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RESUMEN

Esta memoria tuvo por objetivos la caracterizacién quimica y fisica de 14 gelatinas de
uso enoldgico presentes en el mercado nacional y el estudio del comportamiento de la
composicion fenodlica global de una solucion hidroalcoholica de concentracion conocida
y de un vino tinto del cv. Cabernet Sauvignon frente a la clarificacion con tres dosis
diferentes de cada gelatina.

Inicialmente, las gelatinas fueron caracterizadas mediante parametros fisicos y quimicos
como pH, contenido de proteina total, densidad y deteccion de proteinas en matrices de
celulosa. Todas las muestras presentaron densidades similares, mientras que sus pH
fueron consecuentes con sus procesos de elaboracion. Las gelatinas que presentaron
mayores concentraciones proteicas ademas de una mayor difusion y reactividad al
colorante sobre la matriz de celulosa, fueron las muestras de formulacion soélida.

Luego de comprobar la presencia de proteinas en las muestras analizadas, se realizaron
electroforesis SDS-PAGE en condiciones desnaturalizantes, para determinar la
composicion proteica de cada gelatina. Como estandar de peso molecular se utilizaron
las proteinas presentes en la saliva humana. Para las gelatinas liquidas se utilizaron
geles con una concentracion de 12% de acrilamida, presentando una dispersion no
uniforme del material con la presencia de una tnica banda proteica a los 55 kDa en tres
de las seis gelatinas. En el caso de las muestras de formulacion sélida, se utilizaron
geles con una concentracion de 10% de acrilamida. A diferencia del caso anterior, éstas
si presentaron bandas proteicas, sin embargo debido a su gran tamafio, migraron sélo en
una fraccion del gel, impidiendo determinar sus pesos moleculares exactos.

A continuacién, se realizaron pruebas de clarificacion estableciendo como unidades
experimentales de cada ensayo una solucion hidroalcéholica de composicion conocida y
un vino tinto del cv. Cabernet Sauvignon. Se utilizaron dosis de gelatina de 5, 10 y 15
g/hL correspondientes a cada tratamiento. Luego de 48 horas de clarificacion, se
determinaron parametros espectofotométricos para conocer el comportamiento de la
fraccion polifenolica global frente a la accion clarificadora de cada gelatina. Los
resultados obtenidos en ambos ensayos, mostraron una mayor extraccion y remocion de
compuestos por parte de las gelatinas solidas, especialmente de taninos totales.

PALABRAS CLAVE

Clarificacion, Agentes Clarificantes, Gelatinas Enologicas, Electroforesis SDS-PAGE,
Compuestos fenodlicos.



ABSTRACT

The objective of this research was the chemical and physical characterization of 14
oenological gelatins that are available in the national market and the study of the
behavior of the phenolic compounds of a hydroalcoholic solution of known
concentration and a red wine from the cv. Cabernet Sauvignon after clarification by
means of three different doses of each gelatin under study.

Initially, the gelatins were characterized through several physical and chemical
parameters, such as pH, total protein content, density and protein detection on cellulose
matrices. All samples showed similar densities, while their pHs were consistent with
their manufacture. With respect to protein concentration and detection in matrices of
cellulose, the solid gelatins in solution had higher concentrations and a higher dye
diffusion and reactivity on the cellulose matrix compared with the liquid gelatins.

After verifying the presence of proteins in samples, was carried out a SDS-PAGE
electrophoresis performed in denaturing conditions in order to determine the protein
composition of each gelatin. As standard of molecular weight were used the proteins
present in the human saliva. For liquid gelatins, were used gels with a concentration of
12% acrylamide, showing an irregular dispersity of the material with the presence of the
only protein band of 55 kDa only in three of the six gelatins. In the case of samples of
solid formulation, were used gels with a concentration of 10% acrylamide. Unlike the
previous case, the solid samples showed bands corresponding to proteins, but they
couldn’t be separated correctly, which didn’t allow us to know their exact molecular
weights.

Next, were carried out clarification tests, establishing as experimental units for each
trial, a hydroalcoholic solution of known composition and a red wine of cv. Cabernet
Sauvignon. For each gelatin were used three doses of 5, 10 and 15 g/ hL corresponding
to each treatment. After 48 hours of clarification, were determined spectrophotometric
parameters in order to know the global polyphenolic fraction behavior versus the
clarifying action of the various gelatins. The results of both trials showed a higher
extraction and removal of phenolic compounds using solid gelatins, the total tannins
being the most affected compounds.

KEY WORDS

Clarification, fining agents, oenological gelatin, SDS-PAGE electrophoresis, phenolic
compounds.
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En la elaboracion del vino, existen una serie de factores que influyen directamente en la
calidad final del producto, teniendo vital importancia los manejos realizados en terreno,
que buscan la obtencion de una materia prima de Optima calidad, y los procesos
realizados en bodega, enfocados a controlar los factores que podrian alterar el normal
funcionamiento de la vinificacion.

Terminada la fermentacion, una de las precauciones que se debe tener antes del
embotellado de un vino es asegurar su estabilidad frente a posibles enturbiamientos y
precipitaciones. Es por esta razon que se realizan una serie de tratamientos de
clarificacion, con el objetivo de lograr su estabilizacion y limpidez (Zamora, 2003),
sobre todo cuando se realizan procesos a nivel industrial, donde la clarificacién
espontanea es larga e insuficiente debido a que la densidad de las particulas en
suspension son cercanas a la del vino (Marchal et al., 2002).

Con el nombre de clarificaciéon se define cualquier operacion que conduzca a la
obtencion de un liquido limpio (Peynaud, 1989; Molina, 1994). Este procedimiento
busca conseguir la limpieza, estabilizacion y mejora de las caracteristicas organolépticas
de los vinos, puede ser de manera espontanea o por la adicion de agentes clarificantes
capaces de flocular y sedimentar, arrastrando las particulas que contiene en suspension
(Flanzy, 2000; Hidalgo, 2003).

Dentro de los tipos de clarificacion esta el encolado, proceso que consiste en la adicion
de un agente clarificante proteico capaz de producir inicialmente un fuerte
enturbiamiento de origen coloidal para luego flocular y sedimentar eliminando por
arrastre el exceso de algiin componente natural contrario a la estabilidad (Noguera,
1974, citado por Fleischmann, 2001). Este tratamiento enologico produce Ia
precipitacion no solo de particulas soélidas, sales tartaricas o sustancias de origen
coloidal como proteinas, polisacaridos o compuestos fenolicos, sino también de
levaduras y bacterias, por lo que la clarificacion ayuda a la obtencion de la estabilidad
fisica, quimica y también microbioldgica del vino (Peynaud, 1989; Molina, 1994). Este
procedimiento también incide sobre las propiedades organolépticas del vino, aspectos
como la astringencia, el aroma, el color, el cuerpo y la persistencia pueden verse
afectados (Zamora, 2003).

El mecanismo de accion de los agentes clarificantes en el encolado puede ser explicado
por la interaccion existente entre particulas de diferente carga eléctrica, por la formacion
de enlaces y/o absorcion o adsorcion. En el caso de la interaccion eléctrica, las
particulas de carga opuesta a la del agente clarificante se combinan con él, formando
particulas de mayor tamafio que por su mayor densidad precipitan de la solucion
(Zoecklein et al., 2001).

Las proteinas presentes en algunos tipos de agentes clarificantes, son particulas
hidrofilicas de carga eléctrica positiva, presentando gran afinidad por los polifenoles del
vino (hidrofobicos, de carga negativa). Al unirse polifenoles y proteinas se forma un



complejo hidrofobo negativo normalmente insoluble, que debido a su densidad
finalmente precipita (Delanoe et al., 1988). Asi, dos coloides de signo contrario al estar
en contacto se neutralizan y floculan. Una molécula de tanino (electronegativa) y una
gelatina (electropositiva) formarian un precipitado con pérdida de agua y perdida de
carga eléctrica (Flanzy, 2000).

Los compuestos fenolicos o polifenoles revisten gran importancia en la enologia debido
al papel que juegan directa o indirectamente sobre la calidad de los vinos. En efecto, son
el origen del color, gusto, aroma, amargor y astringencia de los vinos (Cheyner et al.,
2000).

Estos compuestos procedentes del metabolismo secundario de los vegetales presentan
dos grandes grupos. Los compuestos fendlicos No Flavonoides, caracterizados por
poseer un anillo bencénico, que mediante distintas sustituciones da origen a diversas
estructuras, destacando acidos benzoicos y cinamicos. Por otro lado, estan los
compuestos fenolicos Flavonoides, formados por dos anillos bencénicos unidos por una
cadena de tres atomos de carbono (Pefia, 1998). Aqui destacan los flavonoles,
responsables del color amarillo en hollejos de uva blanca y por ende del color de los
vinos blancos; los antocianos, encargados de otorgar la caracteristica pigmentacion roja-
azulada de los hollejos de uva tinta y de los vinos producidos a partir de ellas, y los
flavanoles, compuestos por diferentes formas isoméricas de la catequina y sus
polimeros, responsables de caracteristicas sensoriales como el amargor o la astringencia
(Zamora, 2003).

La selectividad de los agentes clarificantes proteicos hacia los compuestos fenolicos se
basa, en parte, en la fuerza de enlace (nimero posible de enlaces) entre ellos. Las
proteinas del clarificante se unen preferentemente a los fenoles mas grandes, que
presentan mas hidroxilos disponibles y por lo tanto, mayor numero de lugares posibles
de union (Zoecklein et al., 2001). Cabe destacar que el término polifenoles, engloba a
antocianos, flavonoles, flavanoles, acidos fenolicos, etc. que interactian con las
proteinas formando el complejo negativo e insoluble (Ribéreau-Gayon et al., 1980). Sin
embargo, la reaccion de las proteinas en la clarificacion por encolado, se produce
principalmente con los taninos (Delanoe et al., 1988).

Los agentes clarificantes se pueden agrupar de diferentes formas, una de ellas, es
agruparlos segun su naturaleza general en proteinas, minerales, polisacaridos y
polimeros sintéticos (Zoecklein et al., 2001). Otra forma de agruparlos se basa en los
origenes del producto, pudiendo ser orgéanico, inorganico y sintético (Molina, 1994).
Dentro de la gran variedad de agentes clarificantes utilizados para el encolado destacan
las gelatinas, constituidas principalmente por proteinas y/o polimeros de origen animal.
Son obtenidas (Figura 2, anexo I) a partir de la hidrdlisis parcial del colageno
proveniente de la piel, tendones y huesos presentes en residuos animales (Molina,
1994). Sus principales componentes proteicos son la glicina, prolina, hidroxiprolina y
acido glutdmico. La gran diversidad de gelatinas existentes esta dada principalmente por
la intensidad de la hidrélisis y la naturaleza de ésta, pudiendo ser quimica o enzimatica
(Zoecklein et al., 2001). Del volumen total de gelatina producido mundialmente, solo
una pequena parte de ellas (1-5%) es destinada a la elaboracion de vinos (Ribéreau-
Gayon et al., 2006). La gelatina destinada a la clarificacion de los vinos debe ser poco



coloreada y de olor neutro (Peynaud, 1989).

Paetzold y Glories, (1990) definieron diferentes categorias de gelatinas en funcion a sus
caracteristicas fisicas, existiendo las gelatinas so6lidas solubles en agua, provenientes de
una hidrélisis enzimatica, y las gelatinas liquidas, las cuales provienen de hidrélisis
quimica, enzimatica o de una combinacion entre ambas. Segin Peynaud (1989) las
propiedades mas importantes de una gelatina son la capacidad de floculacion, velocidad
de sedimentacion, capacidad de clarificacion y volumen de borras. Todas dependeran
directamente de la intensidad de la hidrolisis en su elaboracion.

Segun Vivas et al., (2000) la floculacién y sedimentacion de una gelatina esta
determinada por medidas fisicas: fuerza de gelificacion expresada en unidades bloom,
viscosidad expresada en centipoise (cP), masa molecular expresada en Dalton (Da) y la
carga de una gelatina, directamente proporcional a la carga de sus moléculas
constituyentes. Una gelatina con niimero bloom elevado es mas efectiva en la remocion
de moléculas mas grandes (Ough, 1992). Por otro lado, las gelatinas con nimero bloom
bajo presentan un Optimo clarificador mas amplio y un depdsito de borras mas
compacto ademas de producir una intensa disminucion del contenido de polifenoles de
un vino (Troost, 1985).

Diversos son los objetivos del empleo de gelatinas en Enologia. Segin Ribéreau-Gayon
et al., (2006), en vinos blancos suelen utilizarse como agentes clarificantes del vino
terminado o del mosto previo a la fermentacion, esto ultimo con el objetivo de
disminuir la carga polifendlica, generando mayor estabilidad frente a futuras
oxidaciones o precipitaciones en el vino. También favoreceran a procesos posteriores en
la bodega como la filtracion (Delanoe et al., 1988). En el caso de los vinos tintos,
ademas de su efecto clarificador, el uso apunta a mejorar las caracteristicas
organolépticas del vino, suavizando ciertos taninos amargos o astringentes, otorgando
también estabilidad microbioldgica y de la materia colorante (Ureta et al., 1981;
Flanzy, 2000). Por otra parte, segin Castellari et al., (1997) los tratamientos con
gelatina producen una pequefia disminucion (2-5%) en los valores del trans y cis-
resveratrol de vinos comerciales.

La adicion de gelatina se puede realizar en conjunto con otro tipo de productos como
bentonitas, taninos enoldgicos o sol de silice favoreciendo el mecanismo de
clarificacion (Rankine, 1995). Las dosis recomendadas para las gelatinas van a depender
de las caracteristicas y el tipo de vino a tratar, siendo recomendadas dosis tedricas de 8 a
15 g/hL para vinos tintos, mientras que para vinos blancos dosis de 3 a 5 g/hL (Vogt et
al., 1984; Molina, 2000). Por su parte, Vivas et al., (2000) sefialan que las dosis
variaran de 1,5 a 15 g/L dependiendo del tipo de vino.

Para conocer la constitucion proteica de las diversas gelatinas, poder diferenciarlas y
caracterizarlas con mayor exactitud, existen técnicas de laboratorio como la
electroforesis (Lagune-Ammirati, 1998a). Esta técnica permite separar moléculas
bioldgicas, dependiendo de su masa o carga, bajo la influencia de un campo eléctrico
(Garcia-Perez, 2000).

Segun Vivas et al., (2000) la masa molecular de una gelatina (determinada por su



composicion proteica) sera importante debido a que determinara su funcionamiento.
Para conocer con exactitud la masa molecular, existen diferentes técnicas
electroforéticas siendo la del tipo SDS-PAGE un excelente método debido a proveer un
buen medio de soporte para las separaciones moleculares, favorecido por su
transparencia, elasticidad, porosidad controlable y compatibilidad con gran variedad de
compuestos quimicos (Lomonte, 2007). Por otra parte, la alta resolucion de esta técnica
permite comparar con gran facilidad la constitucion de dos gelatinas al establecer un
fraccionamiento detallado y preciso de su constitucion proteica (Lagune-Ammirati,
1998b).

Hoy en dia, existe una gran variedad de gelatinas de uso enoldgico, teniendo diferentes
efectos sobre el vino tratado segun sea la composicion quimica del clarificante y las
caracteristicas fisicas y quimicas del vino en cuestion. Los diferentes tipos de gelatinas
existentes (solidas y liquidas) presentan también dosificaciones y efectos distintos.
Importante también son las sustanciales diferencias existentes entre los precios de cada
uno de estos productos, dependiendo de su marca, origen, tipo y forma de elaboracion.
Por otro lado, la apertura de nuevos mercados exige un mayor control en los procesos
productivos e insumos utilizados en la elaboracion del vino, para asi cumplir con las
exigencias y normas establecidas por los paises de destino.

Por estos motivos resulta de vital importancia para la industria vitivinicola conocer en
profundidad y caracterizar cada uno de estos productos, con la finalidad de establecer
parametros reales respecto a su composicion y por consiguiente, el efecto que tendran
sobre el vino, favoreciendo asi al criterio de eleccion de este insumo segun sean las
necesidades.

En base a lo anterior, el presente trabajo tiene por objetivos:

= (Caracterizar las gelatinas de uso enoldgico presentes en el mercado nacional
mediante parametros fisicos, quimicos y electroforéticos.

=  Medir y comparar los rendimientos de clarificacion de cada gelatina y el efecto
de tres dosis diferentes sobre la composicion fenolica global de una solucion
hidroalcoholica y un vino tinto cv. Cabernet Sauvignon.



MATERIALES Y METODOS

Lugar de trabajo

Los analisis fueron realizados en los laboratorios del Departamento de Agroindustria y
Enologia de la Facultad de Ciencias Agronémicas de la Universidad de Chile y en el
laboratorio de Biologia Supramolecular, Programa de Biologia Celular y Molecular
ICBM de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile.

Materiales

Gelatinas enoldgicas

Para la realizacion del estudio se utilizaron 14 gelatinas de uso enologico, 6 de ellas
correspondientes a gelatinas liquidas y las 8 restantes, a gelatinas solidas solubles en
agua. Los productos se obtuvieron a través de vifias y empresas proveedoras de insumos
enoldgicos presentes en el mercado nacional. Los tipos y marcas de cada una de las
gelatinas estudiadas se presentan a continuacion en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Informacién y rotulacion de las gelatinas utilizadas en el estudio.

Rotulacién Nombre Comercial Proveedor
Gelatina

GL Gelarom Partner S.A.
GL, Gecoll Supra Partner S.A.
GL 3 Gelaffort Partner S.A.
GL, Oliver gel 45 Viiia San Pedro
GLs Hydroclar 30 Vifia San Pedro
GL Gelatine de russie superieure Vinicas
GS- Natur’fine Vinicas
GS, Gelafish (del afio) Viiia Concha y Toro
GSy Gelatina extra n°l Partner S.A.
GS 1o Gelatine superieure soluble a chaud Vinicas
GS 11 Junca gelatin Viiia Concha y Toro
GS Gecoll Diamante Vina San Pedro
GS 3 Geliclar Vinicas
GS 34 Gelafish (almacenada dos afios) Viifia Concha y Toro

GL - gelatina liquida y GS - gelatina solida.



Electroforesis SDS-PAGE

Se realizaron electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE, utilizando una
camara vertical SE 600 y una fuente de poder HSI-PS1500, ambos Hoefer Scientific
Instruments. Para la formulacion del gel, los reactivos utilizados fueron: acrilamida
(concentracion %T), bis-acrilamida (concentracion %C), Tris (hidroximetil amino
metano), SDS (dodecilsulfato sodico), TEMED (N.N.N".N'-tetrametil-
etano-1,2-diamina) y persulfato de amonio, todos ellos adquiridos en Sigma Chemical
Company, Saint Louis, Missouri, EEUU. Como estandar de peso molecular se utilizaron
las proteinas presentes en un perfil polipeptidico normal de saliva humana. Para la
tincion de los geles de poliacrilamida se utilizo el colorante Coomassie Blue R-250,
obtenido en Sigma Chemical Company.

Caracterizacion fisico-quimica de las gelatinas

En los andlisis realizados para la caracterizacion fisico-quimica de las gelatinas fueron
utilizados un potenciometro Jenway 3510, una balanza analitica modelo Mettler®
H31AR y una centrifuga Sorvall® MC-12V Du Pont. Para la deteccion de proteinas
sobre matrices de celulosa fueron utilizados papel Whatman 1 (matrices laminares de
celulosa) provenientes de Whatman Ltd., Maidstone, Inglaterra. Se utilizé6 el mismo
colorante usado para tefiir los geles de la electroforesis. Para la cuantificacion proteica
de las muestras se utilizd6 un espectrofotdmetro modelo UV-1700 Pharma Spec®,
Shimadzu. Todos los reactivos y estandares utilizados fueron obtenidos en Sigma
Chemical Company, Saint Louis, Missouri, EEUU.

Clarificacion

El estudio de los rendimientos de clarificacion y el efecto de diferentes dosis de gelatina
fue realizada en tubos de clarificacion de 200 mL. Se utilizd6 un vino cv. Cabernet
Sauvignon elaborado de manera artesanal en las dependencias de la Facultad de
Agronomia (Departamento de Agroindustria y Enologia) y una solucion hidroalcoholica
de composicion conocida, preparada con agua destilada, alcohol etilico 13% v/v, acido
tartarico 3 g/L y taninos de uso enoldgico (condensados e hidrolizables) 4 g/L. Todos
estos materiales fueron obtenidos en el laboratorio de Enologia del Departamento de
Agroindustria y Enologia. Para los analisis espectrofotométricos, se utilizd un equipo
Rayleigh, modelo UV-1600. Otros solventes y reactivos de grado técnico fueron
adquiridos en Oxiquim-Chile.



Metodologias

Caracterizacion de las gelatinas enoldgicas

Las 14 gelatinas fueron caracterizadas por electroforesis en geles laminares de
poliacrilamida-SDS (Laemmli, 1970). Para la obtencion de los perfiles electroforéticos
de las gelatinas de formulacion soélida, se prepararon soluciones frescas de gelatinas de
concentracion 10 mg/mL con agua destilada a 40° C y agitacion constante por 25
minutos (Ramirez, 2009). En el caso de las gelatinas Natur’fine y Geliclar (GS7y GSi3
respectivamente) la preparacion fue realizada con agua destilada a temperatura ambiente
(20°C) como lo indican sus respectivas fichas técnicas. Por otro lado, para la obtencion
de los perfiles electroforéticos a partir de las gelatinas de formulacién liquida, se
utilizaron directamente (sin diluir) las muestras comerciales entregadas por el
proveedor. Para ambas formulaciones de gelatinas y previo a la electroforesis, las
muestras fueron precipitadas con etanol (100puL gelatina + 100puL etanol) y
centrifugadas a 3000 rpm durante 5 minutos para luego extraer los pellets formados
eliminando el sobrenadante. Posteriormente los pellets fueron suspendidos en 60uL de
agua y 40pL de buffer de nuestra, posteriormente las muestras fueron llevadas a
bafiomaria a 95°C por 5 minutos (Ramirez, 2009). Finalmente, para su fraccionamiento
electroforético, fueron depositados 20uL por muestra en el gel.

Para la elaboracion de los geles electroforéticos, se utilizaron diferentes concentraciones
de acrilamida/bisacrilamida en la preparacioén del gel de separacion, dependiendo de la
formulacion de la gelatina (diferente tamafio molecular). Segiin Lamote (2007), la
concentracion de acrilamida del gel es inversamente proporcional al tamafio de los
poros, asi mientras mayor sea la concentracion monomérica del gel menor sera el
tamafio del poro, por lo que para estructuras con pesos moleculares (PM) pequeftios, se
utilizan geles con mayores concentraciones de acrilamida/bisacrilamida. Por otro lado,
la movilidad de las moléculas esta restringida por el tamafio del poro, el cual disminuye
en funcion del incremento de las concentraciones de acrilamida. La relacion entre
acrilamida y bisacrilamida determina la elasticidad, densidad y resistencia mecéanica del
gel hacia las moléculas analizadas. De este modo, para las gelatinas de formulacion
solida, se considerd un gel con una concentracion de acrilamida del 10%, mientras que
para las gelatinas de formulacion liquida, el gel utilizado tuvo una concentracion de
12%. Como estandares de peso molecular se utilizo el perfil de proteinas presente en la
saliva humana, siendo esta tiltima preparada bajo las mismas condiciones anteriormente
mencionadas.

Para llevar a cabo las pruebas de deteccion de proteinas en matrices de celulosa se
prepar6 la misma solucion utilizada anteriormente en el caso de las gelatinas de
formulacion solida. Para las gelatinas liquidas, se consideré como solucion patron a las
muestras sin diluir provenientes del proveedor. En base a cada una de las soluciones
patron, se realizaron diluciones seriadas para ambas formulaciones de gelatina,
utilizando agua destilada como agente de dilucion. Luego de homogenizar el contenido
de los tubos de ensayo, se tomaron 15 pL de cada tubo para posteriormente sembrarlos



sobre una matriz de celulosa Whatman N°1. Las proteinas sembradas, fueron fijadas con
calor (bajo una lampara por 5 minutos y con un bafio de etanol durante 3 minutos,
seguido de agitacion constante en una solucion etanol-agua destilada 80% v/v por 5
minutos. A continuacion, las matrices de celulosa fueron tefiidas con una solucion de
Coomassie blue 0,25% p/v por 20 minutos, para finalmente pasar por 3 lavados
consecutivos de 3 minutos cada uno con acido acético 7% v/v (Lopez et al., 1986).

Posteriormente se realizaron mediciones de pH (Bordeau y Scarpa, 2000) y densidad
por método del picnémetro (Lau et al., 1997). A continuacion, se midio el contenido de
proteinas de las gelatinas usando las mismas soluciones iniciales elaboradas para la
obtencion de los perfiles electroforéticos. Se analizaron tres métodos diferentes
utilizando como estandar en todos los casos, Seroalbumina bovina. El primero de los
métodos analizados fue el propuesto por Lowry et al., (1951), que mide el contenido
total proteico mediante la formacion de enlaces peptidicos entre las proteinas de las
gelatinas en contacto con el reactivo de Folin-Ciocalteau, para finalmente medir la
solucion resultante a 500nm. El segundo método fue propuesto por Branhall et al.,
(1969) adaptado por Durham y Lopez-Solis (1979) que mide la cantidad del colorante
Coomassie blue unido estequiométricamente a las muestras de proteinas fijadas sobre
una matriz de celulosa, el cual es extraido mediante una solucion de metanol 66%-
amoniaco 0.25% y leido espectrofotométricamente a 600nm. El tercer método realizado
fue la espectroabsorbancia a 280nm, parametro relacionado con el nimero de anillos
aromaticos presentes en la muestra de proteina. Finalmente, y solo en el caso de las
gelatinas de formulacion liquida, se midid el contenido de nitrogeno total mediante el
método de Kjeldhal (Sepulveda, 2008).

Estudio del rendimiento de clarificacion: Efecto de tres tratamientos con gelatinas
enoldgicas sobre la composicion fenolica global de una solucién hidroalcéholica
conocida y de un vino tinto Cabernet Sauvignon.

Para el estudio del rendimiento de clarificacion y el efecto de tres tratamientos
diferentes con gelatina enologica (dosis minima 5 g/L, media 10 g/L y méxima 15 g/L)
sobre la composicion fenolica global de dos soluciones conocidas, el trabajo fue
dividido en dos ensayos independientes entre si, con un disefio experimental
completamente al azar. El primer ensayo correspondi6 al efecto de cada dosis sobre la
composicion fenodlica global de una solucion hidroalcoholica de formulacion: agua
destilada, alcohol etilico 13% v/v, tanino enoldgico marca Tan’con® 4 g/L y acido
tartdrico 3 g/L. El segundo ensayo correspondio al efecto de estas tres distintas
dosificaciones sobre la composicion fenolica global de un vino cv. Cabernet Sauvignon
elaborado mediante vinificacion artesanal.

Se considerdé como unidad experimental 150 mL de solucién hidroalcoholica y de vino
respectivamente. El disefio experimental, nimero de muestras, tratamientos y numero
de repeticiones de cada ensayo se explican en la Figura 2.
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Figura 1. Ensayo I y II: Efecto de tres tratamientos de clarificacion con gelatina sobre
la composicion fendlica global de una solucion hidroalcoholica de concentracion
conocida y de un vino tinto cv. Cabernet Sauvignon.

Las muestras fueron preparadas de la siguiente manera: Las de formulacion soélida
fueron disueltas (10 mg/mL) en agua destilada, mientras que las de formulacion liquida
fueron aplicadas directamente o diluidas en agua segin indique la ficha técnica
respectiva. La preparacion de las muestras y repeticiones para ambos ensayos fue la
misma. Se tomaron 150 mL de solucion hidroalcoholica (o vino, segun sea el caso)
adicionando la respectiva dosificacion seglin el tratamiento. Las dosis experimentales
utilizadas, equivalentes a las dosis tedricas antes mencionadas y segun el volumen de
solucion utilizado, fueron de 7,5, 15 y 22,5 mg de gelatina, correspondiendo a la
dosificacion minima, media y méaxima respectivamente. Cada ensayo y sus respectivos
tratamientos tuvieron un tiempo de clarificacion de 48 horas a 20° C de temperatura,
luego centrifugacion por 5 minutos a 3000 rpm (Ramirez, 2009).

El sobrenadante obtenido de cada muestra fue caracterizado por andlisis
espectrofotométricos de fenoles totales (Garcia Barceld, 1990), taninos totales (Bate-
Smith, 1981), antocianos totales (Garcia Barcelo, 1990) e intensidad colorante (Glories,
1978). Para el caso del ensayo I, no se consider6 la medicion de antocianos totales.



Analisis estadistico

Los resultados obtenidos del analisis espectrofotométrico en la cuantificacion de la
fraccion polifendlica global de ambos ensayos, fueron analizados y comparados
mediante analisis de varianza (ANDEVA) utilizando para esto Minitab 15® Statistical
Software. De observarse diferencias significativas entre las muestras, se realizaron
pruebas de rango multiple de Tukey a un nivel de significancia del 5%.



RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion de las gelatinas enolégicas

Informacion del proveedor

Las 14 gelatinas enoldgicas en estudio son presentadas en el Cuadro 2, seis de
formulacion liquida (de GL; a GL¢) y ocho de formulacion solida (de GS; a GS14), todas
ellas obtenidas en el mercado nacional. Ademas se presenta parte de la informacion
técnica entregada por los proveedores. Las gelatinas de ambas formulaciones presentan
un origen similar, preveniente de la hidr6lisis del colageno presente en la materia prima
utilizada para su fabricacion, siendo los residuos de porcino, el origen mas comun. Los
residuos bovinos ampliamente utilizados en afios anteriores hoy han sido desplazados
por residuos de otros animales debido principalmente a las enfermedades desarrolladas
como la encefalopatia espongiforme bovina, razon por la cual existen en la actualidad,
rigurosos principios de trazabilidad para las gelatinas destinadas a la elaboracion de
productos alimenticios con instituciones como GME (Gelatin Manufacturer of Europe)
que regulan los procesos productivos (Vivas et al., 2000). Destacan la muestra GS;
elaborada a partir de las cortezas de levadura y las gelatinas GSg y GS4 producidas a
partir de piel de pescado. Por otra parte, en el caso de las gelatinas liquidas los métodos
de aplicacion son forma directa o disuelta en agua; en el caso de las gelatinas sélidas la
preparacion varia segun la temperatura del agua utilizada para su dilucion. La cantidad
dosificada para ambos tipos de gelatina, dependera directamente del vino a tratar,
determinandose preferentemente mediante ensayos previos a la clarificacion.

Cuadro 2. Informacion técnica de las gelatinas enologicas.

Clave Formulacién Origen Modo de preparacion

GL, Liquida 100% porcino Disolver su peso en agua

GL, Liquida 100% porcino Disolver su peso en agua

GL; Liquida 100% porcino Disolver su peso en agua

GL, Liquida 100% porcino Lista para usar

GLs Liquida Residuo animal Aplicacion directa sobre el mosto o vino

GLs Liquida 100% porcino Aplicacion directa o mezclado con agua

GS; Solida Proteina de corteza Disolver 5 a 10 veces su peso en agua. Las

de levaduras dosis varian entre 5 — 30 g/hL

GSg/GSyy Solida Piel de pescados Disolver 1 kg en 5 L de agua fria y luego en

agregar 4-5 veces mas de agua caliente. Dosis
recomendada entre 5- 15g/hL

GSy Soélida 100% porcino Disolucién a razon de 50 g/hL de agua a
40° C. Dosis 5-12 g/hLL
GSyp Solida Residuo animal Solucion al 10%, 100g en 1L de agua a 45° C
+ agitacion constante
GSu1 Solida Mezcla de residuos  Dilucion en agua a 40° C. Dosis de 5-20 g/hL

animal Continta




Cuadro 2. (Continuacion)

Clave Formulacién Origen Modo de preparacién
GSy, Solida Elaborada segun Disolucion a razén de 50 g/hL de agua a
cargas especificas 40° C. Dosis 5-12 g/hL
GSi3 Soélida 100% porcino Solucion al 10%, 100g en 1L de agua a 45° C

Caracterizacion fisica y quimica

El estudio de las gelatinas enoldgicas comenz6 con la medicion de pardmetros fisicos y
quimicos. Para ello, las gelatinas de formulacion solida fueron preparadas a una
concentracion de 10 mg/mL, disueltas en agua destilada con temperatura adecuada
segun sea el caso, mientras que las gelatinas liquidas fueron utilizadas directamente, sin
previa dilucion. Los parametros fisicos analizados fueron pH y densidad, mientras que
los parametros quimicos correspondieron a pruebas de deteccion de proteinas en
matrices de celulosa y la determinacion del contenido total de proteinas mediante los
métodos de Lowry, Bramhall y espectroabsorbancia a 280nm. Los resultados obtenidos
se muestran a continuacion en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Parametros fisicos y quimicos de las gelatinas enoldgicas.
Gelatinas Densidad pH Lowry Bramhall Absorbancia

Liquidas (g/L) (mg/ml)  (mg/ml) 280nm
GL, 1,027 3,6 9,23 73,046 11,57
GL, 1,027 3,7 9,54 77,66 11,11
GL; 1,107 3.69 10,06 67,021 10,36
GL, 1,109 3.82 10,68 66,917 10,64
GLs 1,043 3.87 10,48 68,053 10,13
GLs 0,973 3.34 9,44 75,647 11,44
GS; 1,02 5,54 13,8 74,98 X
GSs 1,107 5.72 25,63 372,98 12,79
GSy 1,137 5,66 33,92 671,34 15,93
GSyo 1,067 5.28 30,5 666,33 14,58
GSu 1,087 5,45 31,44 606,26 15,35
GSy; 1,073 5,65 32,99 691,36 14,56
GSi3 1,07 5.12 15,35 97,75 11,23
GSu4 1,103 5.80 24,38 368,94 12,33

La densidad de las gelatinas, cuantificada a través del método del picnéometro, fue en
todos los casos cercana a 1 (considerando que las muestras sélidas estan en solucidn)
destacando GLg, por ser la muestra que presenta el valor mas bajo de todas las gelatinas
analizadas, y GSy_ por ser la muestra con la mayor densidad.

El pH es una expresion numérica para cuantificar la concentracion del ion H™ de una
solucion. Los resultados obtenidos para este parametro concuerdan con los obtenidos
por Ramirez (2009) para las diferentes formulaciones de gelatinas. Se puede observar
que las gelatinas solidas presentaron valores de pH entre 5,1 - 5,8 mientras que las
liquidas presentaros valores inferiores que variaron entre 3,3 - 3,9. Las gelatinas so6lidas
presentaron valores de pH bastante mas elevados que los encontrados en un vino,



pudiendo generar alteraciones indeseables al momento de clarificar con estos productos.
Riberau-Gayon et al., (2006) mencionan la importancia del pH del clarificante utilizado
debido a que podrian modificar irreversiblemente el pH del vino y acarrear asi, por
ejemplo, problemas microbiologicos o inestabilidad. Las diferencias de pH entre ambas
formulaciones de gelatinas enoldgicas se deberian a los diferentes procesos de
fabricacion. Las gelatinas pueden ser catalogadas como tipo A o B segtn el tratamiento
que reciban las materias primas durante su elaboracion. Las de tipo A corresponden a
gelatinas sometidas a hidrolisis (quimicas o mixtas) en medios acidos, mientras que las
tipo B son sometidas a hidrélisis enzimatica en medios mas alcalinos, lo que
determinara el pH final de los productos (Hornsey, 2007). La adicion de compuestos
quimicos que favorecera la hidrdlisis en la elaboracion de las gelatinas liquidas,
generara, ademas de una disminucion del pH, gelatinas con pesos moleculares inferiores
y un poder de gelificacion menor (Zoecklein et al., 2001). Otro factor que influira en el
pH mas bajo de las gelatinas liquidas es la presencia de compuestos sulfurosos (SO,)
adicionados en su elaboracidon, los que aportan accion antiséptica al producto,
otorgandole estabilidad frente a posibles problemas microbiologicos. Segiin Vogt et al.,
(1984) existen en el mercado gelatinas liquidas hidrolizadas en medios mixtos
(quimicos y enzimaticos) que luego se estabilizan con SO,, compuesto que ademas
acttia de forma positiva en la clarificacion.

Con respecto a los resultados obtenidos en la cuantificacion de las proteinas totales de
cada muestra, destaca las diferencias entre ambas formulaciones de gelatinas, siendo
inferior el contenido proteico de las gelatinas liquidas, independiente del método
analizado. Sin embargo cada método cuantifica de distinta manera este parametro, lo
que impide la comparacion entre ellos. Por un lado, el método de Lowry, cuantifica el
contenido proteico mediante la formacién inicial de un complejo entre las proteinas de
la muestra y el ion Cu' utilizado, que se reduciré al entrar en contacto con el reactivo
de Folin-Ciocalteau; destacan GL; y GSy, por presentar el menor y el mayor contenido
de proteinas, respectivamente. El método de Bramhall cuantifica la reactividad y
afinidad de las moléculas presentes en la muestra con el colorante Coomassie blue; su
desventaja es que no solo las proteinas manifiestan afinidad con este colorante por lo
que la cuantificacion es inexacta; destacan GL4 y GSo por presentar el menor y el mayor
contenido respectivamente. Por ultimo, el método de espectroabsorbancia a 280 nm
cuantifica los anillos aromaticos presentes; destacan GLs y GSg por presentar el menor y
mayor valor respectivamente.

La hidrolisis a la que se somete una gelatina liquida en su elaboracion es mas intensa,
debido a la presencia de acidos que catalizan el proceso, resultando gelatinas con PM
inferiores, constituidas principalmente por polimeros proteicos mas pequeinos, los que
ademas son posteriormente diluidos en soluciones viscosas y agua, disminuyendo aun
mas el contenido proteico existente. Lagune (1994), citado por Ramirez (2009) clasifica
a las gelatinas enologicas en tres grupos: gelatinas no solubles en frio, gelatinas solubles
en frio y gelatinas liquidas, describiendo sélo para el primer grupo la presencia de
proteinas, mientras que para los otros, solo se refiere a la presencia de un contenido
peptidico de origen proteico.

Dentro del grupo de gelatinas solidas destaca GS;, ya que para dos de los tres métodos
analizados es la muestra que presenta la concentraciéon proteica mas baja. Esto se



explica por el origen de la muestra, siendo (cortezas de levaduras). Importante es
mencionar que a esta muestra no se realizd la medicion a 280nm debido a que en
solucion resulta un liquido turbio que arroja lecturas espectrofotométricas inexactas.
También es importante destacar a GSg y GSi4, muestras con fabricante y origen en
comun, pero con diferentes afios de elaboracidon y tiempo de almacenamiento. Sus
contenidos proteicos similares, indican que no hubo una disminucion significativa de las
proteinas por efecto del tiempo o del almacenamiento. Segun Lagune-Ammirati (1997)
la elaboracion de las gelatinas, puede enfocarse a modificar sus condiciones especificas,
identificar una constitucion proteica deseada y controlar el proceso para asegurar la
regularidad de su produccion en el tiempo, pudiendo orientar el producto hacia la
mejora de caracteristicas especificas.

Deteccion de proteinas en matrices de celulosa

Las pruebas de deteccion de proteinas en matrices de celulosa se basaron en el método
establecido por Lopez et al., (2007). Para llevar a cabo el estudio, se prepard una
solucion patron de 10 mg/mL por cada gelatina solida, mientras que las liquidas fueron
utilizadas directamente. Se realizaron diluciones de 1:2, 1:4, 1:8 y 1:16 v/v en el caso de
las gelatinas de formulacion sélida y de 1:10, 1:20, 1:40 y 1:80 v/v para las liquidas,
utilizando agua destilada como agente de dilucion; en ambos casos se utilizd como
control (CG) a cada muestra sin diluir. Posteriormente las muestras fueron precipitadas
y centrifugadas al igual que en la electroforesis, depositando 15uL. de cada suspension
en el papel de celulosa, fijando la muestra mediante calor bajo una lampara por 5
minutos y un lavado con etanol al 80% v/v, luego fueron tefiidos por 20 minutos con
Coomassie blue (colorante con afinidad proteica). La presencia de proteinas esta
determinada por la coloracion azul de intensidad variable y directamente proporcional a
la concentracion de proteinas. Para finalizar, cada matriz recibi6 3 lavados consecutivos
con acido acético al 7% v/v. Los resultados obtenidos son presentados a continuacion en
la Figura 3.
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Figura 3. (Continuacion)
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Figura 3. Deteccion de proteinas en matrices de celulosa.

En la Figura 3 se puede observar una difusion homogénea y radial de las muestras
fijadas al papel de celulosa. Para cada muestra se aprecia claramente una progresiva
disminucién en la intensidad del color de las superficies tefiidas a medida que las
muestras estan mas diluidas.

Con respecto a las gelatinas de formulacion liquida, éstas presentan un comportamiento
similar en cuanto a la intensidad de tincion y su difusion en la matriz de celulosa,
destacando GL; por ser la muestra con mayor intensidad de tincion. Por otra parte, las
gelatinas de formulacion solida en soluciéon, en su mayoria presentan una mayor
intensidad del color en la superficie tefiida en comparacion a las de formulacion liquida
resultados concordantes con los datos obtenidos en la cuantificacion de proteinas
mediante los método de Lowry et al., (1951) y Bramhall et al., (1969), que indican un
mayor contenido proteico por parte de las gelatinas solidas.

Dentro del grupo de gelatinas solidas destacan GS; y GS;3, la primera por presentar una
evidente baja difusion, pudiendo estar asociado al origen de ésta (paredes de levaduras),
mientras la segunda destaca por presentar una casi nula afinidad al colorante utilizado.
También es importante destacar a GSg y GS;4, ambas con origen y fabricacion comin
pero con distintos afios de elaboracion y almacenamiento. Aun asi, no presentan
notorias diferencias frente al comportamiento con el colorante, lo que sumado a sus
concentraciones proteicas similares medidas anteriormente, descartarian pérdidas o
desnaturalizaciones de sus proteinas por efecto del tiempo o un mal almacenamiento.
Por ultimo, GSy destaca por ser la muestra que presenta la mayor reactividad frente a la
tincion, resultados que concuerdan a los anteriores debido a ser la gelatina con los
contenidos proteicos mas elevados (Cuadro 3).

Electroforesis SDS-PAGE

Las 14 gelatinas enologicas fueron sometidas a una electroforesis en geles laminares de
poliacrilamida-SDS y comparadas de acuerdo a su composicion proteica. Para ello se
llevd a cabo un andlisis visual de los geles, utilizando como estandar de peso molecular
(EPM) las proteinas presentes en la saliva humana. La concentracion proteica de esta



ultima, es de aproximadamente 300 mg por 100 mL (mayoritariamente proteinas
glicosiladas). En el caso del EPM observado en las Figuras 4 y 5, destacan proteinas
tales como albumina (60-66 kDa), amilasa (55 kDa), lisozima (17 kDa) y proteinas ricas
en prolina (PRP) acidas (15 kDa) y basicas (90 kDa). Segin Hu et al., (2005) y
Helmerhorst y Oppenheim, (2007), en la saliva humana también es posible encontrar
proteinas no glicosiladas, tales como cisteinas (15 kDa) o histidinas (5 kDa).

Diversos factores influirian en el funcionamiento de la electroforesis, tales como
temperatura de polimerizacion del gel, pH de las muestras, porosidad del gel,
(determinada por las concentraciones de acrilamida (%T) y bis-acrilamida (%C) o la
gradiente eléctrica generada por la fuente de poder. En el caso de los perfiles
electroforéticos de ambos tipos de gelatinas (Figuras 4 y 5) observamos un normal
funcionamiento de este procedimiento, manifestado por la presencia y normal
distribucion de las proteinas salivales en el primer carril de ambos geles.

Gelatinas liquidas

Para la obtencion de los perfiles electroforéticos de estas gelatinas, se utilizaron geles
laminares de concentracion 12% en archilamida. Segun Bollag et al., (1996) esta
concentracion permite detectar proteinas con pesos moleculares entre 15 y 60 kDa.

Para el estudio electroforético, las gelatinas enologicas fueron previamente preparadas.
Se realizaron pruebas de precipitacion de las gelatinas liquidas utilizando acetona y
etanol, siendo este Ultimo, el seleccionado para tratar a todas las muestras. Cada
precipitado, luego de ser separado del sobrenadante, fue suspendido en 60 puL de agua
adicionando 40 pL de buffer de muestra, hervidas durante 5 minutos a bafiomaria.
Finalmente fueron cargados 20 pL de cada muestra en cada carril. El perfil
electroforético de las gelatinas liquidas se muestra a continuacion en la Figura 4.
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Figura 4. SDS-PAGE de las gelatinas liquidas (panel superior) y deteccion de proteinas
sobre una matriz de celulosa de las muestras analizadas (panel inferior). Carril 1 —
Saliva, carril 2 — GL,, carril 3 — GL,, carril 4 — GL3, carril 5 — GL4, carril 6 — GLs y
carril 7 — GLe. (En la membrana de celulosa, las muestras fueron depositadas sobre el
papel en el mismo orden que en los carriles del gel).

En la Figura 4 podemos observar los perfiles obtenidos de las gelatinas enologicas de
formulacion liquida. Destaca el similar comportamiento entre las muestras GL;, GL, y
GLg, presentando una clara afinidad con el colorante utilizado, exhibiendo un material
concentrado que difunde en una zona intermedia del carril pero con una nula presencia
de bandas proteicas identificables. Por su parte, las muestras GL3;, GLs y GLs también
presentan un comportamiento similar entre ellas, manifestando la presencia de un par de
tenues bandas proteicas cercanas a los 55 kDa, y una acumulacion de material afin al
colorante entre los 15 y 30 kDa, donde no se diferencian bandas proteicas. La particular
migracion del material, observado en la imagen electroforética de las gelatinas liquidas,
podria estar relacionada con la presencia de polimeros organicos y/o sintéticos afines al
colorante pero con un bajo contenido de proteina. Por otro lado, Sims et al., (1997)
postulan que de la intensa hidrolisis del colageno en el proceso de elaboracion de estos
productos, daria origen a gelatinas constituidas por cadenas polipeptidicas cortas, con
un bajo contenido proteico, lo que en el estudio estaria corroborado por los resultados
obtenidos en la cuantificacion del contenido total de proteinas, sefialado anteriormente.

Los resultados también concuerdan con lo propuesto por Cosme et al., (2007), cuyos
estudios sefialan que las gelatinas enoldgicas liquidas, al ser sometidas a SDS-PAGE
presentan una distribucion al azar del material, que seria independiente de sus pesos
moleculares.

Debido al comportamiento y distribucion al azar del material presente en las gelatinas



liquidas, sumado a los bajos contenidos proteicos obtenidos en las mediciones
anteriores, a las gelatinas liquidas se les midi6 el contenido de Nitrogeno total mediante
el método de Kjeldhal (Cuadro 18, apéndice VI).

Las proteinas son compuestos nitrogenados estructurados a base de aminoacidos. El
contenido de Nitrogeno de una proteina es en promedio 16% (Sepulveda, 2008), por lo
que conocido el contenido de nitrogeno se puede estimar el contenido de proteinas de
una muestra sometida a este procedimiento. Los resultados obtenidos (Cuadro 18,
apéndice VI) reafirman lo anterior, destacando el bajo contenido proteico de todas las
muestras de esta formulacion. GL; resulto ser la gelatina con el porcentaje proteico mas
elevado entre los productos analizados. Tampoco es descartable que el nitrogeno
cuantificado por el método de Kjeldhal sea parte de componentes sintéticos presentes en
el producto.

Gelatinas solidas

Para la obtencion de los perfiles electroforéticos a partir de las gelatinas de formulacion
solida, se elaboraron inicialmente, distintos geles de separacion con diferentes
concentraciones de acrilamida/bisacrilamida, determinando como el gel con mejores
resultados el de 10% de acrilamida. Segin Lamote (2007) los geles de poro intermedio
(10-12%) proveen una separacion adecuada para proteinas de 20 a 90 kDa.

Las muestras solidas fueron disueltas en agua en concentracion de 10 mg/mL,
precipitadas en etanol y centrifugadas posteriormente, concentrando asi, su contenido
proteico. El precipitado fue suspendido en agua (60 uL) y en buffer de muestra (40 uL)
para luego ser hervidas a bafiomaria durante 5 minutos. Finalmente fueron cargados 20
pL de cada muestra en cada carril.

El perfil electroforético de las gelatinas de formulacion sélida y la deteccion proteica en
matrices de celulosa se observa a continuacion en la Figura 5.
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Figura 5. SDS-PAGE de las gelatinas solidas (panel superior) y deteccion de proteinas
sobre una matriz de celulosa de las muestras analizadas (panel inferior). Carril 1 —
Saliva, carril 2 — GS5, carril 3 — GSg, carril 4 — GSo, carril 5 — GSy, carril 6 — GSyy,
carril 7 — GSy,, carril 8 — GSy3, carril 9 — GSy4. (En la membrana de celulosa, las
muestras fueron depositadas sobre el papel en el mismo orden que en los carriles del

gel).

En la Figura 5 Se puede observar una distribucion completamente distinta al material
observado en las gelatinas liquidas. Destaca la muestra GS; (carril 2) por presentar una
distribucion diferente en comparacion al resto de las muestras de gelatinas solidas,
caracterizado por la presencia de bandas electroforéticas de menor PM, posiblemente
debido a su origen distinto (pared celular de levaduras). Esta gelatina presenta un
importante contenido de bandas de pesos moleculares entre 45 y 30 kDa y dentro del
conjunto de gelatinas sélidas analizadas, fue la inica que exhibi6é bandas que migraron,
por su bajo peso molecular, hasta el final del carril.

La gelatina GS;3 (carril 8) present6 una ausencia tanto de tincion en la lamina de
celulosa como de bandas electroforéticas en los geles. Resultados de este tipo fueron
obtenidos antes por Paetzold y Glories (1990), quienes relacionaron este fenémeno a la
hidroélisis de tipo enzimatica a la que son sometidas las materias primas en los procesos
de elaboracion. De ser esto correcto, estas gelatinas debieran presentar un alto contenido
de polipéptidos de bajo peso molecular, observacién que no ocurre pues no se aprecio
material tefiido por el colorante en el frente de migracion. Estos resultados concuerdan
con los obtenidos por Ramirez, (2009) para la misma muestra y bajo las mismas
condiciones electroforéticas. La cuantificacion de proteinas para esta muestra
empleando el método de Bramhall arrojo una concentracion inferior en casi un 90%
respecto del resto de las gelatinas solidas, con la excepcion de GS7. Sin embargo en la
cuantificacion proteica basada en la medicion de la absorbancia a 280 nm, la solucion



de GS;3 presentd una sefal similar al de las preparaciones de gelatinas liquidas,
observacion que indicaria la presencia de algin material orgdnico el cual no seria afin al
colorante selectivo de proteinas utilizado

Salvo las dos muestras antes comentadas (GS7 y GS;3), el resto de las gelatinas sélidas
presentaron una distribucion similar del material proteico, concentrandose hacia la parte
superior de cada carril, debido a los mayores PM de sus moléculas polipeptidicas.
Glories (1978) también ha observado la presencia mayoritaria de proteinas de alto PM
en aquellas gelatinas solidas solubles en agua. Una comparacion mas detallada de este
subconjunto de gelatinas solidas, basada en su fraccionamiento electroforético, podria
efectuarse mediante el empleo de geles de poliacrilamida menos concentrados.

Estudio del rendimiento de clarificacion

El experimento fue dividido en dos ensayos independientes entre si. En ambos casos
fueron analizadas las variaciones sufridas por la fraccion fenolica global de las
soluciones utilizadas al ser sometidas a la clarificacion mediante tres dosis distintas de
gelatina. Se utilizé como referencia los parametros descritos por Molina (1994) y Vivas
et al., (2000) quienes recomiendan dosis entre los 1,5 — 15 g/hL dependiendo del tipo
de vino a tratar, estableciéndose asi para ambos ensayos tres tratamientos con dosis de
7,5 mg para T, 15 mg para T, y 22,5 mg para T3, en un volumen de 150 mL de
solucion. Cabe destacar que en el caso de las gelatinas liquidas, las dosis utilizadas
estan muy por sobre lo recomendado en las fichas técnicas de cada producto, esto con el
objetivo de homogenizar el experimento y poder compararlas en igualdad de
condiciones con las gelatinas de formulacion solida.

Asi como una baja dosis de gelatina puede generar rendimientos de clarificacion
deficientes, una dosis mayor a la necesaria puede ser el inicio de graves inconvenientes
para la estabilidad del vino; este fendmeno se conoce como sobre-encolado (Peynaud,
1989; Espinoza, 1995). Diferentes pruebas de laboratorio se realizaron para determinar
las dosis de gelatina y los volumenes de solucion o vino utilizados. Ambos ensayos
fueron montados en tubos de clarificacion de 200 mL, utilizando 150 mL de cada
unidad experimental (solucidon hidroalcoholica o vino) al que se le agregaron las
diferentes dosis de gelatina.

En la Figura 6 se puede apreciar el experimento para la muestra GSo seleccionada
aleatoriamente. La primera imagen de la figura muestra el experimento recién montado
(dia 1) donde se manifiesta una marcada turbidez inicial generada por la interaccion
entre las proteinas del clarificante y los polifenoles presentes tanto en el vino como en la
solucion hidroalcoholica, mientras que la segunda imagen corresponde al experimento
pasadas 48 horas de clarificacion. Los volumenes utilizados facilitaron la cuantificacion
fenolica global asi como también la observacion de parametros descritos por Delanoe et
al., (1988), importantes al momento de elegir un producto a nivel industrial tales como
el tiempo de formacién de floculos, la velocidad de sedimentacion de éstos, grado de
limpidez logrado y volumen de borras.
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Figura 6. Experimento montado en tubos de clarificacion con una solucién
hidroalcoholica (sh — ensayo I) y vino (v — ensayo II) para la muestra GSo,
correspondiendo t1, t2 y t3 a cada tratamiento.

Pasadas 48 horas de clarificacion las muestras fueron centrifugadas a 3000 rpm durante
5 minutos para extraer el sobrenadante sin borras ni particulas en suspension las que
podrian alterar los resultados de las futuras mediciones. Posteriormente se analizo la
concentracion de compuestos fendlicos globales mediante espectrofotometria; en el caso
del ensayo I, se cuantificaron la concentracion global de fenoles totales, taninos totales
y la suma de las absorbancias a 420, 520 y 620 nm para determinar la intensidad
colorante. Para el ensayo II, ademas de fenoles, taninos e intensidad colorante
mencionadas anteriormente, fueron medidas las absorbancias a 520 nm para determinar
el contenido de antocianos totales. Segun Riberau-Gayon et al., (2006), los compuestos
fenolicos sufren transformaciones durante el proceso de vinificacion, por lo que resulta
importante conocer el comportamiento de este grupo de compuestos frente a la accion
de estos insumos enologicos.

Ensayo I: Clarificacion de una solucién hidroalcéholica mediante tratamientos con
gelatina enoldgica.

Segin Ribéreau-Gayon et al., (1980); Peynaud (1989); Delanoe et al., (1988);
Zoecklein et al., (2001), la clarificacion de vinos con productos de origen proteico se
produce debido a la interaccion entre las proteinas y/o polimeros presentes en los
productos con los polifenoles del vino, principalmente con los taninos. Por otro lado, la
clarificacion de vinos con gelatinas, puede realizarse en conjunto con taninos de uso
enologico que favoreceran al proceso, ayudando a la formacion de floculos que
posteriormente sedimentaran. Estos taninos son ampliamente utilizados en la industria,
se clasifican como taninos hidrolizables, taninos condensados o mezcla de los
anteriores (Obradovic, 2006).

En este ensayo se consideré como unidad experimental a una solucion hidroalcoholica
(SH) elaborada con agua destilada, etanol 13 % v/v, 3 g/L acido tartarico y 4 g/L tanino
enologico (proantocianidico e hidrolizable) marca Tan’cor®. Segiun Ramirez (2009) la



marca de tanino utilizada estd constituida en mas de un 90% por taninos
proantocianidicos y un 10% de taninos hidrolizables.

Los taninos condensados o proantocianidinas, corresponden a compuestos fenolicos
flavonoides del grupo de los flavanoles. Se localizan en las semillas y algo en los
hollejos, mientras que los taninos hidrolizables son compuestos fenodlicos no
flavonoides, originarios de la madera, de roble u otros tipos (Pefia-Neira, 1999). Los
primeros son responsables del amargor y astringencia en el vino, del cuerpo y de la
capacidad de mantener su color a lo largo del tiempo mientras que los segundos se
caracterizan por participar organolépticamente de la astringencia, amargor y evolucion
del color en los vinos (Zamora, 2003). Debido al importante rol que tienen los
compuestos fendlicos en la estructura quimica y fisica de los vinos, ademas de ser
actores importantes en procesos enoldgicos como la clarificacion por encolado y
estabilizacion de vinos, es importante conocer el comportamiento y la variacion de estos
compuestos frente a diferentes dosis de gelatinas. Los complejos formados entre taninos
y proteinas en la clarificacion no son necesariamente de tipo insolubles, sino que
también pueden mantenerse en solucion, pudiendo generar problemas después del
embotellado (Shahidi et al., 1995).

Los resultados (promedios y desviaciones) obtenidos por cada tratamiento estudiado
sobre la fraccion fenolica de la solucion hidroalcoholica, son presentados en los
Cuadros 10, 11y 12 en los apéndices Il y IV.

Caracterizacion de la solucion hidroalcéholica (SH) empleada

Previo a la realizacion del ensayo, la solucion hidroalcoholica (SH) del tanino Tan’cor
(ver Materiales y Métodos) fue caracterizada mediante distintos pardmetros. Para esto
fue necesario realizar una dilucion previa de la SH (1:20). El pH fue medido
directamente sobre la solucion sin diluir. El contenido global de fenoles, taninos,
intensidad colorante y pH de la SH se presentan a continuacion en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Contenido global de polifenoles y pH de la solucion hidroalcéholica (SH).

Fenoles Taninos Intensidad pH
(mg/L EAG)  (g/L procianidina) Colorante
862,102 3,04 19,46 3,36

La composicion fendlica global de la SH, estd determinada en su totalidad por la
composicion del tanino utilizado, debido a que los otros constituyentes (acido tartarico y
etanol) no corresponden a polifenoles. El contenido de taninos observado en la solucion
hidroalcoholica fue similar al observado en los vinos tintos descritos por Huerta (2006)
y Romero (2009). El contenido de fenoles totales resulté cercano a lo determinado en
un vino blanco por Donoso (2001), mientras que la intensidad colorante presenta
valores similares a los descritos por Romero (2009) para vinos tintos. Los valores de pH
estan dentro del rango habitual de los vinos comerciales, aunque las muestras tratadas
con gelatina solida manifestaron aumentos del pH hasta 0,4 puntos luego de la
clarificacion, mientras que con las liquidas los valores se mantuvieron estables.



Efecto del clarificante sobre el contenido de fenoles totales de la solucion
hidroalcéholica

Para Zamora (2003) la cuantificacion de este grupo de compuestos da una idea global
del contenido de compuestos fendlicos flavonoides (flavanoles, flavonoles, antocianos,
etc.) y no flavonoides (acidos fendlicos y taninos hidrolizables). La absorbancia a 280
nm es caracteristica de los electrones deslocalizados de los ciclos benzoicos de los
polifenoles, permitiendo hacer una cuantificacion espectrofotométrica de estos
compuestos (Vivas y Norier, 2003).

El comportamiento de los fenoles totales de la SH frente a los tres tratamientos con
gelatinas, se observa a continuacion en la Figura 7.
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Figura 7. Efecto de tres tratamientos diferentes con gelatinas comerciales sobre el
contenido de fenoles totales (mg/L EAG) de la SH luego de 48 horas de clarificacion.

En los graficos de la Figura 7 es posible observar el comportamiento de los polifenoles
totales expresados en mg/LL EAG (equivalentes en acido galico) de la SH frente a tres
diferentes dosis de cada gelatina enologica. Para el caso de las gelatinas de formulacion
liquida se puede apreciar una gradual disminucion de la concentracion de fenoles totales
en funcién del aumento de la dosis. El comportamiento de estas gelatinas es
relativamente similar para los tres tratamientos, agrupandose GL;-GL,-GL¢ y GL3-GL4-
GLs no presentando diferencias estadisticas significativas entre ellas. Este
comportamiento podria estar relacionado con los procesos similares de elaboracion y las
materias primas utilizadas. La muestra GL; fue la gelatina que mas fenoles removi6 en
todos los tratamientos.

Al observar el grafico correspondiente a las gelatinas solidas se aprecia un
comportamiento estadisticamente similar entre las muestras GS; y GS;3, donde la
remocioén de fenoles totales es similar al de las gelatinas liquidas para todos los
tratamientos. Las muestras GSg y GSjs4 también presentan un comportamiento
estadistico similar para los tres tratamientos, explicado por el mismo origen y
fabricacion, no obstante generan una extraccion de fenoles intermedia dentro de todas
las gelatinas solidas. Por ltimo, las muestras GSg GS;9 GS;; y GS|, que no presentan
diferencias significativas entre ellas, son ademas las muestras que actian de manera mas
intensa sobre la fraccion fendlica de la SH. A excepcion de GS; y GS;3, el resto de las
gelatinas solidas generan una mayor remocion de fenoles en comparacion a las gelatinas



liquidas, Vivas et al., (2000) postulan que las proteinas de un clarificante son las que
interactuan con los fenoles del vino, por lo que a mayor contenido de proteinas de un
clarificante mayor sera la intensidad de la clarificacion.

A diferencia de los 862,1 mg/LL EAG iniciales de la SH, los valores finales obtenidos
para T, y T3 concuerdan con los rangos descritos por Frankel et al., (1995) para un vino
blanco, quienes sefialan que el rango normal varia entre los 160 y 530 mg/L de EAG.

Efecto del clarificante sobre el contenido de taninos totales de la solucion
hidroalcéholica

Segun Pefia-Neira (2006), la base estructural de un tanino de uva la componen las
proantocianidinas, subdivididas a su vez en procianidinas (catequina y epicatequina) y
prodelfinidinas (galocatequina y epigalocatequina). La hidrolisis que sufren estos
compuestos, en medio acido y en presencia de oxigeno, genera la formacion de
antocianidinas que podran ser cuantificadas mediante espectrofotometria. La naturaleza
de estos compuestos presenta absorbancias dentro del rango de los 500-550 nm
caracteristicos del color rojo (Vivas y Norier, 2003).

El comportamiento de los taninos totales de la SH frente a los tres tratamientos con
gelatinas, se observa a continuacion en la Figura 7.
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Figura 8. Efecto de tres tratamientos diferentes con gelatinas comerciales sobre el
contenido de taninos totales (g/L procianidina) de la SH luego de 48 horas de
clarificacion.

La Figura 8 muestra el comportamiento de los taninos totales de las SH frente a los
distintos tratamientos con gelatina. El contenido inicial de 3,04 g/ de procianidina, se
ve claramente afectado por todos los tratamientos, aunque para T, y T3 la diferencia es
bastante baja. Lo antes expuesto se explica ya que con la dosis de gelatina usada en T,
se logra precipitar casi en su totalidad a los taninos de la SH. Segun lo observado
experimentalmente, los volimenes de lias comparados entre tratamientos no
presentaban mayores diferencias, no obstante la turbidez final de Ts seria indicio de un
sobreencolado. Las muestras que generaron mayor extraccion de taninos fueron las
solidas, sin embargo GS; y GS;3 son las tnicas muestras de este tipo que no presentan
diferencias estadisticas significativas con algunas de las gelatinas liquidas. Al igual que



en la medicidn anterior, las muestras de ambas formulaciones tienden a agruparse segun
su similitud estadistica, destacando dentro de las soélidas el grupo de GS9 GS;o GS11y
GS; por ser las de mayor intensidad extractiva.

Los taninos son por definicion moléculas capaces de producir combinaciones estables
con proteinas u otros polimeros vegetales (Riberau-Gayon, 2006). La variacion
significativa en el contenido de taninos totales de la SH luego de la clarificacion puede
deberse a que los taninos presentes inicialmente no se encuentran estables o asociados a
otras moléculas, de manera que en presencia de las proteinas de las gelatinas se
combinan y sedimentan.

Efecto del clarificante sobre la intensidad colorante de la solucion hidroalcéholica

La intensidad colorante corresponde a la suma de las absorbancias a 420, 520 y 620 nm.
La absorbancia a 420 nm corresponde a la fraccion amarilla (caracteristica de vinos
blancos) generada principalmente por los flavonoles de pieles y semillas. La
absorbancia a 520 nm corresponde al color rojo del vino tinto del cual son responsables
los antocianos presentes en las pieles de las bayas. Por ultimo, la absorbancia a 620 nm
corresponde a la fraccion azul presente en vinos jovenes (Zamora, 2003).

De acuerdo a Sims et al., (1995), citados por Fleischmann (2001), las gelatinas tienen
un efecto insignificante sobre la intensidad de color. Zoecklein et al., (2001) realizan la
misma afirmacion, agregando ademds que las gelatinas tienen un efecto mas drastico
sobre la reduccion del color en vinos jovenes, debido a la ausencia de compuestos
fenolicos estabilizados. En cambio, Hidalgo (2001) menciona que este tipo de
clarificantes proteicos si tienen un efecto sobre la intensidad colorante de los vinos.

En la Figura 9 se puede observar que existe una variacion de la intensidad colorante
frente a las diferentes dosis de gelatina, probablemente debido a que el color de la SH
esta determinado por los taninos enologicos utilizados en su preparacion y a la
interaccion que existe entre éstos y las proteinas del clarificante. Se puede destacar que
las gelatinas de formulacion liquida no presentan diferencias estadisticas significativas,
agrupandose de la misma forma que en los dos parametros analizados anteriormente.
Adicionalmente, las muestras sélidas GS; y GS;; presentan un comportamiento
estadisticamente similar a un grupo de gelatinas liquidas.

Por otro lado, entre las gelatinas solidas, las muestras GSo, GS;9, GS;1 y GSj, son las
que mayor variabilidad generan luego de la clarificacion, no habiendo diferencias
significativas entre ellas. Segin Sims et al., (1995) la variacion de la intensidad
colorante dependera de la cantidad de clarificante utilizado, sufriendo mayores
variaciones cuando las dosis de clarificante son mayores; esta afirmacion concuerda con
los resultados, aun cuando las diferencias entre cada tratamiento y para ambos tipos de
gelatinas, no son mayormente significativos. Por otro lado, los resultados concuerdan
con los resultados obtenidos por Ramirez (2009) mediante el uso de una SH y
concentraciones de gelatina similares.
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Figura 9. Efecto de tres tratamientos diferentes con gelatinas comerciales sobre la
intensidad colorante de la SH luego de 48 horas de clarificacion.

Ensayo I1: Clarificacién de un vino cv. Cabernet Sauvignon mediante tratamientos
con gelatina enoldgica.

Para la realizacion de este ensayo se utilizo como unidad experimental vino tinto
cultivar Cabernet Sauvignon elaborado de forma artesanal con uvas provenientes del
valle del Maipo. En Chile esta variedad es la mas cultivada entre las cepas tintas finas.
Su adaptacion a las condiciones naturales de Chile es notable, logrando elaborar vinos
de alta calidad, tanto desde el punto de vista aromatico como estructural. Son
probablemente los vinos mas aptos para ser envejecidos, debido principalmente a su alto
contenido de taninos (Pszczolkowski, 1998).

Tal vez el factor mas importante que determinara la calidad del vino es su concentracion
y composicion fenodlica. Estos compuestos son responsables de caracteristicas tales
como el color, la astringencia, el amargor o el cuerpo de un vino. Poseen importantes
propiedades beneficiosas para la salud debido a su condicion de moléculas antioxidantes
(Pefia-Neira, 2002). Segin Riberau-Gayon et al., (2006) los compuestos fendlicos
tienen propiedades bactericidas y antioxidantes. Existe evidencia cientifica que
demuestra que estos compuestos tienen propiedades anti-cancerigenas y ayudan a la
proteccion contra enfermedades cardiovasculares (Dinnella et al., 2009). La
concentracion y naturaleza de estos compuestos en el vino, depende entre otros, de la
variedad, momento de cosecha, condiciones de suelo y zona geografica (Pefia, 1998).

La interaccion entre las proteinas del agente clarificante y la composicion fenolica de
los vinos, genera cambios irreversibles luego de la clarificacion (Zoecklein et al., 2001).
Las dosis de gelatina enoldgica utilizadas en la bodega, dependeran en gran medida, de
la concentracion de los polifenoles presentes y de las caracteristicas que se desea
obtener (en términos estructurales como organolépticos) en los vinos tratados con estos
productos, motivo por el cual se recomiendan ensayos previos para determinar la dosis a
utilizar. Los resultados estadisticos (promedios y desviaciones) obtenidos por cada
tratamiento estudiado y su efecto sobre la composicion fendlica del vino son
presentados en los Cuadros 13, 14 y 15 apéndices IV y V.



Caracterizacion del vino cv. Cabernet Sauvignon

El vino utilizado para la realizacion de este experimento fue caracterizado mediante la
medicion de los parametros espectrofotométricos indicados. Se utilizé una dilucion de
vino de 1:50, mientras que el pH fue medido directamente. El Contenido global de
polifenoles y el pH del vino son presentados en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Contenido global de polifenoles y pH del vino Cabernet Sauvignon.

Fenoles Taninos Antocianos Intensidad pH
(mg/L EAG) (g/L procianidina) (mg/L malvidina) Colorante
1955,54 2,05 1002,535 12,16 3,41

Para Frankel et al., (1995) la concentracion de fenoles totales en un vino tinto varia
entre los 1,8 y 4,06 g/LL EAG, teniendo un promedio de 2,57 g/L.. Los valores obtenidos
para este parametro se encuentran dentro del rango sefialado, aunque bajo el promedio.
Por otra parte, la concentracion de taninos totales presentd resultados inferiores a los
observados por otros autores (Huerta, 2006; Ketter, 2008; Ponce, 2007; Romero 2009).
La vinificacion artesanal, donde existe una pobre extraccion de compuestos desde las
pieles y semillas de la uva, ademds de la baja calidad de esta ultima, serian
explicaciones posibles para los bajos contenidos observados. El nivel de malvidina
encontrado en el vino es similar con valores observados por otros autores para la misma
variedad (Huerta, 2006; Ponce, 2007; Romero 2009). Con respecto a la intensidad
colorante, los valores observados son similares a los encontrados por Morales (2001) y
Ketter (2008). Luego de la clarificacion, el pH del vino no se vio mayormente afectado,
aunque las gelatinas solidas produjeron pequefias variaciones.

Efecto del clarificante sobre los fenoles totales del vino

Riberau-Gayon et al., (2006) mencionan que los polifenoles sufren transformaciones
durante la vinificacion, sobre todo en vinos tintos, debido a procesos de oxidacion,
condensacion, polimerizacion o precipitacion. Cabe destacar que el nombre de
polifenoles engloba a antocianos, flavonoles, flavanoles, acidos fendlicos y otros. La
medicion espectrofotométrica a 280 nm entrega un contenido global de estos
compuestos del vino (Zamora, 2003).

En la Figura 10 se muestra ¢l efecto de tres dosis diferentes de gelatina enoldgica sobre
los polifenoles totales del vino tinto empleado. Se puede observar un descenso del
contenido de polifenoles totales que fue proporcional al aumento de la dosis para T y
T,. No se observo diferencias significativas entre T, y T3, por lo que el aumento de la
dosis, en términos reales, solo generaria alzas de los costos productivos por el uso
excesivo de un determinado clarificante, ademas de posibles problemas de
sobreencolado que podrian generar inestabilidad incluso aun después del embotellado.
Las muestras solidas GSy, GS19, GS1; y GS;;, presentaron diferencias estadisticas entre
los tres tratamientos. El comportamiento de las muestras fue similar al observado en el
experimento con la SH. En el caso de las muestras liquidas éstas se agrupan
estadisticamente entre GL;, GL, y GL¢ y entre GL3;, GLs y GLs en todos los



tratamientos, siendo también este Ultimo grupo, estadisticamente similar a las solidas
GS7 y GSy3. El resto de las gelatinas de formulacion sélida presentaron un efecto mas
intenso sobre los polifenoles del vino, donde GSgy GSj4 no presentaron diferencias
significativas posiblemente debido a su idéntico origen, mientras GSo, GSio, GSi; y
GS|; fueron las muestras de mayor extraccion.

Los valores obtenidos luego de 48 horas de clarificacion fueron mas elevados que los
propuestos por Zoecklein et al., (2001) y Bordeau y Scarpa (2000), quienes sefialan que
el contenido promedio de fenoles totales para los vinos tintos jovenes de esta variedad
es de aproximadamente 1300 mg/L EAG. Por otro lado, los resultados concuerdan con
lo propuesto por Fleischmann (2001), Huerta (2006) y Morales (2009), quienes sefialan
que las gelatinas tienen un efecto sobre los polifenoles totales de un vino tinto, los que
disminuyen a medida que aumenta la dosis de gelatina. Segin Molina (2000), dosis de
gelatinas enologicas sobre 10 g/L tienen un efecto apreciable sobre polifenoles que
participan en la astringencia del vino tinto, no obstante este efecto dependera de la
selectividad de las proteinas del agente clarificante para interactuar con polifenoles
presentes.

Fenoles totales GL Fenoles totales GS
"

1800,00 - — 1700,00 637

1700,00 - 1600,00 - |Gs8

o 160000 | EGL2 w 1500,00 - HGS9

< 1500,00 - HGL3 S 1400,00 | -
= Bl 3 1300,00 -

2 1300,00 | mGka g ’ G511
1200,00 - HGLS 1200,00 -

1100,00 | 1100,00 - H G512

1000,00 - WGLkh 1000,00 - HG513

1 2 3 1 2 3 G514

Tratamientos Tratamientos

Figura 10. Efecto de tres tratamientos diferentes con gelatinas comerciales sobre los
fenoles totales de un vino del cv. Cabernet Sauvignon.

Efecto del clarificante sobre los taninos totales del vino

Segtin Flanzy (2000), la reaccion de floculacion entre las proteinas de un clarificante
con los taninos del vino no estaria relacionada con la unién por cargas opuestas, debido
a que al pH de vino los taninos no tendrian carga. Opuesto a esto, Delanoe et al.,
(1988), Zoecklein et al., (2001) y Riberau-Gayon et al., (2006) mencionan que la
coagulacion y posterior floculacion de un clarificante proteico ocurre con polifenoles,
principalmente con los taninos. Inicialmente la coagulacion se genera por la
deshidratacion de las proteinas (electropositivas) en contacto con los taninos
(electronegativos) formando un coloide hidréfobo que posteriormente floculara y
sedimentara. Segin Pyenaud (1989) la sedimentacion se veria favorecida en presencia
de ciertos minerales, como Fierro (Fe™), ya que éste se uniria al coloide hidrofobo
acelerando su sedimentacion.



En la Figura 11 se muestra el comportamiento de los taninos totales frente a tres dosis
diferentes de gelatina. Considerando 2,15 g/L de procianidina del vino presentes
inicialmente, se observa que todas las gelatinas, independientes de su formulacion,
ejercen una disminucion proporcional al aumento de las dosis, no existiendo diferencias
estadisticas entre los tres tratamientos para todas las muestras. El comportamiento de las
muestras sigue el mismo patron anterior, agrupandose las muestras entre las que no
presentan diferencias significativas. Las muestras de formulacion liquida, son las de
menor extraccion tanica, mientras que las solidas, especificamente el grupo de las
muestras GSo, GSj9, GS1; y GSy, fueron las muestras de mayor extraccion.

Por otro lado, las muestras GS; y GS;3 presentan un comportamiento estadistico
similar, mientras que GSs y GSj4 presentan un origen comun traducido en un
comportamiento estadistico similar. Segiin Maury et al., (2001) las gelatinas son mas
selectivas con los taninos mas polimerizados y galoilados. Por otro lado, mientras mas
elevado es el PM de las proteinas utilizadas para la clarificacion, mayor es la
precipitacion de taninos (Moreno-Arribas y Polo, 2009), afirmaciones que en conjunto
con los contenidos proteicos medidos explicarian los resultados.
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Figura 11. Efecto de tres tratamientos diferentes con gelatinas comerciales sobre los
taninos totales de un vino del cv. Cabernet Sauvignon.

La disminucion de taninos es proporcional al aumento de las dosis, tendencia similar a
la descrita por otros autores (Fleischmann, 2001; Huerta, 2006 y Morales, 2009). Segin
Zamora, (2003), el rango de taninos en los vinos tintos, estd entre 1 y 5 g/L de
procianidina, siendo valores ideales para crianza en barricas los mayores a 3 g/L. Los
valores observados en las muestras estudiadas estan dentro de los rangos mencionados,
aunque su baja concentracion inicial se debe a la elaboracion de caracter artesanal del
vino y su gran variacion frente a las distintas dosis, a la baja estabilidad de estos
compuestos en un vino joven.



Efecto del clarificante sobre los antocianos totales del vino

Segin Mazza et al. (1999), la concentracion y composicion de antocianos en el vino
varian seglin la especie, variedad, temporada, manejos agrondmicos, clima y suelo. Por
otro lado Moyer et al., (2002) sefialan que los niveles de antocianos en las plantas
varian de acuerdo a la época del afio, ubicacion geografica y genotipo. En el vino
variardn ademas de acuerdo a los manejos y cuidados durante la elaboracion, en busca
de una mejor extraccion (Riberau-Gayon et al., 2006). Los antocianos son compuestos
bastante inestables cuando se encuentran en forma libre. Factores como el pH o los
niveles de SO, influirdn sobre fendmenos de copigmentacion que favorecen al equilibro
de la materia colorante (Zamora, 2003).

Los antocianos forman estructuras estables con los taninos favoreciendo la estabilidad
del vino frente a posibles oxidaciones o precipitaciones. Parametros sensoriales
importantes en la calidad como el color, astringencia o aroma se ven favorecidos por
esta asociacion. Un vino con las caracteristicas necesarias para ser criado en madera, no
hard mas que favorecer la formacion de estas estructuras, modificando positivamente la
calidad. Por el contrario, vinos varietales o jovenes, no presentan una estructura tan
compleja, pudiendo sufrir mayores alteraciones luego de la clarificacion.

Las concentraciones de antocianos observadas en el estudio son comparables a los
resultados obtenidos por Romero (2009). En los ensayos con las distintas dosis de
gelatina y para ambas formulaciones, no se observaron diferencias estadisticas
significativas entre T, y T3. La excepcion a esto fueron las muestras GSg y GSy4 las
cuales no presentaron diferencias entre T; y T, pero si con Ts. El comportamiento de
cada gelatina es presentado a continuacion en la Figura 12.
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Figura 12. Efecto de tres tratamientos diferentes con gelatinas comerciales sobre los
antocianos totales de un vino del cv. Cabernet Sauvignon.

Se puede observar que todas las gelatinas liquidas, sumadas GS; y GS;3, presentan un
comportamiento estadistico similar para todos los tratamientos, siendo minima la
remocién de antocianos a dosis bajas. El resto de las muestras sélidas se agrupan entre
las que no presentan diferencias estadisticas, destacando GSs y GSi4 que tienen un
idéntico origen y elaboracion, y GSo, GSjo, GSi; y GSi2, que ademas fueron las que
mayor antocianos removieron de la solucion. Segiin Riberau-Gayon et al., (2006), las
gelatinas enoldgicas no tendrian un gran efecto sobre la materia colorante de vinos



tintos jovenes. Por otro lado, el aumento de las dosis de gelatina genera la misma
tendencia observada por Flieschmann, (2001) y Morales, (2009) aunque la extraccion o
remocion de la materia colorante no es significativa estadisticamente. Los valores
observados antes y después de la clarificacion son cercanos a los descritos para la
misma variedad por Romero, (2009) y, por el contrario, son elevados en comparacion a
los observados por Morales, (2001); Huerta, (2006) y Ketter, (2008).

Efecto del clarificante sobre la intensidad colorante del vino

Las caracteristicas cromaticas de los vinos hacen referencia a su luminosidad y color. La
luminosidad corresponde a la transmision de luz a través del vino y es inversamente
proporcional a la absorbancia y la intensidad colorante del vino. La cromaticidad o color
corresponde a la longitud de onda predominante. Los espectros de absorcion de los
vinos tintos jovenes presentan un maximo de absorcion a los 520 nm (caracteristicos del
color rojo) y un minimo a los 420 nm (caracteristico color amarillo); por otro lado, en
los vinos tintos viejos el fendmeno es a la inversa, la absorcion a 520 nm llega a ser
inferior que aquella a 420 nm (Obreque, 2010).

La intensidad colorante, asi como todos los otros parametros antes estudiados, variaran
en funcion de la concentracion de compuestos fenolicos presentes en la uva y el vino; a
su vez estos compuestos variaran de una temporada a otra en funciéon de todos los
factores ya mencionados. Es asi como para una misma variedad, proveniente de una
misma zona geografica, se pueden presentar valores diferentes para un determinado
parametro. Romero (2009) observo valores en vinos Cabernet Sauvignon mas elevados
que los resultados observados, mientras que Morales (2001) y Ketter (2008) obtuvieron
valores similares a los encontrados inicialmente en el vino estudiado. El
comportamiento de esta fraccion frente a diferentes dosis de gelatina se muestra a
continuacion en la Figura 13.
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Figura 13. Efecto de tres dosis de diferentes gelatinas comerciales sobre la intensidad
colorante de un vino del cv. Cabernet Sauvignon.

Se puede observar que para todas las muestras, el comportamiento de los tratamientos
resultd similar, no habiendo diferencias significativas para T, y Ts. Las gelatinas
liquidas presentaron un comportamiento estadistico similar entre ellas y con las
muestras GS7 y GS3. El resto de las gelatinas solidas presentaron cuantitativamente una
mayor extraccion en comparacion a las liquidas, aunque en términos practicos resulto



insignificante la variacion de la intensidad colorante, corroborando asi lo propuesto por
Peynaud, (1989) y Vivas et al., (2000), quienes postularon que los clarificantes
proteicos tienen un bajo efecto sobre la disminucion de este parametro. Las gelatinas
GSy, GS10, GS11 y GSy; son al igual que para el resto de los parametros analizados, las
muestras que generaron una mayor remocion de compuestos fendlicos.



CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados y condiciones empleadas para este estudio, se puede
concluir lo siguiente:

e Todas las gelatinas enologicas estudiadas, presentan una composicion proteica
diferente. Sin embargo las gelatinas de formulacion sélida presentan una
concentracion proteica mayor segun distintos métodos de analisis.

e Las gelatinas liquidas no presentan una composicion polipeptidica evidente,
pudiendo estar constituidas por polimeros sintéticos afines al colorante de
proteinas Coomassie blue.

e Las moléculas de proteinas que constituyen las gelatinas solidas presentan claras
diferencias en sus tamafios.

e En comparacion con las gelatinas liquidas, las gelatinas s6lidas presentaron un
efecto clarificador mayor, siendo mas notable el efecto que ejercen sobre la
composicion fenolica global tanto de la SH como del vino cv. Cabernet
Sauvignon analizado.

e La clarificacion producida mediante un producto de origen proteico, como las
gelatinas, genera modificaciones irreversibles en la fraccion polifenolica del
vino tratado, lo que produciria alteraciones en las propiedades sensoriales u
organolépticas del vino.

e La realizacion de pruebas preliminares para determinar la dosis exacta de
clarificante a utilizar, es importante ya que disminuiria los riesgos de
sobreencolado, que causan dafios irreversibles en los vinos tratados con estos
productos.
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APENDICE I

Cuadro 6. Curva de calibracion acido galico para la medicion del contenido de fenoles
totales.

Curva de Calibracion Acido Galico

1,9027
1,8 -

1,6 -
1,4 -
1,2 4
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0,8
0,6
0,4 -
0,2 0,1902
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Absorbancia 280 nm

y = 38,054x - 0,002137
R?= 0,994

Concetracidn Acido Galico (g/L)

Cuadro 7. Curva de calibracion con Seroalbumina bovina para la medicion del
contenido total de proteinas mediante el método de Lowry.

Curva de calibracion Lowry con BSA
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Cuadro 8. Curava de calibracion con Seroalbunina bovina para la cuantificacion de
proteinas totales mediante el método de espectroabsorbancia a 280nm.

Curva calibracién espectroabsorbancia 280nm
con BSA
1
0,9
1
0,8 //’
€ 07 e
= e
2 06 e # Absorbancia
€05 e
s 04 //'/ o
w
203 S
/0 . y =0,86x+0,003
0,2 o R2= 0,9998
0,1 0.1r25
. e he53e
0 0,2 0,4 0.6 0,8 1 1,2
concentracion{1mg/ml)

Cuadro 9. Curva de calibracion con seroalbumina bovina para la cuantificacion de
proteinas totales mediante el método de Bramhall

Curva de calibracion Bramhall con BSA
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Cuadro 10. Efecto de una dosis de gelatina de 5 g/hL sobre la composicion fenolica
global de una solucién hidroalcoholica.

Gelatina Fenoles Taninos Intensidad
(mg/L EAG) (g/L procianidina) Colorante
GL, 740,87 £ 3,53 a 1,91 £ 0,069 a 16,28 £0,075 a
GL, 72826+4,49 a 1,93+0,019 a 16,17+ 0,16 a
GL; 690,77 £2,19b 1,73+ 0,019b 15,95+ 0,105 b
GL, 685,51 £8,05b 1,69 £ 0,078 b 15,72+ 0,089 b
GLs 69445+241b 1,71+ 0,029 b 15,88 +0,106 b
Gl 734,74 + 1,85 a 1,87 £0,097 a 16,57 £0,047 a
GS, 692,69 = 4,61 b 1,72+ 0,019 b 15,86 + 0,047 b
GS; 615,43 +3,64 ¢ 1,62+0,12 ¢ 14,65 +0,11 ¢
GS, 525,56 £2,41d 1,55+ 0,029 d 13,75+ 0,051 d
GSy 533,97 +5,97d 1,53+0,078 d 13,88 +0,12d
GSy; 519,61 +7,15d 1,57 +£0,078 d 13,33 £0,021 de
GSp, 523,64 4,74 d 1,56 + 0,069 d 13,57 0,106 d
GSi3 688,66 =3,15b 1,71 £ 0,048 b 15,70+ 0,042 b
GSu 622,62 +2.58 ¢ 1,64 +0,13 ¢ 14,75 +£0,12 ¢

*Letras iguales en sentido vertical indican que no existen diferencias significativas entre

gelatinas p< 0,05

Cuadro 11. Efecto de una dosis de gelatina de 10 g/hL sobre la composicion fenolica
global de una solucién hidroalcoholica.

Gelatina Fenoles Taninos Intensidad

(mg/L EAG) (g/L procianidina) Colorante
GL, 634,71 £ 4,88 a 1,60 £ 0,051 a 15,06 +£0,163 a
GL, 628,40 + 8,15 a 1,64 £0,107 a 15,24+ 0,157 a
GL, 57444 +241b 1,43+ 0,051 b 14,85+0,210b
GL, 569,01 = 7,94 b 1,390,073 b 14,46 + 0,227 b
GLs 584,78 £ 4,55b 1,42+ 0,056 b 14,62 +£0,115b
GLs 637,16+ 1,61 a 1,59 £0,091 a 15,15+0,058 a
GS, 57829 +£2,37b 1,42+ 0,034 b 14,73 £0,082 b
GSg 47739+ 1,85¢ 1,31 £ 0,045 ¢ 13,68 + 0,108 ¢
GSy 402,23 +2,19d 1,24+0,193 d 12,76 £ 0,035 d
GSyp 412,21 +3,17d 1,23 +£0,045d 12,89 £0,075 d
GSu 391,19+ 5,11d 1,28+0,012d 12,36 + 0,163 de
GSp, 398,73+4,22d 1,26 £ 0,040 d 12,53 £0,069 d
GSi3 567,08+4,77b 1,40+ 0,051 b 14,58 £0,035d
GSi, 467,93+2.09 c 1,35+ 0,040 ¢ 13,86 = 0,049 ¢

*Letras iguales en sentido vertical indican que no existen diferencias significativas entre

gelatinas p< 0,05
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Cuadro 12. Efecto de una dosis de gelatina de 15 g/hL sobre la composicion fenolica
global de una solucién hidroalcoholica.

Gelatina Fenoles Taninos Intensidad

(mg/L EAG) (g/L procianidina) Colorante
GL, 533,97 +4,25a 1,44 £ 0,012 a 14,68 £0,115a
GL, 515,58+5,01 a 1,46 £ 0,059 a 14,63 +0,170 a
GL; 454,13+ 1,89 b 1,31 £0,029 b 13,91 +£0,045b
GL, 468,35+3,58b 1,30+ 0,104 b 13,86 + 0,160 b
GLs 465,87 +3,28b 1,31 +0,048 b 13,92 +0,140b
GLs 521,71+ 1,89 a 1,42 +£0,023 a 14,24 £ 0,085 a
GS, 512,95+2.89 a 1,32+0,038 b 13,77 0,044 b
GS; 377,18 £4,58 ¢ 1,24 +£0,012¢ 12,70 £ 0,087 ¢
GS, 354,05+ 2,41 ¢ 1,15+0,029 d 11,54+ 0,110 d
GSy 366,14+ 8,93 ¢ 1,12+ 0,051 d 11,66 £0,032d
GSy;; 327,25+3,69d 1,18+ 0,029 d 11,17 £0,105d
GSy, 335,66 +3,5d 1,160,012 d 11,43 +0,135d
GSi3 506,99 +321a 1,30 £ 0,029 b 13,58 £0,025b
GSu 38927 +3,15¢ 1,27 + 0,029 ¢ 12,95 + 0,042 ¢

*Letras iguales en sentido vertical indican que no existen diferencias significativas entre

gelatinas p< 0,05

Cuadro 13. Efecto de una dosis de gelatina de 5 g/hl sobre la composicion fendlica
global de un vino cv. Cabernet Sauvignon.

Gelatina Fenoles Taninos Antocianos Intensidad

(mg/L EAG) (g/L procianidina)  (mg/L malvidina) Colorante
GL, 170721 £ 4,61 a 1,88 £ 0,0223 a 857,14+ 3,86 a 11,23 +0,0458 a
GL, 1725,60 £ 2,74 a 1,85+ 0,0295 a 860,85 +2.26a 11,37 £ 0,0265 a
GL; 1636,69 £ 6,02 b 1,74 £0,0387 b 851,15+4,71 a 10,34 £0,0416 b
GL, 1631,44+9,92 b 1,73 +£0,0223 b 861,42+3,56a 10,51 + 0,0058 b
GLs 1640,54 +£3,94 b 1,71+0,0112b 854,87+ 1,31 a 10,65 +£0,0361 b
GLg 1713,19+2,01 a 1,83+0,0112a 856,57+ 6,97 a 11,22 £0,0265 a
GS, 1644,58 +£5,73 b 1,75+ 0,0193 b 852,86 2,15 a 11,44 +£0,0321 a
GSs 1549,10 + 7,88 ¢ 1,64 +0,0193 ¢ 776,96 + 6,69 b 10,60 £ 0,0529 b
GSy 1418,58 £4,01d 1,56 £0,0112d 729,03 +£2.99 ¢ 9,97 £ 0,0208 ¢
GSy 1428,80 £ 6,61 d 1,54 +0,0112 d 714,76 £ 3,56 ¢ 9,87 +0,0153 ¢
GSyy 142537 +4,01d 1,52+0,0112d 721,61 +5,83 ¢ 9,78 £0,0414 ¢
GSp» 1415,66 £4,97 d 1,53+0,0112d 719,58 +£ 8,94 ¢ 9,82 +0,0421 ¢
GSi3 1631,44+531b  1,73+0,0193 b 844,59 +324 ¢ 11,22 40,0153 a
GSy4 1585,45+5,31 ¢ 1,68 £0,0193 ¢ 789.23+55b 10,77+ 0,0231 b

*Letras iguales en sentido vertical indican que no existen diferencias significativas entre
gelatinas p< 0,05
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Cuadro 14. Efecto de una dosis de gelatina de 10 g/hL sobre la composicion fenolica
global de un vino cv. Cabernet Sauvignon.

Gelatina Fenoles Taninos Antocianos Intensidad

(mg/L EAG) (g/L procianidina)  (mg/L malvidina) Colorante
GL, 1550,41 +3,42 a 1,63 +£0,0112 a 776,39+ 1,31 a 10,52 £0,0158 a
GL, 1580,63 £2,63 a 1,62+0,0193 a 776,11 +2,62a 10,63 +0,0115a
GL; 1448,80+2,01 b 1,55+0,0112b 768,69 +2.43 a 9,82+0,0115b
GL, 1436,10+£ 1,52 b 1,53+ 0,0193 b 774,11 +£439a  9,98+0,0361b
GLs 1442,45+5,73 b 1,51+£0,0124 b 751,85+4,71a  9,95+0,0361 b
GLg 1541,65+5,31 a 1,61+0,0193 a 768,12+431a 10,64 £0,0306 a
GS, 1462,82 £2,74 b 1,55+ 0,0387 b 773,39 +346a 10,57 +0,0503 a
GS; 1367,34 £ 5,26 ¢ 1,45 +£0,0387 ¢ 711,62 +£6,65b 9,40+ 0,0551 bc
GS, 1235,51 +£1,52d 1,36£0,0112d 669,68 +557¢c  882+0,0115d
GSy 1245,80 + 1,31 d 1,34 +£0,0193 d 664,26 £ 6,79 ¢ 8,78 £0,0321d
GSy; 123281 +2,74d 1,33+0,0193 d 655,70 +3.86 ¢ 8,58+0,0158d
GS1, 1249,09 = 8,21 d 1,35+0,0223d  67025+987¢  8,65+0,0513d
GSis 1441,80 + 4,61 b 1,53 +0,0223 b 752,42+2,62a 10,38 +0,0211 a
GSu 1382,67+732¢c 148+ 00402c  721,61+226b 9,47 +0,0252 be

*Letras iguales en sentido vertical indican que no existen diferencias significativas entre
gelatinas p< 0,05.

Cuadro 15. Efecto de una dosis de gelatina de 15 g/hL sobre la composicion fenolica
global de un vino cv. Cabernet Sauvignon.

Gelatina Fenoles Taninos Antocianos Intensidad

(mg/L EAG) (g/L procianidina) (mg/L malvidina) Colorante
GL, 1503,11+7,92 a 1,53 +£0,0193 a 744,72 £ 4,22 a 10,03 £0,0306 a
GL, 150224 £ 7,24 a 1,52+ 0,0193 a 743,01 +4,39 a 10,12+ 0,0351 a
GL; 1405,44 +2,74 b 1,46+ 0,0112b 734,45+3,09 a 9,23 +£0,0158b
GL, 1410,75+5,92 b 1,43 +0,0295 b 728,17+ 6,46a  9,35+0,0306 b
GLs 1414,64 +422 b 1,41 +0,0511b 717,04 £9,15a 9,46 +£0,0411Db
GLs 1508,08 + 6,02 a 1,51 £0,0223 a 724,12 +2.99 a 10,13 £0,0493 a
GS, 1416,83 £5,31 b 1,46 +£0,0193 b 753,57+5,5a 10,09 £0,0173 a
GS; 1311,72+5,92 ¢ 1,33 £0,0295 ¢ 680,23 £5,5b 9,20+ 0,0208 b
GSq 1177,70 £ 6,74 d 1,28 £0,0295 d 627,73+ 4,05 ¢ 8,54+ 10,0473 ¢
GSy 1183,10+£ 6,02 d 1,25+£0,0193 d 620,60+ 1,78 ¢ 8,37 £ 10,0404 ¢
GSn 117936 +6,02d  1,22+0,0193d 616,03+3,86¢c  8,19+0,0265c¢
GSy, 1185,58£6,57d 1,24 +0,0112d 631,44+ 5,61 ¢ 8,23+0,0153 ¢
GSi3 1402,82+4,61 b 1,42+ 0,0112b 718,47 +3,92a 10,02 £0,0416 a
GSy 1324,86 £9,45 ¢ 1,37 £0,0112 ¢ 690,79 £ 6,97 b 9,27 +£0,0252 b

*Letras iguales en sentido vertical indican que no existen diferencias significativas entre
gelatinas p< 0,0



Cuadro 16. Efecto de los tratamientos para cada gelatina solida sobre la composicion

APENDICE VI

fenolica global de un vino cv. Cabernet Sauvignon

Fenoles
(mg/L EAG)

Taninos

(g/L procianidina) (mg/L malvidina)

Antocianos

Intensidad
Colorante

GS;

GSg

GSy

GSio

GSyu

GSr

GSis

GSu

T1
T2
T3

T1
T2
T3

T1
T2
T3

T1
T2
T3

T1
T2
T3

T1
T2
T3

T1
T2
T3

T1
T2
T3

1644,58 5,73 a
1462,82 + 2,74 b
1416,83 + 531 b

1549,10+ 7,88 a
1367,34+ 526 b
1311,72£5,92 b

1418,58 £4,01 a
1235,51£1,52b
1177,70 £ 6,74 ¢

1428,80 + 6,61 a
124580+ 1,31 b
1183,10 + 6,02 ¢

142537+ 4,01 a
1232.81 £2,74 b
1179,36 + 6,02 ¢

1415,66 £ 4,97 a
1249,09 £ 8,21 b
1185,58 £ 6,57 ¢

1631,44 +5,31a
1441,80 £4,61 b
1402,82 £4,61 b

158545+531 a
1382,67+7,32 b
1324,86 + 9,45 b

1,75+ 0,0193 a
1,55+ 0,0387 b
1,46 £ 0,0193 ¢

1,64 +0,0193 a
1,45+0,0387 b
1,33 +0,0295 ¢

1,56 £0,0112 a
1,36 £0,0112b
1,28 +0,0295 ¢

1,54 +£0,0112 a
1,34+ 0,0193 b
1,25+ 0,0193 ¢

1,52+ 0,0112 a
1,33+0,0193 b
1,22+ 0,0193 ¢

1,53+ 0,0112a
1,35+ 0,0223 b
1,24 +0,0112 ¢

1,73+ 0,0193 a
1,53+0,0223 b
1,42+ 0,0112 ¢

1,68 +0,0193 a
1,48 £ 0,0402 b
1,37 £0,0112 ¢

852,86 +2,15a
773,39 +3,46 b
753,57+5,5b

776,96 + 6,69 a
711,62 + 6,65 a
680,23 +5,5b

729,03 £2,99 a
669,68 £5,57b
627,73+ 4,05 b

714,76 £ 3,56 a
664,26 +6,79 b
620,60 + 1,78 b

721,61 £5,83 a
655,70 + 3,86 b
616,03 +3,86 b

719,58 £ 8,94 a
670,25+9,87b
631,44 +5,61b

844,59 +3,24 a
752,42 2,62 b
718.47+3,92b

789,23+ 5,52
721,61 £2.26 a
690,79 + 6,97 b

11,44 +£0,0321 a
10,57 +£0,0503 b
10,09 +0,0173 b

10,60 £ 0,0529 a
9,40 + 0,0551 b
9,20 + 0,0208 b

9,97 +£0,0208 a
8,82+£0,0115b
8,54+ 0,0473 b

9,87+0,0153 a
8,78 £0,0321 b
8,37+£0,0404 b

9,78 + 0,0414 a
8,58+ 0,0158 b
8,19+ 0,0265 b

9,82+ 10,0421 a
8,65+ 0,0513 b
8,23+ 0,0153b

11,22 +0,0153 a
10,38 +0,0211 b
10,02 +£0,0416 b

10,77+ 0,0231 a
9,47 +0,0252 b
927 +0,0252 b

*Letras iguales en sentido vertical indican que no existen diferencias significativas entre

gelatinas p< 0,05
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Cuadro 17. Efecto de los tratamientos para cada gelatina liquida sobre la composicion
fenolica global de un vino cv. Cabernet Sauvignon.

Fenoles Taninos Antocianos Intensidad
(mg/L EAG) (g/L procianidina)  (mg/L malvidina) Colorante
GL; T1 1707,21+4,61a 1,88 +£0,0223 a 857,14 £3,86 a 11,23 £0,0458 a
T2 1550,41+3,42b 1,63+£0,0112b 776,39 £1,31b 10,52 £ 0,0158 b
T3 1503,11+7,92b 1,53+ 0,0193 ¢ 744,72 £422 b 10,03 £ 0,0306 b
GL, T1 1725,60+2,74a 1,85+ 0,0295 a 860,85 +226a 11,37 £ 0,0265 a
T2 1580,63+2,63b 1,62+ 0,0193 b 776,11 £2,62 b 10,63 £0,0115b
T3 1502,24+724b 1,52+ 0,0193 ¢ 743,01 £4,39b 10,12 £ 0,0351 b
GL; T1 1636,69+6,02a 1,74 +£0,0387 a 851,15+4,71a 10,34 £ 0,0416 a
T2 1448,80+2,01 b 1,55+0,0112b 768,69 +243b 9,82+0,0115b
T3 1405,44+2,74b 1,46 £0,0112 ¢ 734,45 +3,09b 9,23 +£0,0158 b
GL, T1 1631,44+992a 1,73+ 10,0223 a 861,42+3,56a 10,51 £0,0058 a
T2 1436,10+1,52b 1,53+0,0193 b 774,11 £4,39b 9,98 £0,0361 b
T3 1410,75+£592b 1,43 £0,0295 ¢ 728,17+ 6,46 b 9,35+ 0,0306 b
GLs T1 1640,54+394a 1,71+ 0,0112 a 854,87+131a 10,65 £ 0,0361 a
T2 1442,45+5,73 b 1,51+£0,0124 b 751,85+4,71b 9,95+ 0,0361b
T3 1414,64+422b 1,41+ 0,0511 ¢ 717,04 +£9,15b 9,46 £0,0411Db
GLg T1 1713,19+£2,01a 1,83+£0,0112a 856,57 6,97 a 11,22 £ 0,0265 a
T2 1541,65+531b 1,61 £0,0193 b 768,12 +431Db 10,64 + 0,0306 b
T3 1508,08 + 6,02 b 1,51 £0,0223 ¢ 724,12 +£299b 10,13 +£0,0493 b

*Letras iguales en sentido vertical indican que no existen diferencias significativas entre
gelatinas p< 0,0

Cuadro 18. Determinacion del nitrogeno y proteinas total mediante el metodo de
Kjendahl para las muestras de formulacion liquida.

Gelatinas Nitrogeno Proteina
Liquidas Total (%) Total (%)
GL, 1,42 7,88
GL, 1,34 7,43
GL; 1,62 8,98
GL4 1,56 8,65
GLs 1,59 8,82
GLg 1,31 7,27
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Espectros de absorbancia de las gelatinas enologicas

GL1

2,000

1,500

1,000

0,500

0,00

220 250 300
Longitud de onda (nm)

340

2,000
1,500 i
1000 || ||

I_ fl
0,500 i :?

0,00

220 250 300
Longitud de onda (nm)

340

Abs

GL2

0,500

0,250

0,000

-0,250

-0,50

220

2,000

1,500

1,000

0,500

0,00

250 300
Longitud de onda (nm)

340

250 300
Longitud de onda (nm)

340



APENDICE IX

GL5 GL 6
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1,875 }l
fl
Abs 1,250 & | Abs
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ANEXO |

Fabricacion de las gelatinas:

Preparacién de la
materia prima

Piel de Cerdos

[Desechos de curtiembre] Huesns

Lavadno

Tratamientn Tratamienta Tratamiento
Acido Basico acido o basico

W
Extraccion Coccidn

Caldos de gelatina
|

Purificacion Filtracidn

Desmineralizacid

Concentracion

Esterilizacidn

Obtencion de la
gelatina

Producto final Mezcla

‘Hidrolisis suplementaria eventual‘

Acondicionarniento

GELATINA

Figura 2. Fabricacion de gelatinas a partir de residuos animales (Lagune y Glories,
1996).



