas elevados el
cuarto dia de maceracion (28/10/2013), debido a que las interacciones entre
antocianos y taninos ya se estan produciendo durante la maceracion. Asi
pues, se observa en que las muestras no maceradas disminuyen
ligeramente sus valores a lo largo del tiempo, debido a la baja concentracion,
por tal motivo habr4 menores interacciones antociano-tanino, dando como
resultado valores altos en comparacion al grupo que maceré con sus
hollejos, encontrandose diferencias significativas. En relacion al bloque que
macero con sus hollejos, se observa una disminucion acusada a lo largo del
tiempo en los valores del matiz, esto se debe a que las interacciones
antociano-tanino estan teniendo lugar a lo largo de la maceracion. Ademas
como se aprecia en el bloque de los vinos que sufrieron maceracion con
hollejos, las muestras con tratamiento de ultrasonidos pulsado, presentan los
valores ligeramente menores en relacion a sus homélogos de su mismo
bloque, como es el caso de 20P-N con 52,76 frente a 20C-N con 53,77, lo
gue saca a relucir el mayor efecto del tratamiento de sonicacion pulsado en
relacion a la mayor extraccion de compuestos polifendlicos.
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TABLA 5. Medias, desviaciones estandar y ANOVA de los valores obtenidos de
Matiz, durante la maceracion

Matiz

VINO 15/10/2013 18/10/2013 21/10/2013 23/10/2013 28/10/2013
0-10S | 104,52 +5,48b | 99,90 + 5,04b | 70,19 +2,47b | 70,22 + 0,73bc | 81,44 + 5,62bc
0-20S | 102,46 +2,48c [91,79 + 3,98b | 70,20 + 4,15b | 71,94 + 4,94bc | 83,47 + 4,30c

0-N 111,24 + 7,06a | 69,99 + 8,45a | 44,53 +£1,20a | 50,22 + 3,77a | 53,13 £+ 2,46a
10Cc-s | 100,69 +7,86b | 88,99 +9,26b |68,39 +2,51b|71,50 + 1,97bc | 77,88 + 2,54bc
10P-s | 101,19 + 10,96bc | 98,69 + 7,69b | 68,93 + 3,60b | 72,56 + 3,67bc | 79,93 + 3,57bc
20C-S | 94,27 +3,16b | 99,69 +9,96b |66,41 +2,29b | 68,93 + 3,62b | 76,12 + 2,31bc
20pP-S | 102,48 + 9,70bc | 100,78 + 5,44b | 68,10 + 5,26b | 75,21 + 3,54c | 78,28 + 5,17bc
10C-N | 105,75+ 7,03a |61,20 + 10,55a | 45,70 + 2,45a | 53,03 + 2,88a | 54,05 £ 3,10a
10P-N | 99,32+9,72a | 65,78 +1,47a |44,61+1,01a| 48,07 £2,27a | 52,79 + 1,38a
20C-N | 94,74+7,15a | 64,45+6,70a | 45,04 +£0,43a| 50,98 + 1,14a | 53,77 £ 0,65a
20P-N | 92,74 £11,94a | 65,78 +8,17a |44,77 £ 0,26a | 51,51 + 2,02a | 52,76 £ 0,23a
F-ratio 52,86 15,2 60,88 40,35 52,86
P-value 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas al 95%

Como se puede observar en la tabla 6 la evolucion del indice de
polifenoles totales (IPT) durante la fermentacién se mantiene practicamente
constante en los vinos sin maceracion a lo largo de toda la fermentacion. Asi
pues se aprecia que los valores iniciales de IPT son mas altos en aquellas
muestras sometidas al tratamiento de ultrasonidos, con respecto a los
ensayos sin tratamiento, siendo al inicio mayor el efecto del tratamiento de

ultrasonidos en continuo con respecto al tratamiento pulsado.

TABLA 6. Medias, desviaciones estandar y ANOVA de los valores de IPT,

durante la maceracion
IPT

VINO 15/10/2013 18/10/2013 21/10/2013 23/10/2013 28/10/2013
0-10S |22,57+217ab| 2284 +3,22a | 21,14+ 1,50a |22,48+2,31ab| 23,17 + 3,37ab
0-20S |18,81+4,86ab| 2418+ 1,95a | 18,3+ 1,55ab | 20,63 +1,42a | 21,10 + 1,29a

0-N 20,66 +2,35¢c | 72,11 +1,74b | 77,80 + 2,65de | 74,66 +9,12c | 76,18 * 4,16¢
10C-S |27,35+2,09ab | 29 66 + 4,64a | 23,14 + 2,55bc | 23,49 + 2,67ab | 23,80 + 3,10ab
10P-S | 25,67 +1,08ab | 2725+ 2 05a | 23,09 + 1,48bc | 23,80 + 2,39ab | 24,07 + 1,19ab
20C-S | 30,30 +3,19b | 27,95+ 4,16a | 26,64 +1,24c | 28,22 +2,72b | 28,92 + 2,68b
20P-S | 26,49 + 3,30ab | 25,87 + 1,81a | 24,74 + 3,15abd | 23,67 + 3,66ab | 24,43 + 2,41ab
10C-N | 27,92 +0,94d | 73,53 +6,38b | 73,03 + 3,41de | 86,73 +3,31d | 87,73 +5,70d
10P-N | 22,67 +3,46d | 85,93 +1,76d | 81,26 + 3,96de | 84,27 +4,05d | 85,17 + 3,02d
20C-N | 30,11 +1,60d |76,83 +7,23bc | 79,27 + 0,70de | 83,70 + 2,45d | 84,23 + 3,77d
20P-N | 27,17 +1,71d | 80,95+ 0,89cd | 77,91 + 1,37de | 82,81 +2,06d | 86,43 +9,80d
F-ratio 138,74 133,65 376,94 167,25 138,74
P-value 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas al 95%
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Como era de esperar, el maximo valor de IPT se encuentra al octavo dia
en aquellas muestras que han sido fermentadas con sus hollejos;
encontrandose diferencias significativas entre la muestra no sometida a
ningun tratamiento de ultrasonidos (0-N) con las que si sufrieron dicho
tratamiento, aunque el tiempo y tipo de tratamiento no provoca la aparicion
de diferencias significativas al final de la fermentacion.

Composicién final de los vinos

Una vez concluida la fermentacion malolactica, los vinos se embotellaron
y se conservaron a 18°C durante 2 meses, determinandose a finales de
enero su composicion polifendlica.

En la tabla 7 se recogen las medias y desviacién estandar y ANOVA de
los parametros relacionados con la concentracion de polifenoles en el vino, y
en la tabla 8 se observan las medias y desviacion estandar y ANOVA de los
parametros relacionados con el estado de los polifenoles, y por ultimo en las
tablas 9, 10 y 11 los parametros relacionados con el color en el vino.

TABLA 7. Medias, desviaciones estandar y diferencias significativas de los

parametros la concentracion de polifenoles en el vino

TANINOS Antocianos
VINO IPT
(g/L) (mg/L)
0-10S 16,4 £+2,09a | 0,81+0,08a | 24,65+ 2,77 ab
0-20S | 16,14 +0,83a | 0,77+0,12 a 22,63 +1,35a
O-N 62,6 +1,66bc | 2,36 +0,34b | 316,39 +29,62¢
10C-S | 18,16 +2,27a | 0,85+0,26a | 35,87 +6,79 ab
10P-S | 18,21 +0,88a | 0,83+0,14a | 30,75 +2,70 ab
20C-S | 20,38 +3,23a | 0,83+0,15a | 43,26 £5,66Db
20P-S | 16,14 +2,34a | 0,7+0,17a | 30,87 +6,06ab
10C-N | 59,73 £9,76b | 2,33+05b | 266,88 +52,51 c
10P-N | 69,14 +529c | 2,71+0,2c | 323,68+ 26,04 e
20C-N | 65,03 £+0,3bc | 2,46 +0,17 b | 297,25 +27,60d
20P-N [65,55 +1,09bc | 2,78+ 0,21d | 297,96 +6,80d
F-ratio 105,92 128,44 376,32
P-value 0,0000 0,0000 0,0000

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas al 95%

Como se observo en los anteriores parametros iniciales analizados existe
una clara diferencia entre bloques, destacando con valores mas altos de
composiciéon polifendlica los que maceraron con sus hollejos, debido a que
éstos aportan los polifenoles presentes en su piel y los taninos de las
pepitas. Asi pues en la tabla 7 se puede apreciar que existe una separacion
clara de los blogues con y sin maceracion, apreciando diferencias
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significativas entre estos; el bloque con maceracion obtuvo los valores méas
altos de IPT, taninos y antocianos; obteniendo asi valores ligeramente mas
altos en los que recibieron tratamiento de ultrasonidos pulsado, lo que
confirma una vez mas que existe una sinergia entre el tratamiento de
ultrasonidos pulsado y la maceracién que produce una mayor extraccion de
los compuestos polifendlicos. Prueba de esta hipétesis es la muestra 10P-N,
con los valores mas altos de IPT, taninos y antocianos.

En la tabla 8 se detallan los valores para los distintos indices
estudiados en el trabajo, empezando por el indice de etanol, el cual se
define como el porcentaje de taninos combinados con polisacaridos
provenientes de los hollejos y/o de las paredes celulares de las levaduras,
sin embargo en este estudio solamente se debe a las uvas, ya que los vinos
no fueron sometidos a ningun proceso de crianza sobre lias. Los ensayos
correspondientes a los vinos con menor concentracion de taninos, es decir,
aquellos que no fueron macerados, poseen una mayor proporcion de taninos
unidos a polisacaridos, sin aparecer un efecto claro del tratamiento de
ultrasonidos, aunque en los ensayo de tratamiento de 20 minutos y pulsado,
su contenido es mayor, pudiendo ser debido a que los ultrasonidos
provoquen una mayor extraccion de polisacaridos de los hollejos. Este
resultado, no se observa en los ensayos sometidos a 20 minutos y pulsado
con maceracion, debido probablemente a que la mayor concentracion de
taninos haya provocado la precipitacion de taninos con polisacaridos.

El indice de PVPP nos indica el porcentaje de taninos combinados
con antocianos, lo que se traduce en una mayor estabilidad del color del
vino; asi pues los sometidos a ultrasonidos, después de dos meses de
conservacion son los que presentan los valores mas altos de IPVPP, aunque
correspondan a muestras con bajos valores de IC; por lo que es de prever
gue si se analizan los vinos tras un tiempo de conservacion mas largo, se
encontrarian muchas diferencias en los valores de IPVPP, correspondiendo
una mayor estabilidad a aquellos que tienen valores superiores de IC.

El indice de gelatina nos indica la proporcion de taninos astringentes,
y por lo tanto, con mayor capacidad de reaccionar con proteinas; éstos se
extraen sobre todo en medio alcohdlico. Es por ello, que aquellos vinos que
hayan tenido maceracion con los hollejos, tendran una concentracion de
taninos mayor. Los resultados de indice de gelatina obtenidos, son
directamente proporcionales a la concentracion de taninos (tabla 7). El
tratamiento de ultrasonidos, ha provocado diferencias significativas entre las
muestras sonicadas y no maceradas, por lo que cabe pensar que las ondas
ultrasénicas favorezcan la extraccién de taninos de pepitas; sin embargo no
existen diferencias significativas entre los ensayos sometidos a tratamiento
de ultrasonidos y con maceracion, con respecto al que ensayo que no tiene
tratamiento de ultrasonidos (0-N) debido probablemente a que la presencia
de alcohol en el medio durante la maceracion provoca la extraccién de
taninos de las pepitas, compensando las diferencias iniciales. Lo que hace
pensar que los ultrasonidos producen un aumento en la extraccién de
taninos de las pepitas; sin embargo en nuestros resultados no se obtienen
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diferencias significativas entre la muestra testigo 0-N con respecto a los
sonicados y macerados. Aunque no se observan diferencias entre algunos
de los tratamientos sonicados continuos, independientemente del tiempo,
20C-Ny 10C-N, con respecto al 0-N (sin tratamiento de ultrasonidos), pero si
se aprecian diferencias significativas con respecto al tratamiento pulsado,
siendo mayores los valores de 20 minutos respecto a los de 10 minutos.

Por ultimo el indice de DMACH nos indica el grado de polimerizacion
de los taninos, siendo su valor inversamente proporcional al tamafio de los
taninos. Asi pues, los vinos que tienen menores valores de este indice son
los que corresponden a taninos con mayor grado de polimerizacion, en este
caso aparecen en las muestras no sonicadas; aquellas muestras sonicadas
y no maceradas presentan taninos con un grado de polimerizacion
intermedio. Aunque no aparece una clara tendencia, los vinos con mayor
contenido en taninos con menor grado polimerizacién corresponden a las
muestras que han sido previamente sonicadas y maceradas, aunque no
aparecen diferencias significativas con la testigo no macerada (0-N). Este
comportamiento se debe a que en presencia de alcohol se favorece la
extraccion de taninos, se extraen de las partes sélidas, concretamente de las
pepitas, que son los que poseen un menor grado de polimerizacion.

TABLA 8. Medias, desviaciones estandar y ANOVA de los parametros

polifendlicos relacionados con estado de los polifenoles

VINO I. Etanol I. PVPP I. GELATINA I. DMACH
0-10S | 27,72 +6,44bc | 43,46 +6,19 bc 541 £527Db 41,18 £51a
0-20S | 26,44 +2,06 bc |40,81 * 8,08 abc 6,58 £54a 40,39 £8,95a
O-N | 27,47 +13,62 bce| 3538 +1355a 63,77 £511c 59,08 +7,71d
10C-S | 28,14 +11,53cd | 40,82 +7,12 abc 9,49 £3,97a 54,67 12,49 bc
10P-S | 27,78 £6,51 bce | 38,47 +6,50 ab 10,32 £5,79 ab 47,04 +16,9 ab
20C-S 38,45 £2,99e 40,9 * 8,60 abc 12,28 + 3,99 ab 45,12 +9,88 ab
20P-S 33,88 +7,99de | 43,53 7,62 bc 11,47 £ 4,43 ab 39,35+10,01 a
10C-N | 22,45 +4,79bc | 47,12 £10,84c 66,7 £571c 66,22 +8,88d
10P-N 2359 £1,99a 37,82 +8,75ab 63,07 £6,36¢C 59,60 +7,68d
20C-N 21,2 +8,88ab |41,25 +4,37 abc 63,87 £5/47c 56,29 +11,89 cd
20P-N | 25,97 +4,33bc 35,56 £5,27a 66,22 £5,02c¢c 52,86 +9,67 cd
F-ratio 6,39 1,64 20,19 8,19
P-value 0,0000 0,1092 0,0000 0,0000

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas al 95%

En la tabla 9 se observa que los pardmetros relacionados con el color
han disminuido respecto al dltimo valor obtenido justo antes de finalizar la
fermentacion. En relacion a los valores de intensidad colorante se aprecia
gue los vinos que no sufrieron maceracion con hollejos presentan valores
menores de este parametro, sin embargo dentro de este bloque existen
diferencias significativas, ya que los vinos que no recibieron tratamiento de
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ultrasonidos (0-10S y 0-20S) presentan menor coloracion frente a los que si
recibieron el tratamiento, ademas destacan con valores superiores dentro del
bloque los que sufrieron el tratamiento de forma pulsada frente a los de
tratamiento de ultrasonidos en continuo.

Por otra parte el bloque de maceracion obtuvo valores de IC mayores,
lo que era de esperar, debido a que estuvieron en contacto con sus hollejos
y pepitas, destacando que, al igual que en el otro bloque comentado, los que
sufrieron tratamientos de ultrasonidos pulsados sobre los de tratamiento en
continuo; lo que nos hace pensar que existe una relacion directa entre el
tratamiento de ultrasonidos pulsado y la mayor extraccion de polifenoles,
esto puede deberse a que entre cada pulsacion de un minuto, existe un
tiempo de reposo de 1 minuto, esto hace que el tratamiento sea mas largo y
gue aumente la temperatura y que ademas haya una mayor difusién de los
solutos en el medio. EI aumento de temperatura producira dos efectos una
mayor extraccion y una mayor oxidacion que se traduce en un incremento de
Aszo Y del matiz. Los valores mayores de matiz en los vinos no macerados,
se debe a un proceso de oxidacion de antocianos por la baja presencia de
taninos (perdiéndose su actividad antioxidante). Los valores de matiz,
resultan superiores en los vinos sometidos a ultrasonidos dentro del grupo
de los no macerados, debido probablemente a la presencia de taninos que
amortiguan la oxidacion de antocianos.

TABLA 9. Medias, desviaciones estandar y ANOVA de los parametros polifendlicos
relacionados con los pardmetros del color

VINO A420 A 520 A620 IC MATIZ
0-10S 15+03a 1,7 +04a 05 +01b 1,79+0,28a |88,25 +7,08b
0-20S 14 £0,1la 16 +02a 05 +01b 1,75 £0,19a | 89,60 +5,69b
0-N 11,2 £0,3cd | 16,1 +0,7cd | 4,8 +0,2a | 16,01 +0,52 cd | 69,60 + 2,68a
10C-S 21 +04ab | 24 +04ab | 0,7 £02b | 2,57 £0,50ab | 86,74 +3,07b
10P-S 1,9 £0,1ab | 22 £0,2ab | 0,69 £0,06b | 2,45 +0,19 ab | 88,67 +1,97b
20C-S 25 +02b 31+02b |098 £0,07b| 3,29 £0,21b |83,04+3,49b
20P-S 1,9 £0,2ab | 23+x04ab | 0,71 £0,11b| 2,48 +0,32ab |87,61+8,82b
10C-N 11,3 £0,6d | 16,2 +0,8d | 517 £0,30a | 16,33 £0,58d | 70,27 £ 5,14 a
10P-N | 11,1 +0,7cd | 16,6 £09cd | 512 £0,34a | 16,41 £1,00d | 67,04 + 0,28 a
20C-N [10,8 £0,5¢cd | 15,7 £1,0cd | 4,90 +£0,344a | 15,71 +0,89cd | 68,49 £ 2,75 a
20P-N 10,5 +05c | 154 +0,7c | 4,77 +£0,18a | 15,32 +0,62c | 68,45 + 3,47 a

F-ratio 436,99 413,28 369,8 499,49 14,21

P-value 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas al 95%

La malvidina es el antociano mayoritario en la uva y por lo tanto en el
vino. Mediante la aplicacion del la técnica de HPLC, se han cuantificado las
distintas antocianidinas, delfinidina-3-glucésido, cianidina-3-glucdsido,
peonidina-3-glucésido, petunidina-3-glucdsido y malvidina-3-glucésido. En la
en la tabla 10 se aprecia que los valores obtenidos son normales siendo el
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mayoritario la malvidina-3-glucosido. También se puede observar que sigue
existiendo una clara diferenciacion entre los bloques de vinos con y sin
maceracion, y dentro de estos ultimos, aparecen diferencias significativas
entre tratamientos pulsado y continuo. En el bloque de vinos sin maceracion,
las muestras que recibieron tratamiento de ultrasonidos de tipo continuo
produjeron los valores mas altos de malvidina-3-glucésido y siendo
proporcional al tiempo de tratamiento. La aplicacibn de sonicacién en
continuo, (20 minutos), dio lugar a vinos con los mayores valores dentro del
bloque de los no macerados; asi pues la muestra 20C-S tiene un valor de
2,48 mg/L de malvidina-3-glucésido en comparacién con la muestra 0-10S
gue tiene un valor de 1,43 mg/L de malvidina-3-glucésido.

TABLA 10. Medias, desviaciones estandar y ANOVA de los antocianos
pormenorizados expresados en equivalentes de malvidina-3-glucosido.

Antocianos pormenorizados
Delfinidina-3- | Cianidina-3- | Petunidina-3- | Peonidina-3- | Malvidina-3-

Vino glu (mg/L) glu (mg/L) glu (mg/L) glu (mg/L) glu (mg/L)
0-10S | 0,00 +0,00a |0,11+0,05a |0,17 +0,09a |0,00 +0,00a |1,43 +0,68a
0-20S | 0,14 + 0,12abc (4,51 + 3,98bc |5,09 + 4,49bc | 1,58+1,41bc | 1,89 + 0,98a

O-N [0,09 £ 0,07abc | 1,49 +2,31ab | 1,81 +2,63ab |0,51+0,88ab |27,28 + 6,53b
10C-S | 0,02 £ 0,03ab |0,13 +0,02a |0,22 +0,05a |0 *0,00a 1,84 +0,35a
10P-S [0,00 £ 0,00a |0,12+0,02a |0,19+0,00a |0+ 0,00a 1,49 +0,13a
20C-S | 0,03 +0,03ab |0,14 +0,04a |0,29+0,12a |0 =0,00a 2,48 + 0,86a
20P-S | 0,09 = 0,12abc | 1,97 = 3,07ab | 2,53 = 3,81ab |0,75+1,30ab |2,35 * 0,86a
10C-N | 0,23 + 0,03c 6,89 + 1,5¢c 7,76 £1,25c |2,74 £ 0,84c | 29,55 + 4,14bc
10P-N | 0,23 £ 0,01c 599+ 0,40c |6,98+0,23c |2,28+0,1c |32,00 + 1,18bc
20C-N | 0,22 + 0,04c 4,76 £ 0,82bc [5,72 £ 1,03bc |1,89+0,29bc | 26,12 + 4,22b
20P-N | 0,16 + 0,14bc | 3,93 + 3,34bc |4,59 + 0,23bc | 1,62+1,41bc | 30,15 + 1,73bc
F-ratio 3,7 4,89 4,68 4,66 78,34

P-
value 0,0051 0,0009 0,0012 0,0013 0,0000

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas al 95%

Por otra parte, el efecto de la maceracion es claro y hace incrementar
todos los antocianos, por la presencia de hollejos durante la fermentacion y
potenciado este efecto por los distintos tratamientos de ultrasonidos. Asi
pues se observa que las muestras tratadas con ultrasonidos durante 20
minutos presentan valores mas bajos que las tratadas durante 10 minutos,
aunque no aparecen diferencias significativas y lo mismo sucede en el
ensayo 10C-N frente a 20C-N con 29,55 y 26,12 mg/L de malvidina-3-
glucésido, respectivamente. Por otro lado en relacion al tipo de tratamiento
ultrasonidos, es decir, contindo o pulsado, se observa valores mayores en
las muestras con tratamiento pulsado frente al continuo. Se puede concluir
gue la combinacién de estos tres factores: tiempo, tratamiento pulsado o
continuo y la maceracion da lugar a un incremento de la concentracién de
malvidina-3-glucésido. Concretamente, en las muestras maceradas con
menor tiempo y tratamiento pulsado, como es el caso de la muestra 10P-N
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da lugar a 32,0 mg/L y la muestra 20P-N 30,15 mg/L de malvidina-3-
glucosido, lo que confirma la hipo6tesis antes mencionada. EI comportamiento
de las demas fracciones de antocianidinas es muy similar al del mayoritario
malvidina-3-glucosido.

En la tabla 11 se muestran los valores de los parametros de color
CieLab, los cuales como en las anteriores tablas presentan una
diferenciacién de bloques (con y sin tratamiento de sonicacién). Se observa
gue los vinos no macerados y sonicados (0-10S, 0-20S, 10C-S, 10P-S, 20C-
S, 20P-S) presentan un valor de luminosidad (L*) mayor en relacion a los
qgue si fueron macerados (0-N, 10C-N, 10P-N, 20C-N, 20P-N), esto es de
esperar, debido a que los no macerados presentan menor intensidad
colorante (tabla 8). Asi pues, los vinos que fueron macerados
independientemente del tratamiento de ultrasonidos presentan menor
luminosidad, es decir, mayor saturacion, destacando de estos el color rojo
(a*) sobre el amarillo (b*). Dentro de este bloque se aprecia que los vinos
macerados con tratamiento de ultrasonidos pulsado presentan una mayor
coloracion frente a sus homologos con tratamiento continuo, lo que confirma
una vez mas la estrecha relacion entre el tratamiento de ultrasonidos
pulsado y la mayor extractabilidad de compuestos polifendlicos.

TABLA 11. Medias, desviaciones estandar y ANOVA de los parametros
polifendlicos relacionados con los parametros de color CieLab

CieLab

VINO L* a* b*

0-10S 4150 + 559 d 4866 * 294 d 26,07 + 067 b
0-20S 4193 + 6,03 d 4877 * 235 d 2663 + 156 b

0-N 055 + 005 a 602 + 040 b 138 =+ 0,09 a
10C-S 2930 + 580 c 4864 + 161 d 31,12 = 278 e
10P-S 30,35 + 197 c¢ 4860 + 1,02 d 3087 *= 1,16 de
20C-S 19,88 + 1,76 b 4633 + 112 ¢ 2871 + 167 ¢
20P-S 3128 + 6,80 c 4833 + 204 d 2993 + 143 d
10C-N 049 + 020 a 275 + 138 a 060 =+ 0,35 a
10P-N 049 + 011 a 275 + 069 a 062 =+ 0,16 a
20C-N 046 + 009 a 252 + 062 a 052 =+ 020 a
20P-N 051 + 006 a 28 + 036 a 062 =+ 0,09 a
F-ratio 264,73 2758 1692,29
P-value 0,0000 0,0000 0,0000

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas al 95%
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CONCLUSIONES

1. Se comprueba la efectividad de la aplicacién de ultrasonidos, en la uva
despalillada y estrujada, en la mejora de la extractibilidad de los
compuestos polifendlicos. Asi pues, en relacion a los parametros
polifendlicos cuantificados durante la fermentacion (IC, IPT y matiz), los
resultados indican una mayor extractibilidad mediante el uso del
tratamiento de ultrasonidos en continuo sobre el pulsado.

2. La mayor extraccion de compuestos polifenélicos se logra sometiendo
a los vinos a maceracion con sus hollejos y a un tratamiento de
ultrasonidos de tipo pulsado, esto se debe a que el tratamiento de tipo
pulsado produce un aumento de la temperatura y esto producira dos
efectos, una mayor extraccibn y una mayor oxidacion. Asi de este
estudio se concluye que la mejor conjuncién de las variables es el
tratamiento de ultrasonidos de tipo pulsado durante 10 minutos (10P-
N).

3. En el caso de los vinos sin maceracion, la mayor extraccion de
compuestos polifendlicos se consigue con tratamiento de ultrasonidos
de tipo continuo y por un periodo de tiempo de 20 minutos.

4. Después de dos meses de conservacion, se observa que tanto el
indice de polifenoles totales (IPT), concentracion de antocianos y de
taninos, es superior en las muestras sometidas a maceracion con sus
hollejos en los distintos tratamientos aplicados, sobresaliendo en las
muestras con maceracion, las muestras sometidas a ultrasonidos de
tipo pulsado y a un tiempo de 10 minutos.

5. La técnica de sonicacion faverece la extraccion de taninos de los
hollejos y también de pepitas, haciendo incrementar las astringencia
cuantificada por el indice de gelatina, sin embargo, la maceracion
compensa las diferencias iniciales, aunque el valor mas alto se obtiene
en el ensayo 10P-N.

6. El grado de polimerizacién de taninos, en los vinos ho macerados y no
sonicados es mayor, mientras que los sonicados y no macerados
presentan un grado de polimerizacion intermedio, y por ultimo aunque
no aparece una clara tendencia, los vinos con taninos de menor grado
polimerizacibn son los que han sido previamente sonicados Yy
macerados, este comportamiento se debe a que los taninos presentes
en las partes solidas, pepitas, se extraen con mayor facilidad en medio
alcohdlico.

7. En relacion a los pardmetros relacionados con el color en el vino (IC,
matiz, antocianos pormenorizados y parametros CIElab), los vinos
sometidos a maceracién y a tratamiento de ultrasonidos de tipo
pulsado, presentan una mayor coloracién, sobresaliendo el ensayo
10P-N. Asi pues, presentan una mayor intensidad colorante, un valor
de matiz, debido a que la presencia de taninos amortigua la oxidacion
de antocianos.
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