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Resumen

Se estudib el efecto de los tratamientos con quitina obtenida a partir de
conchas de camaroén (Pennaeus vannamet) sobre algunas variables relacionadas
con la estabilidad del vino blanco, en comparacién con tratamientos con quitina
comercial y caseinato de potasio. El vino se elabor6 con un mosto de uva Vitis
viniferavar. Malvasia (Centro Socialista de Investigacion y Desarrollo Vitivinicola,
estado Zulia) utilizando Saccharomyces cerevisae para la fermentacién alcohdli-
ca. Se realizaron 4 tratamientos (por triplicado) agregando 0,8 g.Ii' de adsorbente
y manteniendo en reposo por 24 horas a 25°C. Luego, se clarificaron por
centrifugacion y posterior filtracién con membrana y se envasaron en botellas de
0,35 L, previamente esterilizadas e identificadas, almacenandolas a 25°C duran-
te seis (6) meses. Cada mes se tomaron muestras (tres botellas de cada trata-
miento) y se analizaron determinando pH, color, acidez, polifenoles totales,
catequinas y etanol. Los resultados indican que el tiempo de almacenamiento
tiene efectos significativos (P<0.01) sobre las variables relacionadas con la estabi-
lidad del vino blanco, aumento de pH, color y contenido de etanol y disminucién
de la acidez, los polifenoles totales y las catequinas. El contenido de etanol no
varia producto del tratamiento, manteniéndose constante después del segundo
mes de almacenamiento, obteniéndose en promedio un grado alcohdélico menor
que el del vino sin tratar (P<0.01). El contenido de polifenoles totales y de
catequinas es menor en los vinos tratados, lo cual concuerda con la disminucién
del color, no encontrandose diferencias significativas (P>0,01) producto del tipo
de adsorbente utilizado en el tratamiento. Estos resultados confirman que los
tratamientos aplicados reducen al oscurecimiento no enzimatico durante el al-
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macenamiento, proporcionando la quitina obtenida de las conchas de camarén
una alternativa con gran potencial comparable con el caseinato de potasio y la
quitina comercial.

Palabras clave: vino blanco, quitina, polifenoles totales, adsorbentes.

Abstract

The effect of treatment with chitin, obtained from shrimp shells (Pennaeus
vannamei), on some variables related to white wine stability was studied compared
to treatments with commercial chitin and potassium caseinate. The wine was
made with grape must of Vitis viniferous var. Malvasia (Socialist Center of Wine
Research and development, Zulia state) using Saccharomyces cerevisiae for
alcoholic fermentation. Four (4) treatments were performed (in triplicate) by
adding 0.8 g.I.'* adsorbent and keeping at rest for 24 hours at 25°C. Then clarified
by centrifugation and subsequent membrane filtration and bottled in glass bottles
of 0.35 L, previously sterilized and identified, and stored at 25°C for six (6) months.
Each month, samples (three bottles of each treatment) were taken and analyzed
by determining pH, colour, acidity and content of total polyphenols, catechins
and ethanol. The results indicate that the storage time has significant effects
(P<0.01) on the variables related to the stability of white wine, pH, colour and
ethanol content increases, while acidity, total polyphenols and catechins decreases.
The ethanol content of the treated wines remains constant after the second month
of storage, yielding an average alcohol content less than the obtained for the
untreated wine (P<0.01). The content of total polyphenols and catechins in the
treated wines is lower than in the wine control, producing higher colour loss. No
significant differences (P<0.01) were found by the adsorbent type used in the
treatment. These results confirm that the applied treatments reduce the non-
enzymatic browning during storage. The chitin obtained from shrimp shells is
an alternative with great potential, comparable to potassium caseinate and
commercial chitin.

Key words: white wine, chitin, total polyphenols, adsorbent.

Introduccion Introduction

En la elaboraciéon de un vino The main objective of the wine
blanco, el principal objetivo del maker when elaborating the wine is
vinificador es limitar al maximo los to limit the interchanges between
intercambios entre el mosto y las par- the must and the solid parts of the
tes solidas de la vendimia. Como el harvest. Since the white wine only
vino blanco procede tinicamente del comes from the grape’s juice, the
zumo de la uva, las operaciones de ex- extraction operation of this juice has
traccion de este zumo tienen una im- a special importance (Flanzy, 2003).
portancia muy especial (Flanzy, 2003). The elaboration of white wine is done
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La vinificacién en blanco se conduce
con cuidado de evitar la disolucién di-
recta o enzimatica, de los componen-
tes del hollejo. Por lo tanto, la separa-
cién del mosto debe ser rapida y frac-
cionada (Peynaud, 1977). Los fenoles
presentes en los mostos de uva blanca
son catequinas, fenoles no flavonoideos,
flavonoles y flavononas con algunos
flavan-3,4-dioles (Ough, 1996).

El oscurecimiento de los vinos
producto de la oxidacién no enzimatica,
también llamada oxidacién quimica,
esta relacionado con la cantidad de
compuestos fenolicos presentes (Silva
Ferreira et al., 2002) representando un
problema importante en la estabilidad
del vino blanco. La presencia de gran-
des cantidades de compuestos fendlicos
aumenta la susceptibilidad a la oxida-
cién, alterando el color, aroma y sa-
bor, causando disminucién de las cua-
lidades visuales y sensoriales del vino
(Silva Ferreira et al., 2003, Cosme et
al., 2008), lo cual se traduce en pérdi-
das econdmicas por la inestabilidad del
vino (Marmol et al., 2009).

El alto contenido de compuestos
fendlicos, principalmente flavonoles
(catequinas, taninos y derivados) pre-
sentes en los vinos blancos tiene una
fuerte influencia sobre el oscureci-
miento durante el envejecimiento
(Mayén et al., 1997; Recamales et al.,
2006, Berradre et al., 2007), por lo
que se recomienda la extraccién de
estas sustancias para aumentar la
estabilidad y reducir el potencial de
oscurecimiento. Un método emplea-
do para contrarrestar estas alteracio-
nes es la reduccién de los compues-
tos fendlicos a través de la adsorcién
por sustancias que presenten alta
afinidad con los polifenoles y que
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carefully with the aim of avoiding
the direct or enzymatic dissolution
of the skins components. Therefore,
the separation of the must has to be
fast and fractioned (Peynaud, 1977).
The phenols present on the must of
white grapes are catechins, non-
flavonoids phenols, flavonols and
flavones with some flavan-3, 4-diols
(Ough, 1996).

The browning of wines product
of the non enzymatic oxidation, also
called chemical oxidation, is related to
the quantity of phenolic compounds
present (Silva Ferreira et al., 2002)
representing an important problem in
the stability of white wine. The
presence of big quantities of phenolic
compounds increases the susceptibility
to the oxidation, altering the color,
aroma, and taste, causing the
reduction of the visual and sensorial
qualities of the wine (Silva Ferreira et
al., 2003, Cosme et al., 2008), which
is translated in economical losses
caused by the instability of the wine
(Marmol et al., 2009).

The high content of phenolic
components, mainly flavonols
(catechins, tannins and derivates)
present in white wines has a strong
influence on the browning during
ageing Mayén et al., 1997; Recamales
et al., 2006, Berradre et al., 2007),
thus, it is recommended the extraction
of these substances to increase the
stability and reduce the browning
potential. A method employed to
counteract these alterations is the
reduction of phenolic compounds
through the absorption by substances
with high affinity with polyphenols and
that would keep the quality of the wine
(Spagna et al., 2000).
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mantengan la calidad del vino
(Spagna et al., 2000).

El adsorbente cominmente em-
pleado en enologia es el caseinato de
potasio, el cual es derivado de la casei-
na por disolucién en solucién acuosa
de hidréxido de potasio y secado por
pulverizacién (Weber et al., 2009), sin
embargo, se ha reportado que puede
causar reacciones alérgicas, por lo cual
debe incluirse en las etiquetas del vino
(Weber et al., 2009, Cosme et al.,
2012). Por esta razon, es importante
encontrar compuestos alternativos con
igual o mejor capacidad para reducir
el oscurecimiento de los vinos blancos.

Recientemente, se incluyeron en
el Codigo Internacional de las Practi-
cas Enolégicas (Codex Enolégico Inter-
nacional, 2009) los tratamientos con
quitosano y glucano-quitina de origen
fangico para la clarificaciéon de mostos
y vino. Estudios realizados presentan
a la quitina como adyuvante de origen
biolégico capaz de interactuar con los
compuestos polifendlicos del vino
(Spagna et al., 1996; Spagna et al.,
2000) disminuyendo la oxidacién pro-
ducto del oscurecimiento no enzimatico
con el tiempo (Marmol et al., 2009).

La quitina es un polimero com-
puesto de unidades de N-
acetilglucosamina (2-acetamido-2-
desoxiglucosa) unidas entre si por en-
laces [-1,4 glucosidicos. Es el segun-
do polimero mas abundante en la na-
turaleza, después de la celulosa. Se
encuentra en la pared celular de los
hongos y en el exoesqueleto de los ar-
trépodos (crustaceos, aracnidos e insec-
tos). La producciéon industrial de
quitina se realiza a partir de los resi-
duos del procesamiento de crustéceos
(camaroén, cangrejo, entre otros), los
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The absorbent commonly
employed in enology is the potassium
caseinate, which derives from the
casein by dissolution in aqueous
solution of potassium hydroxide and
dry by pulverization (Weber et al.,
2009), however, it has been reported
that it might cause allergic reaction,
therefore, it must be included on the
wine labels (Weber et al., 2009, Cosme
et al., 2012). For this reason, it is
important to find alternative
compounds with the same or better
capacity for reducing the browning of
white wines.

Recently, were included on the
International Code of Enological
Practices (Codex Enolégico Internacio-
nal, 2009) the treatments with
chitosan and glucan-chitin with fungic
orifin for clarifying the must and wine.
Researches done present the chitin as
a biological adjuvant capable of
interacting with the poliphenols
compounds of wine (Spagna et al.,
1996; Spagna et al., 2000) reducing the
oxidation product of the non enzymatic
browning with the time (Marmol et al.,
2009).

Chitin is a polymer composed by
N-acetylglucosamine (2-acetamide-2-
deoxigluose) joined in between by links
B-1.4 glucosidic. It is the second most
abundant polymer in the nature after
the cellulose. It is found on the cellular
wall of fungi and on the exoskeleton of
arthropods (crustacean, arachnid and
insects). The industrial production of
chitin is done after the processing
residues of crustaceans (shrimps,
crabs, among others), which have
from 14 and 35% of chitin associated
to the proteins, lipids, pigments and
calcium. The annual worldwide
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cuales contienen entre 14 y 35% de
quitina asociada a las proteinas,
lipidos, pigmentos y calcio. La produc-
cién mundial anual de conchas de crus-
taceos ha sido estimada en 1,2 x 10
toneladas y la recuperacién de la
quitina y proteinas desde este tipo de
residuos es una fuente adicional de
ingresos (Ahmaruzzaman, 2008).

En esta investigacion, se estu-
dié el efecto del tratamiento con quitina
extraida de conchas de camardn sobre
algunas de las variables (pH, acidez,
polifenoles totales, catequinas, color)
relacionadas con la estabilidad del vino
blanco, comparando el comportamien-
to con el causado por tratamientos con
quitina comercial y caseinato de
potasio.

Materiales y métodos

Obtencion de quitina

Se emplearon conchas de cama-
rén (Pennaeus vannamer) suministra-
das por la planta procesadora de ca-
marones, Industrias del Mar, C. A,
ubicada en el municipio San Francis-
co, estado Zulia, Venezuela. Las con-
chas de camardén se lavaron con agua
fresca, se secaron a temperatura am-
biente en mallas de orificios pequefios
durante 72 horas. Luego se molieron
en un molino de cuchillas (Thomas
Wiley Laboratory Mill, modelo 4) y se
pasé por un tamiz con mallas de 0,5-
30 mesh (5,66- 0,60 mm) (Marmol et
al., 2004).

Para obtener la quitina, la ha-
rina obtenida se someti6 a un proceso
de desproteinizacién con NaOH al 1%
m/v mediante una relacién liquido -
s6lido en una proporciéon 11:1 durante
24 horas a 28°C y 150 rpm en un
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production of crustaceans’ shells has
been estimated in 1.2 x 10° tons and
the recovery of chitin and proteins
from this type of residues is an
addition income source
(Ahmaruzzaman, 2008).

On this research was studied the
treatment effect with chitin extracted
from shrimp shells on some of the va-
riables (pH, acidity, total polyphenols,
catechins, color) related to the stability
of white wine, comparing the behavior
with the one caused with commercial
chitin and potassium caseinate.

Materials and methods

Obtaining of the chitin

Shrimp shells (Pennaeus
vannamet) were employed provided by
the shrimp procedure plant, Industrias
del Mar, C.A, located on San Francis-
co parish, Zulia state, Venezuela.
Shrimp shells were washed with clear
water, let dried on environmental
temperature in a small-hole mesh for
72 hours. Later, were grounded in a
knife grinder (Thomas Wiley
Laboratory Mill, model 4) and passed
through a mill with a 0.5-3.0 mesh
(5.66- 0.60mm) (Marmol et al., 2004).

To get the chitin, the flour
obtained was submitted through a
deproteination process with NaOH at
1% m/v with a liquid-solid relation in
a 11:1 proportion for 24 hours at 28°C
and 150 rpm in a rotator incubator
(New Brunswick Scientific).
Successive washing with distilled water
were used to reach a pH 7, was filtered
and the solids were let dried in a stove
at 60°C. Later, these solids were
submitted to a demineralization
process with NCI1 0.6 M in a liquid-



Rev. Fac. Agron. (LUZ). 2012, 29: 624-644

incubador rotatorio (New Brunswick
Scientific). Se realizaron lavados su-
cesivos con agua destilada hasta alcan-
zar pH 7, se filtré y los sélidos se seca-
ron en la estufa a 60°C. Posteriormen-
te, estos sélidos se sometieron a un
proceso de desmineralizaciéon con NCI
0,6 M en una relacién liquido - s6lido
de 11:1 durante 3 horas a 28°Cy 150
rpm. Se lavé con agua destilada para
neutralizar, se filtr6 y la quitina séli-
da se secé en la estufa a 60°C (Marmol
et al., 2004; Young et al., 1985).

Obtenciéon del Vino Blanco

Para la obtencion del vino blan-
co, se utilizé mosto de uva Vitis vinifera
var. malvasia proveniente del Centro
Socialista de Investigacion y Desarro-
llo Vitivinicola, estado Zulia, al cual
recién prensado, se le anadid
metabisulfito de sodio (0,09 g.Li'Y) como
agente inhibidor de levaduras salva-
jes y bacterias acéticas, favoreciendo
laimplantacién de la cepa activa ana-
dida. Posteriormente se agregd
bentonita como clarificante (1,0 g.Li'")
con el fin de eliminar las proteinas
susceptibles de provocar turbidez en el
vino (Blouin y Peynaud, 2004). Se re-
friger6 a 4°C durante 24 a 48 h y luego
se hizo desfangado, sedimentacion y
trasiego, eliminando las materias s6-
lidas en suspensién.

Para la preparacion del pie de
cuba, el mosto de uva Vitis vinifera
var. Malvasia clarificado se colocé en
vasijas de fermentacién, con una con-
centracién de sélidos disueltos en el
mosto de 20-22 °Brix, suplementado
con 0,2 g.L'' de fosfato de amonio
(FISHER, New Jersey, USA). Se ino-
cul6 con la levadura Saccharomyces
cerevisae (ATCC 4921) la cual fue pre-
viamente rehidratada y activada en

solid relation of 11:1 for 3 hours at 28°C
and 150 rpm. It was washed with
distilled water for neutralizing it, and
filtered; the solid chitin was let dried
on a stove at 60°C (Marmol et al., 2004;
Young et al., 1985).

Obtaining of White Wine

For obtaining the white wine, a
grape must was used of Vitis vinifera
var. malvasia coming from the
Socialist Wine Center of Research and
Wine Development, located in Zulia
state, which was added sodium
metabisulphite (0.09 g.Li'Y) when
pressed, as an inhibitor agent of yeast
and acetic bacteria, favoring the
implantation of the active added
strain. Subsequently, bentonite was
added as a clarifier (1.0 g.Ii'") with the
aim of eliminating the proteins
sensitive to provoke turbidity in the
wine (Blouin and Peynaud, 2004). It
was refrigerated at 4°C for 24 to 48 h
and later was debourbaged, sedimented
and transferred, eliminating the solid
matters in suspension.

For preparing the culture, the
clarified grape must of Vitis vinifera
var. Malvasia was put on fermentation
jars with a diluted solid concentration
in the grape must of 20-22 °Brix,
supplementing with 0.2 g.L of
ammonium phosphate (FISHER, New
Jersey, USA). It inoculated with the
yeast Saccharomyces cerevisae (ATCC
4921) which was previously rehydrated
and activated on agar plates YM (Jong
et al., 1990) which was incubated for
24 hours at 25°C.

The clarified and supplemented
must inoculated with the culture and
kept at 25°C, daily measuring the °Brix
with a refractometer (Abbe Baush &
Lomb) for monitoring the substrate
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cunias de agar YM (Jong et al., 1990) y
se incubd durante 24 horas a 25°C.

El mosto clarificado y suplemen-
tado se inocul6 con el pie de cuba y se
mantuvo a 25°C, midiendo diariamen-
te los °Brix con un refractémetro (Abbe
Baush & Lomb) para monitorear el
consumo de sustrato y la subsiguiente
transformacién de los azicares en al-
cohol, verificando asi el tiempo de fi-
nalizacion del proceso de fermentacién
y obtencién del vino.

Tratamientos del vino

El vino obtenido se coloc6 en bo-
tellas de 4L de capacidad con un volu-
men de trabajo de 2,2 L. Se realizaron
4 tratamientos por triplicado: control
(sin adsorbente), caseinato de potasio,
quitina comercial y quitina propia. Se
afiadieron 0,8 g.Li'! de cada uno de los
agentes adsorbentes y se dejaron en
reposo por 24 horas a 25°C (Marmol et
al., 2009).

Los vinos se clarificaron me-
diante centrifugacién y posterior filtra-
cién con membrana éster celulosa es-
téril con tamano de poro de 0,45 um.
Luego, se envasaron en botellas de 0,35
L de capacidad, previamente esterili-
zadas y debidamente identificadas. El
muestreo se realizé durante seis (6)
meses, tomando mensualmente una
muestra, por triplicado, a las cuales
se les determiné pH, color, acidez, con-
tenido de polifenoles totales, catequinas
y etanol.

Métodos de analisis

pH: El pH del mosto y del vino
se midi6 con un pH-metro (Thermo
Electron Corporation Orion 3 Star) con
una precisién de + 0,002.

Acidez total: La acidez total se
determiné segiin el método indicado en
la Norma COVENIN 3286 (1997) el
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consumption and the subsequent
transformation of sugars to alcohol,
thus, verifying the ending time of the
fermentation process and the obtaining
of the wine.

Treatments of the wine

The obtained wine was put on
bottles of 4L of capacity with a working
volume of 2.2 L. 4 treatments by
triplicate were done: control (without
absorbent), potassium caseinate,
commercial chitin and own chitin. 0.8
g.L't were added of each of the
absorbing agents and were let in stand
by for 24 hours at 25°C (Marmol et
al., 2009).

The wines were clarified using
the centrifugation and posterior
filtration with sterile cellulose ester
membrane with a pore size of 0.45 im.
Later, were bottled in bottles of 0.35 L
of capacity, previous sterilized and
identified. The sampling was done for
six (6) months, taking a sample
monthly by triplicate, which were
determined the pH, color, acidity,
content of total phenols, catechins and
ethanol.

Analysis method

pH: the pH of the must and the
wine was measured with a pH-meter
(Thermo Electron Corporation Orion
3 Star) with an accuracy of = 0.002.

Total acidity: the total acidity was
determined following the method
indicated on the COVENIN 3286 norm
(1997), which is based on the
quantification of the valued free acids
(tartaric, malic, succinic and lactic)
expressed as the quantity of tartaric
acid content on the wine sample. The
assessment was done with sodium
hydroxide 0.1 M, using phenolphthalein
at 1% m/v as indicator.
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cual se basa en la cuantificacién de los
acidos libres valorables (tartarico,
malico, succinico y lactico) expresados
como la cantidad de acido tartarico
contenida en una muestra de vino. La
valoracién se realizé con hidréxido de
sodio 0,1 M, utilizando fenolftaleina al
1% m/v como indicador.

Color: La variacién del color de
los vinos tratados y el vino control se
determiné por colorimetria, para lo
cual se tomaron 20 mL de cada mues-
tra y se filtraron con membrana de 0,45
im y se midié la absorbancia a 420 nm
en un espectrofotémetro UV-Vis
(Genesys 10UV) empleando como blan-
co agua previamente filtrada a través
de la membrana (Amerine y Ough,
1976).

Contenido de polifenoles to-
tales:El contenido de polifenoles tota-
les se determind por el método
colorimétrico de Folin-Ciocalteau, con
un espectrofotémetro UV-Vis (Genesys
10UV). Este método se basa en la re-
accién redox, en medio bésico, que tie-
ne lugar entre los compuestos fendlicos
y el reactivo de Folin-Ciocalteu, sien-
do esta ultima una mezcla de acidos
fosfowolframico y fosfomolibdénico de
color amarillo. La reaccién da origen
a un complejo de color azul de los 6xi-
dos de wolframio y mobildeno que tie-
ne una absorcién maxima a 765 nm.
(Amerine y Ough, 1976). Las concen-
traciones se determinaron por medio
de una curva calibracién preparada
usando 4cido galico a valores de con-
centracién desde 0 a 500 mg.L'. Los
resultados se expresaron como mg
polifenoles por litro.

Contenido de catequinas:

El contenido de catequinas se determi-
ndé colorimétricamente empleando un
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Color: The color variation of the
treated wines and the controlled wine
was determined by colorimetry, for
which were taken 20 mL of each
sample and were filtered with a
membrane of 0.45 im and the
absorbance was measured at 420 nm
in a spectrophotometer UV-Vis
(Genesys 10UV) employing filtered
water through the membrane
(Amerine y Ough, 1976).

Content of total
polyphenols: the content of total
polyphenols was determined by the
colorimetric method of Folin-
Ciocalteau, with a spectrophotometer
UV_Vis (Genesys 10UV). This method
is based on the redox reaction, in a
basic media, which takes place
between the phenolic compounds and
the Folin-Ciocalteu reactive, being the
latter a mix with phosphotungstic and
phosphomolybdic yellow acids. The
reaction originates a blue complex of
the oxides tungsten and molybdic with
a maximum absorption at 765 nm
(Amerine and Ough, 1976). The
concentrations were determined with
a calibration curve prepared using galic
acid at concentration values from 0 to
500 mg.L'. The results were expressed
as mg polyphenols per liter.

Catechins content: The
catechins content was determined
colorimetrically using an UV-Vis
spectrophotometer (Genesys 10UV).
This method is based on the reaction
of catechins (active polyphenols) with
vainillin (Amerine and Ough, 1976).
Vainillin is an aldehyde which is
relatively steady at high acids
concentrations, which when reacting
with 6 and 7 of the flavanol originates
a red complex which maximum
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espectrofotometro UV-Vis (Genesys
10UV). Este método se basa en la re-
accién de las catequinas (polifenoles
reactivos) con la vainillina (Amerine y
Ough, 1976). La vainillina es un
aldehido que es relativamente estable
a altas concentraciones de acido que
al reaccionar con los sitios 6 y 8 de los
flavanos origina un complejo de color
rojo cuya maxima absorbancia se de-
termina a 500 nm. Las concentracio-
nes se determinaron por medio de una
curva de calibracién preparada de for-
ma similar con catequina entre 0y 100
mg.L". Los resultados se expresaron
como mg de catequinas por litro.

Contenido de Etanol: La con-
centracion de etanol se determiné por
Cromatografia de Gas, utilizando un
equipo Agilent 6890N provisto de detec-
tor de ionizacion a la llama (FID) e in-
yector automatico de muestras (Agilent
7683B). Se empled una columna HP-5
(30 m x 0,32 mm x 0,25 um de espesor
de pelicula) con temperatura inicial de
150°C, aumentando hasta 200°C por 2
minutos. Se utilizé etanol como estandar
y helio como gas de arrastre, con tempe-
raturas del detector y del inyector de 220
y 280°C, respectivamente.

Diseno estadistico experi-
mental

El experimento se realizé bajo un
disenio factorial de dos factores, con una
disposicion factorial del tiempo de al-
macenamiento como factor A y tipo de
adsorbente como factor B para cada
una de las variables: catequinas,
polifenoles, color, pH, acidez y etanol.

Resultados y discusiéon

La caracterizacién del mosto ini-
cial se presenta en el cuadro 1. El pH
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absorbance is determined at 500 nm.
The concentrations were determined
with a calibration curve prepared
similarly with catechins from 0 to 100
mg.L". The results were expressed as
mg of catechins per liter.

Ethanol content: The ethanol
concentration was determined by Gas
Chromatography, using an Agilent
equipment 6890N with a flame
ionization detector (FID) and
automatic sample injector (Agilent
7683B). A HP-5 column (30 m x 0.32
mm x 0.25 um of the film’s thickness)
with initial temperature of 150°C,
increasing until 200°C per 2 minutes.
Ethanol was used as standard and
helium as carrier gas, with
temperatures of the detector and
injector of 220 and 280°C respectively.

Statistical experimental
design

The experiment was done with a
2-split plot block design, with a storing
time disposition of blocks as factor A
and absorbent type as factor B, for each
of the wvariables: catechins,
polyphenols, color, pH, acidity and
ethanol.

Results and discussion

The characterization of the initial
must is presented on table 1. The pH
(3.621+0.007) and acidity (6.00+0.01
g.Li* of tartaric acid) correspond to the
values reported for musts of dessert
wine (Amerine and Ough, 1976). °Brix
(21.30£0.17) indicate a quantity of
fermented sugar present on the grape’s
must, which are sufficient for obtaining
a good alcoholic level, without the need
of chaptalizing (Amerine and Ough,
1976). The must presents a total
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Cuadro 1. Caracterizaciéon del mosto inicial (Uva Vitis vinifera var.

Malvasia).

Table 1. Characterization of the initial must (grape Vitis vinifera var.

Malvasia).
Parametros Valores + DE *
pH 3,62+0,01
Color (absorbancia 420 nm) 0,139+0,002
Polifenoles totales (mg.Li") 318,1+0,7
Catequinas (mg.L") 17,1+0,1
Acidez (g acido tartarico Li't) 6,00+0,01
°Brix 21,30+0,17

*Valores promedios de tres replicas. DE: Desviacién estdndar

(3,621+0,007) y la acidez (6,00+0,01 g
L de acido tartarico) se corresponden
con valores reportados para mosto de
vino de postre (Amerine y Ough, 1976).
Los °Brix (21,30+0,17) indican una
cantidad de azucares fermentables pre-
sentes en el mosto de uva suficientes
para obtener un buen nivel alcohdlico,
sin necesidad de chaptalizar (Amerine
y Ough, 1976). Presenta un contenido
de polifenoles totales (318,1+0,7) y
catequinas (17,1+0,1) que podrian au-
mentar las reacciones de
polimerizacién para  formar
procianidinas y taninos causando
amargura, propiedades de astringen-
cia y alteraciones en el color. Es im-
portante destacar que en vinos blan-
cos se debe evitar cualquier oxidacién
en cuanto se tenga materia polifendlica
susceptible de oxidarse (Macias et al.,
2002).

En la figura 1 se muestra la va-
riacién del pH de los vinos durante el
almacenamiento. Se observa que el pH
tiene un comportamiento similar en
todos los vinos (no tratado o control y
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polyphenol content (318.1+0.7) and
catechins (17.1+0.1) which may
increase the polymerization reaction to
form procyanidinsand tannins causing
bitterness, astringency properties and
alterations in the color. It is important
to mention that in white wines have to
be avoided any kind of oxidation
regarding when having polyphenolic
matter sensitive to oxidize (Macias et
al., 2002).

In figure 1 is shown the variation
of the pH in wines during storing. It
is observed that the pH has a similar
behavior in all wines (untreated or
controlled and treated with absorbent)
throughout the storing time, observing
fluctuations, and obtaining the
maximum values on the sixth month.
The statistical analysis for a
significance level of 1% showed a
significant effect of the storing time on
the pH of wines. None significant
differences were found (P>0.01)
between the pH values of treated wines
and among these and the ones obtained
for untreated wine (table 2. In avera-



Marmol et al.

3,800
3,700
3,600
3,500
E 3,400
3,300
3,200
3,100

3,000

2,900

0 1

OdControl

O dCaseinato de potasio

2

B Quitina comercial

4 . 6
Tiempo de almacenamiento {meses)

B Quitina propia

Figura 1. Comportamiento del pH de los vinos tratados con adsorbentes
y el vino sin tratar (control) durante el tiempo de
almacenamiento (Los valores graficados son promedios de
tres replicas, barras de error + 1 desviacion estandar).

Figure 1.

pH behavior of wines treated with absorbents and untreated

wine (control) during the storing time (The ploted values are
the averages of the replications, error bars =+ 1 standard

deviation).

tratados con adsorbente) a lo largo del
tiempo de almacenamiento, observan-
dose fluctuaciones, obteniéndose los
valores maximos al sexto mes. El ana-
lisis estadistico, para un nivel de
significancia de 1%, mostré un efecto
significativo del tiempo de almacena-
miento sobre el pH de los vinos. No se
encontraron diferencias significativas
(P>0.01) entre los valores del pH de
los vinos tratados, ni entre estos y los
obtenidos para el vino no tratado (cua-
dro 2). En promedio, el pH a los seis
meses de almacenamiento fue de
3,68+0,01, valor este comparable con
los reportados en la literatura
(Amerine y Ough, 1976; Carazola y
Xirau, 2005; COVENIN, 1997;
Dominique et al., 2003, Fernandez et
al., 2009).
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ge, the pH within six months of storage
was of 3.68+0.01, comparable value to
those reported in the literature
(Amerine and Ough, 1976; Carazola
and Xirau, 2005; COVENIN, 1997;
Dominique et al. 2003, Fernandez et
al., 2009).

The acidity behavior of treated
wines and the controlled wine is shown
on figure 2. In general, is observed
that the acidity reduced with the
storing time, obtaining statistical
significant differences (P<0.01)
between the observed values to the
different tomes studied for each of the
wines. The highest variations of the
acidity values among untreated and
treated wines with the different
absorbents were registered between the
times of 0 and 1 month, however, after



Rev. Fac. Agron. (LUZ). 2012, 29: 624-644

H0.0V& 1< wN\www.&UwﬁGMww SBIOUSJISJIP UBIIPUL B[I] BUWISTW BUN

9P SOIO[BA SO[ U S9JUSISJIP SBI)Or] "TePURISS UQIORIASOP F sBoI[dad so1) op sorpawodd (& uepuodsariod orjeureted Bped op SaJ0[BA SO (BJION

4800°0F6LT 0

4T00°0FIST 0

4G00°0FGLT 0

900078610 (WU OZH € BOURQIOSqY) I0[0))

aLB60°0F668°0 LET0F090°T 8T10°0FE96°0 <L T00F69¥%‘T (7 8ur) seurnbaje)

F9°0FEE I8T 9OV OFEELLT 48G°0FE6'9LT «87°0F3E 861 (.17 Sw) so1e30, SA[OUdJI[OJ

aL9°0F8ETOT FLTFETOT €7 0F6TTOT eLG0FG6°C0T (13) [ouery

<T0‘0FST‘9 <I0‘0F0E‘9 «60°0F0F‘9 «60°0FGE‘9 (] 0oLIRYIR) OpIOk 5) ZOPIOY

.10°0789°€ :00°0FL9‘E :00°0769°€ «T0‘0FLI‘E Hd
[BIOI9WOD orsejod (Toryuo))) opeyeny

erdoxd eunmg) 'unINY op 0jeUIaSE)) Oou OUTA soxjowrgreJ

OjUSTWIR)RI} [0 Ud OPRZI[IIN 9juaqiospe ap odi],

"0,8% 3¢ Su1103s Jo Yuow

XIS J9)J€ 9UIM PaleaIjun pue sjudqIosqe YIIm pajredr) sorprodord auIm 1) JO sonfea d9SeIdAY g d[qe],

*),C% B OJUITWBUIIBUI[R 9P SOSOW SI9S 9p 05an]
Jejea) uls OUIA [9pP £ S9)Ua(I0SPe U0 Opejea) oulA [9p sopepatdoad se[ op orpawoad SaI0[BA g oapen)

635



Marmol et al.

El comportamiento de la acidez
de los vinos tratados y el vino control
se muestra en la figura 2. En general,
se observa que la acidez disminuy6 con
el tiempo de almacenamiento,
obteniéndose diferencias estadistica-
mente significativas (P<0.01) entre los
valores observados a los diferentes
tiempos estudiados para cada uno de
los vinos. La mayor variacion de los
valores de acidez entre los vinos, sin
tratar y tratados con los diferentes
adsorbentes, se registraron entre las
medias de los tiempos 0 y 1 mes, sin
embargo, a partir de los 2 meses de
almacenamiento las diferencias se re-
dujeron. Los menores valores de aci-
dez se obtuvieron a los 6 meses de al-
macenamiento (cuadro 2), no encon-
trandose diferencias significativas
(P>0.01) entre los valores encontrados

7,40
7,20
7,00

6,80 |

Acidez (g dcido tartdrico/L)

6,60

6,40

6,20

2 month of storing the differences
reduced (table 2), without significant
differences (P>0.01) between the values
found for untreated and treated wine
6.35+ 0.09 g tartaric acid Li't), treated
with potassium caseinate (6.40+0.09 g
tartaric acid Li'), with commercial
chitin (6.30+£0.01 g tartaric acid L%)
and with the own chitin (6.45+0.01 g
tartaric acid i''). These values are close
to the rank established as criteria for
table wines of 7.0 — 9.0 g tartaric acid
L' (Amerine and Ough, 1976) and
according to the required by the
COVENIN 3342 norm (1997) which
indicated a minimum of 4.0 g tartaric
acid L! for wines.

The ethanol content in wines
treated with absorbents and untreated
wines in the different storing times are
shown on figure 3. It is observed that

~==#-== Control

—&— Caseinato de potasio
—a&— Quitina comercial
—e— Quitina propia

3 4 [

Tiempo de almacenamiento (meses)

Figura 2. Comportamiento de la acidez de los vinos tratados y el vino
sin tratar (control) durante el tiempo de almacenamiento
(Los valores graficados son promedios de tres replicas, con
las barras de error con +1 desviaciéon estandar).

Figure 2. Acidity behavior of treated and untreated wines (control)
during the storing time (The ploted values are the averages
of the replications, error bars + 1 standard deviation).
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para el vino sin tratar o control
(6,35+0,09 g acido tartarico L), tratado
con caseinato de potasio (6,40+0,09 g
acido tartarico Li''), con quitina comer-
cial (6,30+0,01 g acido tartarico Li') y
con la quitina propia (6,45+0,01 g acido
tartarico L'). Estos valores son cerca-
nos al rango establecido como criterio
para los vinos secos de mesa, de 7,0 —
9,0 g acido tartarico L' (Amerine y
Ough, 1976) y acorde con lo requerido
por la Norma COVENIN 3342 (1997)
que indica un minimo de 4,0 g acido
tartarico L' para vinos.

El contenido de etanol en los vi-
nos tratados con adsorbentes y sin tra-
tar a los diferentes tiempos de almace-
namiento se presenta en la figura 3.
Se observa que para los vinos tratados
el contenido de alcohol aumenta al pri-
mer mes y luego tiende a estabilizarse,

110,00
105,00
100,00

95,00

90,00

Contenido de Etanol {g/L)

85,00

80,00

for treated wines, the alcohol content
increased in the first month and later
tends to stabilize, and none significant
differences (P>0.01) were found
between the values obtained between
the second and sixth month of storing.
Likewise, none significant differences
(P>0.01) were found between the alco-
hol content obtained for treated wines,
indicating that the studied absorbents
(potassium caseinate, commercial
chitin and chitin extracted from
shrimp shells) have the same effect on
the alcohol content of white wine
during the evaluated storing time. The
alcohol content of the untreated wine
had a different behavior than the wine
treated with absorbents, observing a
slightly increment (2%) on the first
storing month, followed by a reduction
(15%). This reduction might had been

---¢--- Control

—— Caseinato de potasio
—— Quitina comercial
—@— Cuitina propia

3 4 ]
Tiempo de almacenamiento (meses)

Figura 3. Contenido de etanol en los vinos tratados y el vino sin tratar
(control) durante el tiempo de almacenamiento (Los valores
graficados son promedios de tres replicas, con las barras de
error con 1 desviacion estandar).

Figure 3. Ethanol content on treated and untreated wines (control)
during the storing time (The ploted values are the averages
of the replications, error bars + 1 standard deviation).
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no encontrandose diferencias significa-
tivas (P>0.01) entre los valores obte-
nidos entre el segundo y sexto mes de
almacenamiento. De igual forma, para
todos los tiempos estudiados, no se en-
contraron diferencias significativas
(P>0.01) entre el contenido de alcohol
obtenido para los vinos tratados, indi-
cando que los adsorbentes estudiados
(caseinato de potasio, quitina comer-
cial y quitina extraida de conchas de
camaron) ejercen el mismo efecto so-
bre el contenido de alcohol del vino
blanco durante el tiempo de almace-
namiento evaluado. El contenido de
alcohol del vino no tratado tuvo un
comportamiento diferente al de los vi-
nos tratados con adsorbentes, obser-
vandose un ligero aumento (2%) al pri-
mer mes de almacenamiento, seguido
de una disminucién (15%). Esta dis-
minucién, quizas pudo ser causada por
la degradacién del etanol a acido acéti-
co (Amerine y Ough, 1976, Alvarado y
Silva, 2005). Luego, al tercer mes se
observa que el contenido de alcohol co-
mienza a incrementar hasta
estabilizarse a partir del cuarto mes.
El analisis estadistico mostré diferen-
cias significativas (P<0.01) entre los
valores obtenidos para el vino sin tra-
tar y los de los vinos tratados, indi-
cando que el uso de adsorbentes ejerce
un efecto estabilizante sobre el conte-
nido de alcohol durante el almacena-
miento.

El contenido promedio de etanol
de los vinos tratados a los seis meses
de almacenamiento fue de
101,31+0,10 g.L'! mientras que para
el vino no tratado fue de 103,95+0,57
g.Ii'*, lo cual corresponde a grados al-
cohdlicos de 12,66+0,10 y 12,99+0,07%,
respectivamente. Estos valores se en-
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caused by the degradation of the
ethanol to acetic acid (Amerine and
Ough, 1976, Alvarado and Silva, 2005).
Later, on the third month is observed
that the alcohol content starts to
increase until stabilizing after the
fourth month. The statistical analysis
showed significant differences (P<0.01)
between the values obtained for the
untreated wines and the treated wines,
indicating that the use of absorbents
has a stabilizing effect on the alcohol
content during storing.

The average content of ethanol
of treated wines in six months of
storing was of 101.31+0.10 g.Li'* while
for untreated wine was of 103.95+0.57
g.Li' which corresponds to alcoholic
degrees of 12.66+0.10 and
12.99+0.07%, respectively. These
values are on the established rank for
the COVENIN Norm (1997) (min. 7 -
max. 14 of tolerance in the label 0.5
alcoholic degrees) for alcoholic
beverages called grape wine. This
parameter is important since wines
are quoted and commercialized in
function to their alcoholic degree
(Carazola and Xirau, 2005). Besides,
it is important to know the ethanol
concentration since it is related to the
sensorial properties that define the
quality of wines (Amerine and Ough,
1976).

The total polyphenols content in
treated and untreated wines is shown
on figure 4. It is observed that for both
the treated and untreated wines used
as controlled, the total polyphenols
content reduces with the storing time,
being higher for the untreated wine
than for treated wines (P<0.05),
indicating the effects of the absorbents
on the stabilization of polyphenols.
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cuentran dentro del rango establecido
por la Norma COVENIN 3342 (1997)
(min. 7 - max. 14 de tolerancia en eti-
queta +0,5 grados alcohdlicos) para
bebidas alcohdlicas denominadas como
vino de uvas. Este parametro es im-
portante ya que los vinos se cotizan y
comercializan en funcién de su grado
alcohdlico (Carazola y Xirau, 2005).
Ademas, es importante conocer la con-
centracién de etanol ya que estéa rela-
cionada con las propiedades sensoria-
les que definen la calidad de los vinos
(Amerine y Ough, 1976).

El contenido de polifenoles tota-
les en los vinos tratados y sin tratar
se presenta en la figura 4. Se observa
que tanto en los vinos tratados como
en el vino no tratado, usado como con-
trol, el contenido de polifenoles totales

270,00
25000 &

230,00
210,00

190,00

Contenido de Polifenales Totales [mg/L)

170,00

150,00

Chitin has affinity towards the
phenolic compounds (Marmol et al.,
2009) and provides a stabilization of
polyphenols (Spagna et al., 1996). In
treated wines, was found that during
the storing, the absorbent type used
did not have significant effects on the
content of polyphenols.

In figure 5 is shown the catechins
content in wines treated with
absorbents and untreated wines used
as control during storing, observing
that in all the cases, the catechins
content reduces with the storing time
(P<0.01). The highest reduction is
observed on the first storing month.
This reduction might had been caused
by polymerization reactions of
catechins by the products resulting
from the oxidation of the compounds

----- Control

—&— Caseinato de potasio

—&— Quitina comercial
—&— Cuitina propia

3 4 [
Tiempo de almacenamiento {meses)

Figura 4. Contenido de polifenoles totales en los vinos tratados y el
vino sin tratar (control) durante el tiempo de
almacenamiento (Los valores graficados son promedios de
tres replicas, con las barras de error con *1 desviaciéon

estandar).

Figure 4. Total polyphenol content on treated and untreated wines
(control) during the storing time (The ploted values are the
averages of the replications, error bars + 1 standard

deviation).
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disminuye con el tiempo de almacena-
miento, siendo mayor para el vino sin
tratar que para los vinos tratados
(P<0.05), indicando el efecto que los
adsorbentes utilizados producen en la
estabilizacion de los polifenoles. La
quitina presenta afinidad hacia los
compuestos fendlicos (Marmol et al.,
2009) y proporciona una estabilizacién
de los polifenoles (Spagna et al., 1996).
En los vinos tratados, se encontré que
durante de almacenamiento, el tipo de
adsorbente utilizado no tuvo efectos
significativos (P>0.01) sobre el conte-
nido de polifenoles.

En la figura 5 se muestra el con-
tenido de catequinas en los vinos tra-
tados con adsorbentes y el vino no tra-
tado usado como control, durante el
almacenamiento, observandose que en
todos los casos el contenido de
catequinas disminuye con el tiempo de

3,50
300 ®
2,50
2,00

1,50

Contenido de catequinas [mg/L)

1,00

0,50

0,00

such as tartaric acid and ethanol
(Flanzy, 2003, Riberau et al., 2006).
These mechanisms require the
presence of oxygen, thus, the reactions
might had occurred when the wine was
in contact to the air.

In treated wines is observed that
the catechins content stabilizes after
the second and third storing month and
on the fourth month increases keeping
steady until the sixth month, without
significant differences (P>0.01)
between the values product of the type
of the absorbent used (table 2),
reaching a final average value of
0.97+0.08 mg.L'. In the case of the
untreated wine (control) the behavior
is similar, however, the catechins
content continuous increasing after the
third and sixth storing month,
obtaining an average final value
higher (P<0.01) than treated wines

---¢--- Control

—&— Caseinato

—&— Quitina comercial
—&— (Quitina propia

Tiempo de almacenamiento {meses)

Figura 5.

Figure 5.

Contenido de catequinas en los vinos tratados y el vino sin
tratar (control) durante el tiempo de almacenamiento (Los
valores graficados son promedios de tres replicas, con las
barras de error con +£1 desviacion estandar).

Catechins content on treated and untreated wines (control)

during the storing time (The ploted values are the averages
of the replications, error bars + 1 standard deviation).
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almacenamiento (P<0.01). La mayor
disminucién se observa al primer mes
de almacenamiento. Esta disminuciéon
pudo ser causada por reacciones de
polimerizacion de las catequinas por
medio de los productos resultantes de
la oxidaciéon de compuestos como el
acido tartarico y el etanol (Flanzy,
2003, Riberau et al., 2006). Estos
mecanismos requieren de la presencia
de oxigeno, por lo que las reacciones
pudieron ocurrir cuando el vino entro
en contacto con el aire.

En los vinos tratados se observa
que el contenido de catequinas se
estabiliza entre el segundo y tercer mes
de almacenamiento y luego al cuarto
mes aumenta permaneciendo estable
hasta el sexto mes, no encontrandose
diferencias significativas (P>0.01) en-
tre los valores producto del tipo de ab-
sorbente utilizado (cuadro 2), alcanzan-
do un valor promedio final de 0,97+0,08
mg.L'. En el caso del vino no tratado
(control) el comportamiento es similar,
sin embargo, el contenido de catequinas
continua aumentando entre el tercer
y sexto mes de almacenamiento,
obteniéndose un valor promedio final
mayor (P<0.01) al de los vinos trata-
dos de 1,47+0,02 mg.L*, indicando la
efectividad de los adsorbentes en la
reduccion de estos compuestos.

En la figura 6 se muestra el com-
portamiento del color de los vinos du-
rante el almacenamiento, observando-
se en todos los casos, que el almacena-
miento caus6 un aumento en el color
del vino. El color, medido como
absorbancia a 420 nm, fue mayor para
el vino no tratado (0,198+0,001) que
para los vinos tratados con adsorbentes
(P<0.01). No se observaron diferencias
significativas (P>0.01) entre el color de
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1.47+0.02 mg.L!, indicating the
effectiveness of the absorbents in the
reduction of these compounds.

In figure 6 is shown the color
behavior of wines during storing,
observing in all the cases that the
storage caused an increment in the
color of the wine. The color, measured
as absorbance at 420 nm, was higher
for untreated wine (0.198+0.001) than
for wines treated with absorbents
(p<0.01). None significant differences
(P>0.01) were found between the color
of wines treated with commercial
chitin, own chitin and potassium
caseinate (average absorbance of
0.178+0.003), which corresponds to the
observed for the catechins content.

The browning product of the non
enzymatic oxidation of wines is related
to the oxidation of the phenolic
compounds, mainly the flavonoids,
specifically the anthocyanins and
flavonols (Li et al., 2008). Wines with
lower concentration of catechins
presented the lowest intensity of color,
due to the catechins are extremely
related to the yellow color in white
wines, which 1s produced by the
presence of tannins, which are
polymerized catechins, epicatechins
and leucocianidinas (Oberholster, 2003).

Conclusions

The storing time has a
significant effect on the variables
related to the stability of white wine,
the pH, the color; and the ethanol
content increases while the acidity, the
total polyphenols content and the
catechins content reduce.

The evaluated absorbents
(potassium caseinate, commercial
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Figura 6. Comportamiento del color de los vinos tratados y el vino sin
tratar (control) durante el tiempo de almacenamiento (Los
valores graficados son promedios de tres replicas, con las
barras de error con 1 desviacion estandar).

Figure 6. Color behavior on treated and untreated wines (control)
during the storing time (The ploted values are the averages
of the replications, error bars + 1 standard deviation).

los vinos tratados con quitina comer-
cial, quitina propia y caseinato de
potasio (absorbancia promedio de
0,178+0,003), lo cual se corresponde con
lo observado para el contenido de
catequinas.

El oscurecimiento producto de la
oxidacién no enzimaética de los vinos esta
asociado con la oxidacién de los compues-
tos fenodlicos, principalmente de los
flavonoides, especificamente Antocianos
y flavonoles. (i et al., 2008). Los vinos
con menor concentraciéon de catequinas,
presentaran menor intensidad de color,
debido a que las catequinas estan inti-
mamente relacionadas con el color ama-
rillo en los vinos blancos, el cual es pro-
ducido por la presencia de taninos, los
cuales son catequinas polimerizadas,
epicatequinas y leucocianidinas
(Oberholster, 2003).
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chitin and own chitin obtained after
shrimp shells) in the treatment of
white wine have a stabilizing effect on
the ethanol content and reduce the
content of total polyphenols and
catechins, reducing the color of white
wine produced after the grape variety
malvasia.

The results indicate that the
chitin obtained from shrimp shells is
a potential alternative for stabilizing
the properties of white wine, with a
chance of substituting the use of
potassium caseinate and the
commercial chitin, since the chitin
obtained from the shrimp shells allows
reducing the phenolic compounds with
the same effectiveness.

End of english version
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Conclusiones

El tiempo de almacenamiento tie-
ne un efecto significativo sobre las va-
riables relacionadas con la estabilidad
del vino blanco, el pH, el color y el con-
tenido de etanol aumentan, mientras
que la acidez, el contenido de
polifenoles totales y el contenido de
catequinas disminuyen.

Los adsorbentes evaluados
(caseinato de potasio, quitina comercial
y quitina propia, obtenida a partir de
conchas de camardén), en el tratamiento
del vino blanco ejercen un efecto
estabilizante sobre el contenido de etanol
y reducen el contenido de polifenoles to-
tales y catequinas, disminuyendo el co-
lor del vino blanco producido a partir de
la variedad de uva malvasia.

Los resultados indican que la
quitina obtenida de las conchas de ca-
marén, resulta una alternativa con
gran potencial para la estabilizacién
de las propiedades del vino blanco, pu-
diendo sustituir el uso del caseinato de
potasio y de la quitina comercial, ya
que permite reducir los compuestos
fendlicos con la misma efectividad.
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