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Objetivos

El sector vitivicola de la Region de Murcia cuenta con unas 50.000 Has
cultivadas de vifia, distribuidas principalmente en las tres Denominaciones de
Origen de vinos de calidad (Jumilla, Yecla y Bullas) y en dos areas de vinos de
la tierra (Abanilla y Campo de Cartagena). En el mapa varietal de Murcia, el
cultivar Monastrell supone mas del 85% de la superficie viticola, lo que ha dado
lugar a una gran proporcion de vinos monovarietales. En los ultimos afios se
han estado elaborando excelentes tintos jovenes tanto de maceracion
carbénica como de manera tradicional, pero todavia no han despegado con
igual fuerza los vinos tintos de crianza, que por otro lado son los que mas esta
demandando el mercado. El descenso en el consumo de vino per capita,
experimentado en Espafa y en los grandes paises consumidores de la Unién
Europea, ha afectado a los vinos de mesa, mientras que el consumo de los
vinos de calidad y, principalmente los vinos de crianza, sigue una linea de lento
pero continuado ascenso. Esta tendencia del mercado nos obliga claramente a
buscar la calidad como unica via de soluciéon para la vitivinicultura murciana,
via que pasa por la mejora de la calidad de la materia prima, la uva, y de las

técnicas de elaboracion y la crianza.

El color de los vinos y su estabilidad en el tiempo es una caracteristica
de fundamental importancia en la calidad de éstos, sobre todo para aquellos
vinos destinados a envejecimiento. El color rojo de los vinos tintos es debido a
los antocianos. Segun su estado de equilibrio y la combinacion con otras
moléculas, los antocianos pueden estar coloreados en rojo, malva, amarillo o
incoloros. El color de los antocianos depende del pH, SO, y la presencia de
taninos, compuestos que juegan un importante papel en la estructura del vino y

en la proteccion de las formas coloreadas.

El principal reto de las distintas técnicas empleadas en vinificacion
consiste en extraer estos compuestos polifendlicos de las uvas (responsables
del color y estructura de los vinos tintos) sin afectar al correcto desarrollo de la
fermentacion alcohdlica. El éxito en la elaboracién de un vino ligero y afrutado o
de un vino muy estructurado, asi como el potencial futuro desarrollo de las

caracteristicas organolépticas, se basa en el control apropiado de la extraccion
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de antocianos y taninos de las uvas al vino.

Esta extraccion es siempre incompleta y sujeta a fuertes variaciones.
Generalmente, los vinos contienen solo del 20 al 50% de los compuestos
fendlicos originalmente presentes en la uva. El objetivo principal no es la
maxima extraccion, sino una éptima extraccion de los compuestos de maxima

calidad.

Diversos factores controlan la extraccion y afectan de distinta forma a los
diferentes compuestos. El primer factor es la calidad de la vendimia. El grado
de madurez y la calidad sanitaria determina el contenido en polifenoles asi
como su extractabilidad. Disponer de una vendimia sana y de calidad es
indispensable para la obtencion de vinos de calidad. Es necesario que las
condiciones climaticas sean favorables y la uva se coseche en su momento
oportuno. El segundo factor es la duracion de la maceracién, donde se forma
gran parte de la estructura del futuro vino. Los antocianos difunden facilmente
en el medio acuoso que es el mosto pero los taninos requieren la presencia de
alcohol para su extraccion, principalmente los de las semillas que requieren la
degradacion de la cuticula. Como el etanol se incrementa durante la
fermentacion, la duracion de la maceracion afectara al contenido en antocianos
y taninos. También hay otras técnicas que permiten ajustar la extraccién, por
ejemplo el sangrado parcial del mosto, que influye sobre la abundancia de
polifenoles en el vino. También durante la fermentacion alcohdlica, las
levaduras pueden jugar un papel importante en el color de los vinos. Por una
parte adsorbiendo y, por tanto, eliminando parte de los antocianas del vino y
por otra parte, liberando sustancias al medio que facilitan la estabilizacion del

color de los vinos.

Otras técnicas que se estan empleando para facilitar la extraccion de
compuestos coloreados y la estabilizacion de ese color son los enzimas de
maceracion, los cuales no solo pueden ayudar a la extraccion de antocianos
sino también pueden facilitar la liberacion de taninos, permitiendo la formacién
mas precoz de complejos antociano-tanino. Otra posibilidad para estabilizar el

color de los vinos tintos es el aporte de taninos enoldgicos.

4



Objetivos

El objetivo global de este trabajo de investigacion, es estudiar la

influencia del grado de maduracion de la uva y de diferentes técnicas de

elaboracion, en el color de vinos de uvas de variedad Monastrell, con objeto de

establecer una base sodlida para la elaboracion de vinos de alta calidad

(crianza, reserva y gran reserva).

Para ello se plantean los siguientes objetivos parciales:

>

Optimizar la fecha de vendimia de la uva para obtener vinos de

Monastrell con alto contenido polifendlico.

Determinar si existe alguna ventaja en la utilizacion de enzimas que

favorezcan la extraccion y estabilidad polifendlica.

Encontrar aquellas levaduras que provoquen la menor pérdida de
pigmentos durante el proceso de maceracion y la mayor estabilidad

polifendlica de los vinos de Monastrell.

Determinar si existe alguna ventaja en la utilizacion de taninos

enoldgicos en la estabilizacion del color de vinos de Monastrell.

Optimizar el tiempo de maceracion de las partes sélidas de la uva con el
mosto-vino para obtener un producto con alto contenido polifendlico y

estable.

Comprobar el efecto del sangrado parcial del mosto sobre el contenido

de compuestos fendlicos y su estabilidad en los vinos de Monastrell.
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Introduccidon

I1.1. COLOR DE LOS VINOS TINTOS

El color es uno de los aspectos organolépticos mas importantes de un
vino, no solo porque es la primera e inmediata imagen, sino también porque es

indicador de otros aspectos relacionados con su aroma y su sabor.

El color del vino tinto, asi como parte de las caracteristicas que definen
su calidad, estan en gran medida relacionadas con su composicion en

compuestos fendlicos.

1.1 COMPUESTOS FENOLICOS RESPONSABLES DEL
COLOR

Los compuestos fendlicos que normalmente aparecen en los vinos tintos
pueden ser clasificados como compuestos no flavonoides (acidos benzoicos y
cinamicos) y flavonoides (flavonoles, antocianos y flavanoles). De todos ellos,
los antocianos y los taninos (flavanoles polimerizados, también conocidos como

procianidinas) son los que mayor influencia tienen sobre el color del vino tinto.

11.1.1.1 ANTOCIANOS

La estructura de los antocianos comprende dos anillos bencénicos
unidos por un heterociclo oxigenado, insaturado y catiénico denominado ion
flavilium. Bajo la forma heterosidica se denominan antocianinas, bastante mas

estables que la forma aglicona o antocianidinas.

En Vitis vinifera se distinguen cinco tipos de moléculas de antocianinas
que difieren en el numero de hidroxilos (OH) y grupos metilos (OCHj3) en el
anillo B (Figura 11.1), aunque también se obtiene mayor diversidad de estos

compuestos por la acilacion de los azucares con los acidos acético, p-cumarico
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y cafeico. En otras especies del mismo género, como Vitis riparia o Vitis

rupestris, los antocianos aparecen como diglucésidos, con dos moléculas de

glucosa en las posiciones 3 y 5.

Figura ll. 1 Estructura de las principales antocianinas encontradas en Vitis vinifera.

4 )

R4

OH Antocianinas R1 R2

+ Cianidina OH

OH o)
N R, Peonidina ~ OCHs
B/ Delfinidina OH OH
OGlu Petunidna  OCHs OH
oH Malvidina  OCHs;  OCH;

N /

11.1.1.2 TANINOS

Los taninos naturales de la uva y del vino son principalmente
procianidinas. Su estructura se basa en polimeros mas o menos complejos de

los flavan-3-oles o 3-flavanoles.

Los flavan-3-oles monémeros estan formados por dos anillos bencénicos
unidos por un heterociclo oxigenado saturado, pudiendo encontrarse cuatro
isbmeros: (+)-catequina, (-)-epicatequina, (-)-catequina y (+)-epicatequina
(Figura 11.2). Los mas abundantes son los dos primeros, asi como también los
derivados de la epicatequina en forma de éster galico. Los taninos son
complejos derivados de los compuestos anteriores, como las procianidinas

dimeras, oligoméricas y polimeras. Las procianidinas oligoméricas son
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moléculas de 3 a 10 unidades de flavanoles y las polimeras estan formadas por

mas de 10 unidades de flavanoles, alcanzando un peso molecular superior a
3000.

Figura 1.2 Estructura de los flavan-3-oles, unidades bésicas de las procianidinas.

OH OH
OH OH
HO O_R o
R
"y,
OH OH
Serie Catequina Serie Epicatequina
(+)-catequina = 2R, 3S (+)-epicatequina = 2S, 3S
(-)-catequina = 2S, 3R (-)-epicatequina = 2R, 3R

11.1.2 EQUILIBRIOS DE LOS ANTOCIANOS EN LOS VINOS

Los antocianos en los vinos pueden encontrarse bajo diferentes formas,
dependiendo de diversos factores exteriores (Figura 11.3). Cuando el pH del
medio es bajo, la molécula de antociano se encuentra en forma de cation
flavilium de color rojo vivo. A medida que el pH se eleva, los antocianos se

transforman en una base quindnica (AO) de color azulado, variando el color
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desde el malva al azul e incluso amarillo a valores de pH superiores a 7. Todas

estas reacciones son reversibles (Ribéreau Gayon et al., 1998a).

En medio acuoso, y al pH del vino (3-4), los cationes flavilium estan
también en equilibrio, a través de fendmenos de transferencia de protones y de
reacciones de hidratacion, con compuestos de adicion incoloros (hemiacetal).
El hemiacetal, en equilibrio con su isdmero abierto (cis-chalcona) es en realidad
la forma mas abundante de la malvidina-3-glucésido en un medio acuoso a pH
entre 2 y 7. Finalmente, cuando las chalconas sufren oxidacion, pasan de
manera irreversible hacia acidos fenoles incoloros, produciéndose una

destruccioén del color.

Figura II.3 Cambios de la estructura de los antocianos en un medio acuoso y en funcion del
pH.

OH  SOsH

Catién flavilium (A") Aducto sulfito
(rojo) Ha (incolora)
z

Base carbinol (hemiacetal AOH) Base quinénica (AO)

(incolora) (azul) \/
M
R

Rq

OH
H /Glu OH
Rz
—_— P

Rz

OH Y

Cis-chalcona Trans-chalcona Base quinénica ( A")
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La presencia de anhidrido sulfuroso en los vinos tintos produce también
una fuerte decoloracién de los antocianos, mediante una reaccién totalmente
reversible, que puede suponer una pérdida temporal de la intensidad de color.
Al pH del vino, la mayor parte del anhidrido sulfuroso libre se encuentra bajo la
forma de anién SO3H’, que se combina con los antocianos bajo la forma de
cation flavilium, produciéndose un complejo incoloro, pero transcurrido un cierto
tiempo se produce una descombinacion de este compuesto cuando tiene lugar

una reduccioén de la fraccidon anhidro libre.

I.1.3 ESTABILIZACION DEL COLOR MEDIANTE LA
COPIGMENTACION

A los valores de pH del vino, cerca del 80% de los antocianos se
encuentran en forma hidratada incolora, excepto si tienen lugar algun tipo de
mecanismo estabilizador del color. Los antocianos pueden unirse de forma no
covalente con otros compuestos fendlicos presentes en el medio
(copigmentaciéon), los cuales pueden ser otra molécula de antociano
(copigmentaciéon intramolecular) u otra molécula diferente, como los acidos
cinamicos, flavanoles y flavonoles y sus glicésidos (copigmentacidon
intermolecular). Estos compuestos reciben el nombre de cofactores o
copigmentos. Como resultado se produce un aumento de la cantidad de color
(efecto hipercromico) asi como también un cambio de tonalidad hacia el color
purpura y azul (efecto batocromico) (Vivar-Quintana et al., 2002).

El incremento en la intensidad y estabilidad del color, resultante de la
copigmentacion, es debido a un cambio en el equilibrio de la hidratacion hacia
formas flavilium, que luego son atrapadas por los cofactores, o hacia bases
quindnicas en los complejos antociano-copigmento (Figura 11.4). Entre los
antocianos y los cofactores se forma una estructura en capas, en numero

variable de dos a diez. Esto es importante en el rango del pH del vino donde
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predominan las formas hidratadas de los antocianos, pues la inclusion de los

cationes flavilium en los complejos de copigmentacion desplaza el equilibrio

hacia la formacién de mas cationes flavilium.

Figura I1.4 Principio del proceso de copigmentacion.

érma hemiacetal

Forma quindnica \

Forma flavilium
(AOH) H'/+H,0 (A) H (AO)
| | > ~ I
- -
u +copigmento u +copigmento
I | I |
I I

La copigmentacion influye sobre las reacciones de oxidacion,
condensacion y polimerizaciéon de sustancias fendlicas ya que disminuye la
cinética de las reacciones que se producen durante el envejecimiento de los
vinos (Boulton, 2001). La cinética de las reacciones de oxidacion depende de la
concentracion de sustancias fendlicas en forma libre, no de su concentracion
en valor absoluto. Determinados flavonoides son fuertes copigmentos vy
rapidamente participan en reacciones de copigmentacion lo que hace que la
concentracion en forma libre de tales compuestos disminuya y de este modo,
no estén disponibles para reacciones de oxidacion y polimerizacion (Darias-

Martin et al., 2001).
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I.1.4 EVOLUCION DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS EN EL
CURSO DE LA ELABORACION DEL VINO Y EFECTOS SOBRE
EL COLOR

En el curso de la elaboraciéon de los vinos, tienen lugar dos grupos
principales de reacciones que afectan al color del vino, los procesos
enzimaticos y las reacciones quimicas que involucran antocianos y/o taninos.
Aunque los dos tipos de reacciones ocurren simultaneamente, las primeras
predominan en las etapas tempranas de la elaboracion, mientras que las
segundas comienzan a predominar en las ultimas etapas, cuando la actividad

enzimatica decrece.

I.1.4.1 REACCIONES ENZIMATICAS

Las reacciones enzimaticas, en su mayoria catalizadas por las enzimas
polifenoloxidasa (PPO), peroxidasa, glicosidasas y esterasas, comienzan en el

estrujado, cuando se dana la estructura de la célula y en presencia de oxigeno.

Entre los sustratos preferidos por la PPO destaca el acido caftarico. El
elevado potencial redox de la o-quinona del acido caftarico permite oxidar otros
constituyentes del mosto, como por ejemplo otros difenoles que no son
sustratos de la PPO y que si estdan implicados en los fendmenos de
pardeamiento oxidativo. Las o-quinonas secundarias generadas por este
fendbmeno reaccionan espontaneamente con moléculas nucledfilas del mosto
para formar distintos aductos que pueden incorporase a nuevas reacciones de
degradacion (Sarni et al., 1995). Asi, la oxidacidon enzimatica de acidos
fendlicos a quinonas, catalizada por la PPO empieza desde el momento en que
las uvas son estrujadas. Los antocianos son sustratos pobres para la PPO pero
pueden reaccionar con las o-quinonas generadas por oxidacion enzimatica de
otros fenoles, especialmente los antocianos o-difendlicos (delfinidina, cianidina

y petunidina), produciéndose una importante decoloracion. Pero los otros
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antocianos también pueden reaccionar mediante la formaciéon de aductos con
o-quinonas. En una disolucién modelo se observd que la oxidaciéon acoplada
ocurre a mas alta velocidad, lo que parcialmente protege a los antocianos que
no son o-difenoles (malvidina y peonidina) de la degradacion (Sarni et al.,
1995).

Los antocianos también pueden ser oxidados directamente por
peroxidasas y lacasas con la consecuente decoloracion. La enzima lacasa, en
general parece ser mas resistente a las condiciones de vinificacion que la
enzima PPO y su presencia suele ser un gran problema con respecto a la

calidad del vino.

También los antocianos pueden ser degradados por glicosidasas. Estas
enzimas no se encuentran en la uva en cantidades significativas, generalmente
se afaden durante la elaboracion para liberar compuestos volatiles de sus
precursores glicosidicos o pueden estar presentes como actividades
secundarias en preparados enzimaticos del tipo pectinasas e incluso pueden
ser liberadas por algunas cepas de levaduras durante la fermentacion. Como
resultado se obtienen las agliconas de los antocianos, que son mas inestables
en el medio, dando lugar a una pérdida de color. Esto puede ser acrecentado
por la presencia de acil esterasas (Cheynier, 2003). Estas enzimas actuan
sobre los ésteres de los &cidos hidroxicinamicos incrementando sus
respectivos acidos libres (Wightman et al., 1997) y aumentando la actividad de
la enzima polifenoloxidasa (Gunata et al., 1987), la cual va a producir la pérdida

de antocianos por oxidacion.

I.1.4.2 REACCIONES QUIMICAS

Durante el proceso de envejecimiento de un vino, la concentracion de
antocianos libres va disminuyendo hasta incluso desaparecer, sin que el color
rojo del vino se pierda en la misma proporcion. Esta disminucién de la

concentracion de antocianos se debe a reacciones de degradacion y
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estabilizacidn. Las reacciones de estabilizacion tienen, la mayoria de las veces,
su origen en la formacion de combinaciones entre antocianos y taninos. Los
antocianos son inestables y deben estar combinados con taninos para formar
pigmentos estables, que realmente son los responsables del color de los vinos

con el tiempo.

11.1.4.2.1 Condensaciones antocianos-taninos

Estas reacciones estan basadas en procesos de adicion nucleofilica en
donde los antocianos y los taninos pueden actuar tanto como agentes
electrofilicos, moléculas que presentan una deficiencia de electrones y tienden
a extraer moléculas con exceso de electrones, como nucleofilicos. Los
antocianos pueden reaccionar como electrofilicos, a través de la carga positiva
de la forma flavilium (A"). Los flavonoides neutros, como los taninos, muestran
un exceso de electrones en las posiciones C8 y C6 y de esta manera, pueden
comportarse como nucleofilicos. Por otro lado, las formas hidratadas de los
antocianos pueden tener cierta densidad de carga negativa y actuar como
nucleofilicos y las rupturas de los enlaces C-C de las unidades constitutivas de
los taninos, fendbmeno que ocurre espontaneamente en el vino, genera

carbocationes (T") intermediarios que son electrofilicos.

Consecuentemente, las condensaciones antocianos-taninos pueden ser:

- Condensacién taninos-antocianos (T-A): las procianidinas en medio acido
como el vino, se pueden hidrolizar formando un carbocation o catequina
activada, reaccionando asi con los antocianos bajo la forma hemiacetalica
(AOH), produciendo un complejo incoloro que se colorea seguidamente de rojo
anaranjado después de su deshidratacién (Figura 11.5). Esta condensacién se
ve favorecida en ausencia de oxigeno y por la temperatura, siendo ésta la
explicacion de la evolucion de los vinos almacenados en ambientes reductores
como depdsitos o botella. Este tipo de reaccion depende de la concentraciéon
de antocianos en el medio y el color varia con la naturaleza del carbocation y el

grado de polimerizacion.
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Figura I1.5 Condensacién directa de taninos y antocianos de tipo T-A.

Carbocatién Antocianos (AOH)

Complejo T-AOH
(incoloro)

Complejo T-A*
(rojo)

- Condensacion antocianos-taninos (A-T): los antocianos bajo su forma

cationica (A") reaccionan con las posiciones negativas C6 6 C8 de los taninos,
formando un flaveno incoloro (A-T), el cual, posteriormente, se puede colorear
de rojo (A*-T) en presencia de oxigeno, estableciéndose un estado de equilibrio

entre ambas formas (Figura 11.6).
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Figura 1.6 Condensacién directa de antocianos y taninos de tipo A-T.
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La conservacion al abrigo del aire de soluciones de antocianos en
presencia de flavanoles y a temperatura superiores a 20°C, produce una
disminucién del color que puede recuperarse después de aireacion. Este tipo
de compuestos pueden evolucionar a tonalidades amarillas por la aparicién de

estructuras xantilium (Dallas et al., 1996; Gawel, 1998).

Los compuestos de condensacion entre antocianos y taninos (T-A" y A'-
T) son de color similar a los antocianos. Pero los compuestos A*™-T son
resistentes a la decoloracion por SO, debido a la sustitucién de la posicién 4
del anillo C del antociano, mientras que los aductos T-A" tedricamente serian

susceptibles a la decoloracién por SO, y a la hidratacion.

También se ha demostrado que en el vino, tanto los antocianos como los
taninos pueden unirse por medio de una reaccion en la que interviene el
acetaldehido. Esto da lugar a productos enlazados por puente de etilo,
incluyendo taninos (T-etil-T), aductos de taninos-antocianos (T-etil-A) y
antocianos entre si (A-etil-A) (Figura 11.7). La formacién de estos compuestos
implica la adicidon nucleofilica de antocianinas hidratadas o de unidades de
taninos con el carbocation resultante de la protonizacidn del acetaldehido. El
tamafo molecular de estos productos es variable ya que depende del numero
de pasos sucesivos en la reaccion inducida por el acetaldehido y del tamafio de
los reactivos polifendlicos, los cuales también varian desde monémeros hasta
taninos con mas de veinticinco unidades. El acetaldehido puede proceder de la
oxidacion del etanol, aunque también puede tener su origen en las levaduras,
las bacterias acéticas y la autoxidacion de compuestos fendlicos (Liu y Pilone,
2000). Los antocianos también pueden unirse de una manera similar al
acetaldehido, mediante un puente donde el etanal es reemplazado por otro
aldehido o bien con el acido glioxalico procedente de la oxidacion del acido
tartarico catalizada por hierro. De las uniones de antocianos con el acido
glioxalico se forman compuestos incoloros, que rapidamente evolucionan hacia
colores amarillos (Fulcrand et al., 1997a; Es-Safi et al., 1999; Es-Safi et al.,
2000)
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Los pigmentos del tipo T-etil-A y A-etil-A son de color purpura y mucho
mas resistentes a la decoloracidn por hidratacion y SO, que los antocianos
libres. Como el anillo C de los antocianos no esta sustituido en los derivados
etilados, esta resistencia es debido probablemente a su envolvimiento durante
la asociacion molecular. Ha sido recientemente demostrado que la unica forma
significativa de polimerizacion entre antocianos en el vino es la A’-etil-AOH, en
donde una unidad de antociano es incolora y la otra roja (Atanasova et al.,
2002). Esto significa que la conversion de los pigmentos de la uva (70-80%
AOH, 20-25% A" en los valores de pH del vino) a derivados con puentes de
etilos (50% AOH, 50% A") no solo resulta en un leve cambio de rojo a purpura,

sino también incrementa la intensidad de color.

Figura 1.7 Estructuras de los pigmentos formados por la reaccion de acetaldehido con
antocianos y taninos.

T-etil-A A-etil-A

\(R=H, tanino) /
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1.1.4.2.2 Formacion de nuevos pigmentos derivados de los antocianos

También, se han identificado en el vino nuevos pigmentos derivados de
los antocianos y conocidos con el nombre de piranoantocianos (Fulcrand et al.,
1996; Fulcrand et al., 1997b). Estos pigmentos se originan por reaccion de los
antocianos con compuestos de bajo peso molecular, principalmente
metabolitos producidos por las levaduras, como el acetaldehido, acido piravico
o vinilfenol, por medio de una reaccion de cicloadicion (Figura 11.8). También
pueden incluir especies de mas alto peso molecular, en las cuales la unidad de
piranoantociano esta unida a moléculas de tanino (Francia-Aricha et al., 1997).
Los pigmentos formados absorben a longitudes de onda mas bajas que los
antocianos y se les ha relacionado con el cambio de color de rojo malva a rojo
anaranjado que sufren los vinos durante el envejecimiento. Son muy estables e

insensibles a las variaciones del pH y sulfuroso.

Figura 1.8 Estructura de nuevos pigmentos.

Piranoantociano

\ (R=H, tanino,...) /
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Il 4.2.3 Polimerizacion de taninos

Los taninos son las principales sustancias responsables de la
astringencia de los vinos, siendo los flavanoles monémeros los mas amargos y
astringentes, mientras que los oligdbmeros y polimeros correspondientes
formados durante el envejecimiento se suavizan al perder el caracter amargo

(Singleton y Trouslade, 1992).

En el vino, los taninos son muy reactivos y con el tiempo se producen
reacciones de polimerizacién que tienden a incrementar el tamafo medio de la
fraccidon procianidinica. Dos son las posibles vias que siguen los taninos para

su polimerizacién, en funcion de la forma de interactuar entre ellos:

- Polimerizacion lineal: en ausencia de oxigeno y con temperaturas elevadas,

las procianidinas se hidrolizan formando un carbocation, que reacciona con la
carga negativa de otra procianidina, formando un polimero de mayor peso
molecular mediante uniones C4-C8 o C4-C6 (Figura 11.9). Se dice entonces que
la polimerizacion es homogénea u ordenada, también llamada polimerizacion
lineal, donde los compuestos formados son de color amarillo, pudiendo
precipitar en funcion de su complejidad, aunque continian presentando las

mismas propiedades de astringencia que un tanino menos polimerizado.

- Polimerizacion cruzada: con temperaturas mas reducidas y en presencia de

oxigeno, la oxidacion del etanol forma etanal, sustancia capaz de unir
moléculas de procianidinas, formando un polimero de elevado peso molecular
mediante la polimerizacion heterogénea o desordenada, también conocida
como polimerizacidon cruzada (Figura 11.10), donde los compuestos formados
son también amarillos pero menos reactivos y su astringencia se ve muy
atenuada por lo que participan en las sensaciones de volumen en boca. Este
tipo de reaccion tiene una cinética superior a la polimerizacion lineal lo que
conduce a la formacion rapida de compuestos polimeros susceptibles de

precipitar en funcion del grado de polimerizacion y de la concentracion.
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Figura 1.9 Polimerizacién ordenada o lineal de taninos.

También las procianidinas se pueden hidrolizar formando carbocationes

de carga eléctrica positiva que pueden sufrir una adicion nucleofilica por otra
molécula de flavanol, o bien, por un antociano en su forma hemiacetal. Este
proceso conduce a la reduccion de la longitud media de las cadenas de
procianidinas y finalmente, a la acumulacién de proantocianidinas oligoméricas
(Vidal et al., 2002). Las procianidinas polimeras reaccionan mas lentamente
que las oligoméricas y las procianidinas formadas por puente de etilo son las
que mas rapidamente reaccionan. Estas reacciones de ruptura de cadenas de
proantocianidinas, que conduce a un descenso de la longitud media de las
moléculas, parece ser que organolépticamente produce un descenso de la

astringencia y un aumento de las sensaciones amargas (Vidal et al., 2002).
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Figura I1.10 Polimerizacion desordenada o cruzada de taninos.

(&
E+ 8 - E 4 (e

= . OH
= |
S=miquinona
R o
A

A A 2,
N = %—&*W/

En estas mismas condiciones pueden unirse a antocianos bajo la forma
carbinol y dar lugar a reacciones de condensacion. La consecuencia de este
fendbmeno es la disminucion de la intensidad de color acompafado de la
evolucion hacia matices anaranjados o amarillentos y pérdida de astringencia

por la formacion de compuestos polimerizados menos reactivos.

I.1.5 INFLUENCIA DE LAS CARACTERISTICAS DEL VINO EN
LA PROPORCION DE LAS REACCIONES DE COMBINACION
ENTRE ANTOCIANOS Y TANINOS

Todas las reacciones descritas anteriormente tienen lugar en el vino a lo

largo de la elaboracion y envejecimiento y, evidentemente, condiciona la
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evolucion de su color, de su astringencia y sus caracteristicas organolépticas,
pero el que predomine un tipo de reaccién u otra va a depender de varios

factores entre los que destacan:

A) Relaciéon entre la concentracion de antocianos y taninos: la
concentracion de estos compuestos en el vino depende de la variedad y
madurez de la uva, pero también esta profundamente influenciada por cambios
en las condiciones de maceracion, ya que los antocianos se difunden mas
rapido que los taninos y por las practicas de elaboracién utilizadas. La distinta
estructura polifendlica de los vinos puede dar lugar a las siguientes situaciones
(Ribéreau Gayon et al., 1998a):

- Concentracién de antocianos superior a los taninos: es la situaciéon de vinos

rosados, vinos tintos poco macerados o procedentes de variedades poco
tanicas. En este caso todas las reacciones tendrian lugar. Los taninos podran
polimerizar entre ellos, pero dificilmente esta reaccidn estara favorecida ya que,
al hallarse en baja concentracion, sera dificil que se asocien entre ellos.
También se podra producir la combinacion entre antocianos y taninos, pero al
haber mas antocianos que taninos, no todos podran combinarse. Por lo tanto,
muchos de los antocianos se oxidaran, evolucionando irreversiblemente hacia
fenoles incoloros, produciéndose una importante destrucciéon del color. La
solucion es aportar mayor cantidad de taninos activando las maceraciones o

afadiendo taninos exdgenos

- Concentracion equilibrada de antocianos y taninos: corresponde a la situaciéon

ideal de equilibrio, donde todas las reacciones seran igualmente probables. En
este caso, una buena elaboracién y una correcta crianza podran favorecer la
reaccion de combinacion y por tanto la estabilizacion del color, junto con una

disminucién de la astringencia.

- Concentracion de antocianos inferior a la de taninos: corresponde a vinos

procedentes de variedades con poco color o de cosechas poco maduras.
También en este caso, si se realizan maceraciones prolongadas se extraeran

bastante tanino, sin que llegue a extraer suficiente cantidad de antocianos.
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También en esta caso, todas las reacciones tendran lugar, pero habra una que
predomine sobre las demas. Todos los antocianos disponibles pueden ser
polimerizados. Los taninos que se encuentran en exceso deben eliminarse
posteriormente mediante una clarificacion proteica o bien compensar la
carencia de antocianos mediante el coupage con otros vinos que suplieran sus
deficiencias, pues de no ser asi podrian evolucionar hacia una condensacion
entre ellos y en el vino predominaran tonalidades amarillas y un sabor

astringente.

B) Cepas de levaduras: las cepas de levaduras van a influir en la proporcién
relativa de los piranoantocianos, derivados etilados y los productos de
condensacion en el vino, ya que tanto el acetaldehido como el acido piruvico
proceden del metabolismo de estos microorganismos durante el proceso de
fermentacion, siendo las cantidades liberadas de estos compuestos diferentes
en funcion de la cepa de levadura utilizada (Morata et al., 2004). El
acetaldehido también se origina de la oxidacion del etanol, por lo tanto su nivel
aumenta con la exposicion al aire. Tras el proceso de envejecimiento, los
productos de condensacion y los derivados etilados que son inestables, se
transforman en flavanil-piranoantocianos, produciendo un cambio en el color
del vino hacia tonalidades mas rojo anaranjadas. También las levaduras liberan
polisacaridos, los cuales van a contribuir a la estabilizacion de los polimeros
formados, debido a su papel de coloide protector (Dupin et al.,, 2002;
Charpentier et al.,, 2004). También se debe de tener en cuenta que estos
microorganismos presentan diferente capacidad para retener o adsorber
compuestos fendlicos sobre su pared celular, lo cual va afectar al color del vino
(Vasserot et al., 1997; Morata et al., 2003a).

C) pH del vino: el pH es otro parametro importante; de hecho, la ruptura de los
taninos poliméricos, catalizada por acidos, es el paso clave en la formacion de
polimeros T-A" y tanino-piranoantociano, estando mas favorecida a bajos pH.
La protonacién del acetaldehido, que también es favorecida por la elevada
acidez, aparece como un factor clave en la formaciéon de los derivados de

puente de etilo. Finalmente, ya que la hidratacion de los antocianos depende
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del pH, valores elevados de pH incrementan el potencial competitivo de los
antocianos frente a los taninos en reacciones de adicion nucleofilicas. Sin
embargo, en los rangos de pH del vino, la formacion de especies T-A" y T-etil-
A" nunca esta limitada por la disponibilidad de la forma hidratada (Cheynier,
2003).

D) Presencia de oxigeno: las reacciones de oxidacion donde se ven
involucrados compuestos fendlicos son extremadamente complejas. El oxigeno
necesita ser activado por catalisis enzimatica, iones metalicos o radicales
libres. En los vinos, la oxidacion enzimatica prevalece en las etapas tempranas
de la elaboracion, mientras que las oxidaciones quimicas comienzan a
predominar al final del proceso. Las oxidaciones quimicas no son debidas
principalmente a compuestos fendlicos, sino también a otros componentes
importantes del vino, como el etanol y el acido tartarico. El acetaldehido
procede de la oxidacion del etanol y, aunque también puede proceder del
metabolismo de las levaduras, este puede ser considerado como un marcador
de oxidacion. Consecuentemente, los pigmentos formados por este compuesto
también pueden ser utilizados como marcadores de oxidacion del vino. Por otra
parte, todos los pasos de cicloadicion requieren una etapa de oxidacion para
recuperar el cation flavilium en las estructuras finales y también es necesario

en reacciones directas de especies A™-T (Fulcrand et al., 2004).

Por tanto, la capacidad de un vino para soportar periodos mas o menos
largos de envejecimiento depende de numerosos factores ligados a su
composicidon, riqueza polifendlica, naturaleza y estructura de sus taninos,
proporcion entre la concentracion de antocianos y taninos y su concentracion
de polisacéridos y factores ligados a todo aquello que favorezca la formacién

de piranoantocianos.
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Material y Métodos

.1 UVA

lll.1.1 MATERIAL VEGETAL

El material vegetal de estudio ha sido uva (Vitis vinifera L.) de la
variedad Monastrell, cultivada en secano y sistema de vaso, en una parcela de
la D.O. de Jumilla, perteneciente a la Bodega Casa Castillo. La edad del vifiedo

es de diez afos, optima para la obtencién de vinos de calidad.

l11.1.2 CONTROL DE LA MADURACION

Se ha realizado un muestreo semanal de uva, por triplicado, desde el

envero hasta su recoleccion.

Para obtener una muestra representativa de los racimos, se cortaban
pequefos trozos (5-6 granos) de todas las direcciones del racimo (norte, sur,

este y oeste) y de los distintos brazos de la cepa.

Las muestras de uva eran recogidas a primera hora de la mafana vy
trasladadas en el menor tiempo posible al laboratorio para su posterior

procesamiento.
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11.1.3 DETERMINACIONES GENERALES

Se prepara una muestra de aproximadamente 300 g de uva, cortando
los granos por el pedunculo y eligiendo aquellos mas representativos de la
muestra recogida en la parcela. A continuacién, se procedié a su trituracion,
usando un Robot coupe modelo Gt 550 (Robot coupe, Francia) durante dos

minutos, seleccionando una baja velocidad para evitar la ruptura de las pepitas.

En el mosto obtenido por centrifugacion del triturado de la uva a 4400
rom durante 15 minutos, se determinan el grado Brix, acidez total, pH, acido

malico y tartarico.

ll1.1.3.1 GRADO BRIX

La medida se realizé en un refractometro digital Atago modelo PR-101
(Atago, USA) con sensor de temperatura y ajuste previo del cero con agua
destilada. A partir de este dato se obtienen mediante tablas, los valores de

grado Baumé, contenido de azucares, densidad y grado probable del vino.

.1.3.2 pH

Se mide con un valorador automatico Metronm modelo 686 (Metrohm,

Suiza), siguiendo el método oficial CEE, Reglamento N° 2676/90.

Il1.1.3.3 ACIDEZ TOTAL

Se obtiene potenciométricamente con un valorador automatico Metrohm
modelo 686 (Metrohm, Suiza), segun el método oficial CEE, Reglamento N°

2676/90. Los resultados se expresan en g/L de acido tartarico.
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l11.1.3.4 ACIDO L-MALICO

Mediante test enzimatico con secuenciador automatico Hycel, modelo
Lisa 200 (Hycel Diagnostics, EEUU), segun el método oficial CEE Reglamento

N° 2676/90. Los resultados se expresan en g/L de acido malico en el mosto.

111.1.3.5 ACIDO TARTARICO

Se ha determinado siguiendo el método colorimétrico Rebelein
modificado, con valorador secuencial automatico Hycel, modelo Lisa 200 (Hycel
Diagnostics, EEUU). Los resultados se expresan en g/L de acido tartarico en el

mosto.

l.1.4 DETERMINACIONES ESPECTROFOTOMETRICAS

En el mosto obtenido por doble centrifugacion del triturado a 4400 rpm
durante 15 minutos, se analizan la intensidad de color, tono, parametros

CieLab, antocianos totales y el indice de polifenoles totales.

l11.1.4.1 INTENSIDAD DE COLOR Y TONO

La intensidad de color se obtiene mediante suma de las absorbancias a
620 (componente azul), 520 (componente roja) y 420 nm (componente
amarilla) del mosto sin diluir, utilizando cubetas de 1 mm de paso 6ptico y el
tono se calcula mediante el cociente entre las absorbancias a 520 y 420 nm
(Glories, 1984). Las medidas se realizan en un espectrofotometro HEAIOS «

(TermoSpectronic, EEUU) referidas a cubetas de 1 cm.
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IC = Ae20 + As2o + As2o

Tono = A520/ A420

l1.1.4.2 PARAMETROS CIELAB

Se obtienen a partir de las medidas de absorbancia del mosto,
realizadas en el rango de longitudes de onda comprendidas entre 380 y 780
nm, con cubetas de 1 mm de espesor y referidas a un observador de 10°, un
iluminante D65 y cubetas de 1 cm. Para ello se emplea un espectrofotometro
HEXIOS o (TermoSpectronic, EEUU), conectado a un ordenador con un
programa especifico de color (MIDAS) que realiza el calculo directo de los

parametros CieLab L*, a*, b*, C* y H*.

I11.1.4.3 ANTOCIANOS TOTALES

Se obtienen por lectura de la absorbancia a 520 nm en cubetas de 1 cm
de paso optico, transcurridos 30 minutos desde la adicion de 0,5 mL de mosto
a 25 mL de HCI 0,1 N (Cayla et al., 2002).

Antocianos (mg/L) = Asyo x 22,76 x dilucion
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111.1.4.4 INDICE DE POLIFENOLES TOTALES (IPT)

Se obtiene por lectura de la absorbancia a 280 nm con cubetas de 1 cm

de paso optico, del mosto diluido 100 veces con agua destilada.

IPT = A280 x 100

.1.5 METODOS PARA EL CALCULO DE MADURACION
POLIFENOLICA

l11.1.5.1 METODO LAMADON

Se pesan 50 g del triturado inicial en un vaso de 250 mL y se le afiaden
15 mL de etanol 96% y 85 mL de HCI 0,1% (v/v). Se dejan macerar durante dos
horas, agitando periédicamente cada 15 minutos. A continuacién, se
centrifugan a 4400 rpm durante 15 minutos y en el sobrenadante se determinan
los antocianos totales (AT) y compuestos fendlicos totales (CFT) (Lamadon,
1995).

x [antocianos(mg | L)]

3
AT (g/kg uva) =
(g/kg uva) 1000

CFT (g/kg uva) = 3 x 0,08 x[IPT ]
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I11.1.5.2 METODO DE SAINT-CRICQ

Este método consiste en extraer rapidamente los polifenoles que
contienen los granos de uva, por una parte, de un modo suave reproduciendo
las condiciones industriales de maceracion (pH 3,6) y también en condiciones
extremas (pH 1). La diferencia entre ambos resultados es un reflejo del grado
de fragilidad de la membrana celular y, por tanto, de la madurez fendlica de la

uva, la cual influira en la capacidad de extraccion de los polifenoles.

Se pesan dos fracciones de 25 g del triturado de uva en vasos de
precipitado de 250 mL. A uno se le adiciona 25 mL de una disolucion a pH 1
(HCI 0,1 N) y al otro 25 mL de una disolucion a pH 3,6, preparada con 10 g de
acido tartarico, 9 mL de NaOH 32% y H,O hasta un volumen final de dos litros.
Se deja macerar a temperatura ambiente durante cuatro horas. Transcurrido
este tiempo se centrifuga a 4400 rpm durante 15 min y en el sobrenadante se

determinan:

a) Concentraciéon de antocianos a pH 3,6: representa el potencial de

antocianos facilmente extraibles de la uva durante el proceso de vinificacion.

b) IPT a pH 3,6: representa la cantidad de compuestos fendlicos de la uva que

pueden ser extraidos facilmente durante el proceso de vinificacion.

c) Concentraciéon de antocianos a pH 1: representa el potencial total de

antocianos de la uva

A partir de estos parametros se calculan el indice de madurez celular
(IMC), también llamado extractabilidad de los antocianos (Ea) y el indice de
madurez de las pepitas (Mp) (Saint-Cricq et al., 1998) mediante las siguientes

ecuaciones:

(ApH1— ApH3.,6 )
ApH1

IMC (%) = x100
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(IPTpH3,6 — ApH 3,6 x 40/1000)
IPTpH3,6

x 100

Mp (%) =

1.6 DETERMINACION DE LOS ANTOCIANOS DE LOS
HOLLEJOS DE LA UVA POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA

111.1.6.1 EXTRACCION DE ANTOCIANOS

Durante el control de maduracion, una parte de las muestras de uva se
congelan a —20°C. De estas muestras se seleccionan 30—40 granos y se
separan las pieles de la pulpa con ayuda de un bisturi para obtener
aproximadamente unos 5 g de hollejo. Los hollejos pesados se colocan en
tubos de 60 mL de cierre hermético y se les adicionan 50 mL de metanol. A
continuacion, se colocan en una placa de agitacion a 150 rpm, a temperatura
ambiente, durante 14 horas. El extracto metandlico obtenido se pasa por filtros

de nylon de 0,45 um y se analiza por cromatografia liquida de alta resolucién.

111.1.6.2 IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION

La separacion de los antocianos se lleva a cabo en un cromatografo
liquido Waters 2690 (Waters, PA, USA), equipado con un detector diodo-array
Waters 996. La columna utilizada fue una Licrochart RP-C18 (Merk, Darmstadt,
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Alemania), 25 x 0,4 cm de 5 um de tamano de particula. El volumen de la
muestra inyectada fue de 20 uL y el analisis fue realizado a temperatura
ambiente. Los disolventes utilizados fueron acido férmico al 4,5% y acetonitrilo
con un flujo de 1,5 mL/min. Las condiciones de gradiente fueron las mostradas

en la tabla Ill.1.

Los diferentes compuestos son identificados a 520 nm comparando sus
espectros con los indicados en la bibliografia (Hebrero et al., 1988; Hebrero et
al., 1989; Reuvilla et al., 1999) y cuantificados con ayuda de un patrén externo,
cloruro de malvidina-3-glucosido (Extrasynthése, Genay, Francia) (Cacho et al.,

1992). La ecuacion de la recta patron fue:

y =27,121x + 0,5199 ?= 0,997

Tabla Il.1. Condiciones cromatograficas.

Tiempo (min)  %CH;CN %HCOOH

0 10 90
10 10 90
25 15 85
65 21 79
68 21 79
73 100 0
76 10 90
80 10 90

Los resultados son expresados en mg de malvidina por peso fresco de
hollejo, 6 mg de malvidina por baya, para cada uno de los antocianos

monoglucosidos y de sus correspondientes derivados acilados.
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l11.2 VINO

l11.2.1 VINIFICACIONES

Las elaboraciones se realizaron durante las vendimias de 2001, 2002 y
2003. Los objetivos de las elaboraciones de 2001 y 2002 fueron por un lado,
determinar el momento optimo de vendimia y por otro, el efecto de la aplicacién
de distintas practicas enoloégicas como la adicidon de enzimas, levaduras,
taninos y la aplicacion de distintos tiempos de maceracién y sangrados
parciales del mosto, para conseguir vinos con alto contenido polifendlico y con
un color estable en el tiempo. Las elaboraciones de 2003 se centraron en la
comprobacién de aquellos factores de vinificacion que mejor resultado dieron

los dos afos anteriores.

111.2.1.1 DISENO DE LAS VINIFICACIONES

Para determinar el momento Optimo de vendimia, se realizaron
vinificaciones por triplicado, en depdsitos de 12 litros, de 10 kg de uva con
distinto grado de maduracion. En el 2001 se elaboraron uvas aproximadamente
con 11, 12, 12,5 y 13 °Be y en el 2002 con 11, 12,5, 13, 14 y 15 °Be. La
duracion de la maceracion fue siempre de 15 dias y la levadura utilizada

Fermirouge (Gist-Brocades, Francia).

Para determinar el efecto de las levaduras en el color de los vinos se
utilizaron tres tipos de levaduras comerciales: Fermirouge (Gist-Brocades,
Francia), normalmente utilizada en la zona de Jumilla (vinificacion testigo),
Fermicru® VR5 (DSM, Alemania) y Rhone 2323 (Uvaferm, Alemania). En el

2001 se elaboraron en depdsitos de 12 litros a partir de 10 kg de uva con 13,2
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°Be y en el 2002 en depodsitos de 100 litros a partir de 90 kg de uva con 13,7
°Be. La dosis aplicada para cada una de las levaduras fue de 25 g/Hl y la

duracién de la maceracion fue en todos los casos de 15 dias.

En el estudio del efecto de los enzimas sobre el color de los vinos, se
aplicaron dos enzimas comerciales, Rapidase Excolor (DSM, Alemania) y
Lallzyme (Lallemand, Alemania), en elaboraciones los afios 2001 y 2002, en
depdsitos de 12 litros por triplicado, a partir de 10 kg de uva con 13,2 y 13,7
°Be respectivamente. La adicion de estos enzimas se realizé al comienzo de la
maceracion con dosis de 2 g/HI. Los resultados se compararon con una
vinificacion testigo sin adicion de enzimas, utilizando como levadura de
fermentacion Fermirouge (Gist-Brocades, Francia) con una dosis de 25 g/HI. El

tiempo de maceracién fue de 15 dias para todas las vinificaciones.

Para determinar el efecto de los taninos exdgenos sobre el color, se
adicionaron dos tipos de taninos enoldgicos: Gallo tanin B (Lamothe Abiet
Pinosa, Francia), galotanino de castafio y Gallo tanin R (Lamothe Abiet Pinosa,
Francia), tanino proantocianico procedente del orujo de uva. Los vinos de esta
experiencia se elaboraron en el 2002 en depdsitos de 12 litros por triplicado, a
partir de 10 kg de uva con 13,7 °Be. Se adicionaron los taninos al principio de
la maceracién con dosis de 15 g/HI para el Gallo tanin B y de 40 g/HI para el
Gallo tanin R. La levadura de fermentacion utilizada fue Fermirouge (Gist-
Brocades, Francia) con una dosis de 25 g/HI y el tiempo de maceracién fue de
15 dias. La vinificacién testigo es la misma que la utilizada para el ensayo de

enzimas.

Para optimizar el tiempo de maceracién se llevaron a cabo vinificaciones
en el 2001 y 2002 en depdsitos de 100 litros, por triplicado, a partir de 90 kg de
uva con 13,2 y 13,7 °Be respectivamente con tres tiempos de maceracion: 15
(vinificacion testigo), 25 y 35 dias. La levadura de fermentacion utilizada fue

Fermirouge (Gist-Brocades, Francia) con una dosis de 25 g/HI.

Para determinar el efecto del sangrado parcial del mosto, se realizaron

vinificaciones en el 2001 y 2002 en depdsitos de 100 litros, por triplicado, a
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partir de 90 kg de uva con 13,2 y 13,7 °Be respectivamente, con una
eliminacién del mosto antes de maceracion (referidos a kilos de uva en el
depdsito) del 7,5y 15 %. En el primer caso supuso eliminar 6,75 litros de mosto
y 13,5 litros en el segundo. La levadura de fermentacién utilizada fue
Fermirouge (Gist-Brocades, Francia) con una dosis de 25 g/Hl y el tiempo de

maceracion fue de 15 dias

En el aino 2003, todas las vinificaciones se realizaron también por
triplicado, en depdsitos de 100 litros con uva de 14,1 °Be. La duracién de la
maceracion fue de 15 dias y la levadura utilizada fue Rhéne 2323. Se
elaboraron un testigo y cuatro vinificaciones: una con sangrado parcial de 15%,

otra con Rapidase Excolor, otra con Gallo tanin B y otra con Gallo tanin R.

l11.2.1.2 PROCESO DE ELABORACION

La uva es vendimiada de forma manual en cajas de 20 kg, siendo
transportada rapidamente a la bodega experimental de Jumilla. Se pesa y se
obtiene una muestra representativa de entrada a bodega para ser analizada
posteriormente. A continuacion, la uva se introduce en la camara frigorifica
para disminuir su temperatura a 10°C y que el inicio de la maceracién tenga
lugar a baja temperatura. En todas las vinificaciones, la uva fue despalillada,
estrujada y sulfitada con una dosis de 8-10 g de SO, por cada 100 kg de uva.
La pasta se distribuye en los depdsitos y permanece encubada durante 24
horas, tras lo cual se procedié a su analisis (pH, acidez total, grado beaumé,
acido malico y tartarico), correccion de acidez con acido tartarico hasta 5,5 g/L

y adicion del pie de cuba.

La fermentacion se realizé a 25°C y se tomaron lecturas de temperatura
y densidad del mosto, dos veces al dia hasta que el baume llegdé a cero.
Durante el proceso de maceracién se realizaron dos remontados diarios para

favorecer el proceso de oxigenacion y de extraccion de compuestos fendlicos.
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Transcurrido el tiempo de maceracioén, se procede al descube para obtener

finalmente un vino, mezcla del vino flor y del vino prensa.

Finalizada la fermentacion alcohdlica tiene lugar la fermentacion
malolactica, durante la cual se control6 la temperatura para que ésta no bajase
de los 18°C, ademas se realizaron de 1 a 3 trasiegos, en funcion de la
formacion de SH; en los depédsitos, manteniendo siempre el espacio de cabeza
con CO; para evitar posibles oxidaciones en el vino. Concluida la fermentacién
malolactica, los vinos se trasiegan y se adiciona SO, y a continuacién se

procede a la estabilizacion del vino a —3°C.

Tras el proceso de elaboracion y estabilizacion por frio, las vinificaciones
son embotelladas y conservadas en el sétano de la bodega experimental a una

temperatura constante de 15°C.

Ill.2.2 DETERMINACIONES GENERALES

En el vino, al finalizar la fermentacion malolactica se analiza el grado
alcohdlico, densidad, extracto seco, SO, libre y total, pH, acidez total, acido

malico, acido tartarico, acetaldehido y glicerina.

El pH, acidez total, acido malico y tartarico se determinan de la misma

manera que en el mosto.

l1.2.2.1 GRADO ALCOHOLICO

Se ha utilizado el método oficial CEE 1990, por destilacién y medida del

grado con balanza hidrostatica.
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l11.2.2.2 SULFUROSO LIBRE Y TOTAL

Método rapido de ensayo CEE 1990, por valoracion yodométrica directa,

con valorador potenciométrico Metrohm, modelo 686.

111.2.2.3 ACETALDEHIDO

Se ha determinado mediante test enzimatico, (Boehringer Mannheim
GMBH, Mannheim, Alemania). La determinacién enzimatica del acetaldehido
esta basada en el cambio de absorbancia a 340 nm causada por reduccion del
NAD* a NADH" (usado como cofactor por la acetaldehido deshidrogenasa

durante la oxidacion del acetaldehido a acido acético).

ll1.2.2.4 GLICERINA

Se ha determinado mediante test enzimatico, (Boehringer Mannheim
GMBH, Mannheim, Alemania). La determinacién enzimatica de la glicerina esta
basada en el cambio de absorbancia a 340 nm causada por la oxidacion del
NADH" a NAD" (usado como cofactor por la L-lactato deshidrogenasa durante
la reduccion del piruvato, el cual es obtenido previamente a partir del glicerol a

L-lactato).

I11.2.3 DETERMINACIONES ESPECTROFOTOMETRICAS

En el mosto-vino y en el vino, previamente centrifugados y exentos de
CO,, se analizan la intensidad de color, tono, parametros CielLab, antocianos

totales, antocianos momeéricos y poliméricos y el indice de polifenoles totales.
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En el vino terminado también se analizan taninos totales, taninos monomeéricos,

oligomaricos y poliméricos y el indice de HCI.

Los métodos utilizados para la determinacion de intensidad de color,
tono, parametros CielLab, antocianos totales y el indice de polifenoles totales

son los mismos que los descritos para el mosto.

l11.2.3.1 ANTOCIANOS MONOMEROS Y POLIMEROS

Se obtienen por fraccionamiento, segun el método descrito por Ho et al.
(2001). Asi, 0,5 mL de vino son pasados a través de un cartucho Sep-Pack C1s
(Waters, USA) previamente acondicionado para fenoles neutros, pasando
secuencialmente 5 mL de metanol y 5 mL de tampén fosfato a pH 7. Los
antocianos mondmeros (AM) son eluidos con 10 mL de acetonitrilo al 16% a pH
2, y los antocianos polimeros (AP) con 10 mL metanol a pH 2. Cada fraccion
fue medida a 520 nm en cubetas de 1 cm de paso 6ptico. Los datos son
expresados en mg/L de malvidina-3-glucésido (peso molecular 529) y un

coeficiente de extincién molar (¢) de 28000 M™'cm™.

A
AM 6 AP (mg/L) = —2_x 529 x dilucion
28000

l11.2.3.2 TANINOS TOTALES

Para el analisis de taninos totales se utilizan dos muestras conteniendo
cada una de ellas 4 mL de vino (dilucién 1:50), 2 mL de H,O y 6 mL de HCI
(12N). Una de ellas se calienta en un bafo de aceite a 100°C durante 30
minutos y se le agrega 1 mL de etanol (95%) para solubilizar el color rojo

aparecido. La otra muestra (referencia) no es calentada y se le adiciona
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también 1 mL de etanol (95%). Se miden los incrementos de absorbancia de la
muestra con y sin calentamiento a 520, 470, y 570 nm con cubetas de 1 cm de
paso optico. Obtenemos, por tanto, tres valores posibles de incremento de
absorbancia a 520 nm, de los cuales se coge el valor minimo al representar
mejor la transformacion de las procianidinas, ya que en funcién de la presencia
de sustancias parasitarias, la reacciéon se amplifica hacia longitudes de onda
mayores (malva), o hacia longitudes de onda cortas (naranja-amarillo)
(Ribéreau Gayon et al., 1998a). Los taninos se miden en g/L mediante la

siguiente relacion:

AAszo = 1,1 X AAs7o

AA520 = 1,54 X AA570

C (g/L) = 15,7 X AA520

11.2.3.3 TANINOS MONOMERICOS, OLIGOMERICOS Y POLIMERICOS

El fraccionamiento se realiza a partir de 30 mL de vino previamente
desalcoholizado en un rotavapor a temperatura inferior a 30°C, restituidos a su
volumen inicial con H,O destilada y ajustado su pH a 7 con una disolucién de
NaOH. A continuacién se pasan 3 mL a través de dos cartuchos Sep-PacK
conectados en serie: en la parte superior se coloca un Sep-PacK tC4gy en la
parte inferior un Sep-PacK C4g acondicionados ambos previamente segun lo
indicado por Sun et al. (1998a), primero con 10 mL de metanol y seguidamente
con 10 mL de tampdn fosfato a pH 7. La elucién se lleva a cabo con 10 mL de

tampon fosfato a pH 7 para eliminar los acidos fendlicos.
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Figura IlIl.1 Fraccionamiento de taninos.
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Después, los Sep-PacK se secan con N3 y las eluciones se llevan a cabo
pasando primero 20 mL de acetato de etilo, para eluir los taninos monoméricos
y oligoméricos (Fracciones | y Il) y después con 10 mL de metanol para eluir los
taninos poliméricos (Flll). Para la separacién de las fracciones | y Il, el extracto
que contiene ambas fracciones es evaporado en un rotavapor a 25°C, se
redisuelve en 3 mL de H,O destilada y se pasa de nuevo por los Sep-PacK
acondicionados esta vez con H,O destilada. Después se secan los Sep-PacK
con Ny y la separacion de taninos monoméricos y oligoméricos se realizé por
eluciéon secuencial con 20 mL de dietil eter (FI) y 10 mL de metanol (Fll) (Figura
[.1).

La cuantificacion de las fracciones obtenidas (FI, Fll Y FIIl) se realiza
segun el método descrito por Sun et al. (1998b). Para ello se evaporan hasta
sequedad en un rotavapor a 25°C y el residuo se redisuelve en 3 mL de
metanol. Asi, 1 mL de esta solucion metandlica se mezcla primero con 2,5 mL
de vanillina al 1% en metanol y después con 2,5 mL de H;SO4 3,6 N en
metanol. Se prepara simultaneamente un blanco de la misma forma pero
sustituyendo la vanillina al 1% en metanol por metanol. La reaccion de la
vanillina con Fl se realiza a 30°C y con FIl y FllIl a temperatura ambiente.
Transcurridos 15 minutos de la reaccion, se realiza la lectura de la absorbancia
a 500 nm. Los valores de las tres fracciones son expresados en mg/L de

catequina tras la realizacion de una recta de calibrado cuya ecuacion fue:

y = Aspo X 383,45 + 8,0768 r* = 0,999

111.2.3.4 INDICE DE CLORHIDRICO

Se basa en la inestabilidad de las procianidinas en medio clorhidrico
fuerte; la velocidad de precipitacion esta condicionada por el grado de

polimerizacion.
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Se mezcla 10 mL de vino, 15 mL de HCI 12N y 5 mL de H,0 y se realiza
una medida instantanea de la absorbancia (Ap), a 280 nm y en cubetas de 1 cm
de paso optico, del vino diluido treinta veces. Se efectua la misma operaciéon
transcurridas 7 horas y después de centrifugacién, y se obtiene un nuevo valor
(A1) (Ribéreau Gayon et al., 1998a). El indice de clorhidrico es dado por la

relacion:

(Ao _A1)

I(HCI) = x 100

l.2.4 DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS POR
HPLC

Se realiza por inyeccion directa de la muestra (vino 6 mosto-vino)
previamente filtrada (filtro de nylon de 0,45 um) en un cromatdografo liquido
Waters 2690 (Waters, PA, USA), equipado con un detector diodo-array Waters
996. La columna utilizada fue una Licrochart RP-C18 (Merk, Darmstadt,
Alemania), 25 x 0,4 cm de 5 um de tamano de particula. El volumen de la
muestra inyectada fue de 20 ul y el anadlisis fue llevado a temperatura
ambiente. Los disolventes utilizados fueron acido férmico al 5% y metanol, con
un flujo de 1 mL min™. Las condiciones de gradiente utilizadas fueron una
optimizacién de las propuestas por Cantos et al. (2003) y se muestran en la
tabla 111.2. Los cromatogramas fueron analizados a 280 nm (acidos fendlicos y
flavan —3-oles), 320 nm (acidos hidroxicinamicos y ésteres hidroxicinamicos),

360 nm (flavonoles) y 520 nm (antocianos).
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Tabla 1.2 Condiciones cromatograficas.

Tiempo (min)

%CH;0H %HCOOH

0
30
40
65
70
75
80
85
90
95

2 98
32 68
40 60
40 60
50 50
60 40
60 40
100 0

2 98

2 98
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Tabla 111.3 Cuantificacion de compuestos fendlicos.

COMPUESTOS ECUACION DE LA R?
FENOLICOS RECTA

Acido galico y = 19,925x + 0,0065 0,999
Acido protocatéquico y = 30,494x + 0,0018 1
Acido siringico y =17,719x + 0,0016 1
Acido cumarico y = 6,829x + 0,0010 1
Acido ferulico y =9,111x + 0,0056 0,999
Catequina y = 78,500x + 0,0068 0,999
Epicatequina y =72,051x + 0,0015 1
Rutina y = 33,139x + 0,0036 0,999
Miricetina y =19,543x + 0,0012 1
Quercitrina y = 25,050x + 0,0046 0,999
Quercetina y =12,572x + 0,0024 0,999
Kampferol y =13,314x + 0,0003 1
Malvidina y = 19,260x + 4x10° 1
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La identificacion de los diferentes compuestos fendlicos se realiza
principalmente por comparacion de sus espectros UV y sus tiempos de
retencion respecto a patrones externos, excepto la identificacion del acido
caftarico y cutarico que es realizada por comparacion de los espectros
mostrados en la bibliografia. La cuantificacién de estos compuestos ha sido
llevada a cabo con la utilizacion del acido cafeico y el acido p-cumarico

respectivamente como patrones externos.

La cuantificacion de los antocianos es realizada utilizando cloruro de
malvidina-3-glucésido como patréon y la del resto de compuestos fendlicos
respecto a sus patrones puros. Las ecuaciones de las restas patron fueron las

mostradas en la tabla 111.3

111.2.5 ANALISIS SENSORIAL

Se llevaron a cabo dos tipos de pruebas sensoriales, una descriptiva de
perfil y otra triangular. En el primer caso, los atributos a valorar son
previamente descritos (Figura Ill.2) y se les pide a los catadores que
cuantifiquen la magnitud de las caracteristicas del vino que se pretende
describir. Estas caracteristicas se dividen en tres grandes grupos que hacen
referencia al color, al aroma y al gusto. El panel de cata para este tipo de
pruebas estaba formado por cinco catadores experimentados, miembros de la

Estacién Enolégica de Jumilla.

La prueba triangular se aplica para determinar si existen diferencias
entre las caracteristicas de dos vinos. Es una prueba de diferenciacion en la
que se presentan al catador tres muestras codificadas, dos de las cuales son
iguales y se le pide que indique cual es la muestra diferente y cual es la
muestra preferida. Para determinar los resultados se utilizé la técnica del “juicio

forzado” en la que se suman unicamente las respuestas correctas y se
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comprueba mediante tablas estadisticas si la diferencia es significativa. Los
catadores que participaron en esta prueba fueron ocho, sin entrenamiento
previo, a los que se les presentd una ficha de cata en la que debian evaluar el
grado de diferencia apreciado para los atributos de la fase visual, olfativa y

gustativa.

Figura Il.2 Ficha de cata descriptiva.

UNIVERSIDAD

DE MURCIA
DEPTO.DE TECNOLOGIA DE ALIMENTOS,
NUTRICION Y BROMATOLOGIA

Falcultad de Veterinaria

FECHA: CATADOR:
MUESTRA:

PUNTUACION (de 0 a 10). A mayor sensacién mayor puntuacién

COLOR: GUSTO:

Puntuacién Puntuacién
INTENSIDAD INTENSIDAD
TONALIDAD CALIDAD(ARMONIA)
AROMA: CUERPO

Puntuacién EQUILIBRIO
INTENSIDAD PERSISTENCIA
CALIDAD AMARGOR
AFRUTADO ASTRINGENCIA
VEGETAL SEQUEDAD
CONFITURA VERDOR
ESPECIADOS MADUREZ
TOSTADOS

Observaciones:

Campus Universitario de Espinardo
Apartado de correos 4021 * 30071 Murcia
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111.2.6 ANALISIS ESTADISTICO

El analisis de la varianza se ha utilizado para determinar si existen
diferencias significativas entre las medias. La separacion de medias se ha

realizado aplicando el test LSD.

El manejo de un numero tan elevado de datos y variables nos ha
obligado al uso de técnicas estadisticas multivariables, cuyo objetivo
fundamental consiste en resumir y sintetizar grandes conjuntos de variables en
funcién de ciertos objetivos de cara a obtener informaciones validas que
permitan una mejor compresion del fendmeno objeto de estudio. En este

estudio se ha utilizado el analisis de componentes principales.

Todos los analisis estadisticos han sido realizados utilizando el paquete

estadistico Statgraphics 2.0 Plus.
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Uva y calidad del vino

IV.1 INTRODUCCION

IV.1.1 LOCALIZACION DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS

La calidad de la uva es esencial para la calidad del producto final y ésta
depende de numerosos factores, entre ellos, el grado de maduracién. Durante
la vinificacidon en tinto, la maceracion es una etapa esencial para la obtencion
de vino con alto indice de color, ya que es durante esta etapa cuando son
extraidos los compuestos fendlicos de las pieles y semillas. Pero la extraccion
de estos compuestos no esta siempre en relacién directa con su contenido en
la uva, pues uvas ricas en compuestos fendlicos no conducen necesariamente
a vinos muy coloreados. Tres factores son indispensables para comprender
este fendmeno: la localizacion de los compuestos fendlicos en las pieles, su

evolucion durante la maduracién y su extractabilidad.

IV.1.1.1 ANTOCIANOS

Estos compuestos estan presentes en variedades tintas y se encuentran
localizados en el hollejo de la uva (Figura IV.1), concretamente en las vacuolas
de las capas celulares de la hipodermis, como masa amorfa o como finas
granulaciones (Amrani Joutei y Glories, 1995). Las células adyacentes a la
pulpa pueden estar excepcionalmente coloreadas ciertos afos e inclusive la
pulpa misma, en el caso de las llamadas uvas tintoreras (Bakker y Timberlake,
1985). Estas ultimas presentan una composicion antocianica en la pulpa muy
distinta al hollejo. En la pulpa, la peonidina-3-glucésido es el pigmento

mayoritario, mientras que en el hollejo suele ser la malvidina-3-glucésido.
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Los antocianos presentes en el hollejo y en las vacuolas se encuentran

en estado libre (Hrazdina y Moskowitz, 1980) y no formando complejos

antociano-flavonoide como ocurre en la mayoria de las flores coloreadas (Asen

et al.,, 1972). Ademas, se encuentran en equilibrio entre la sal flavilio de color

rojo, la base anhidro de color purpura y las formas de base carbinol menos

coloreadas. Al pH de las vacuolas de los hollejos, el equilibrio estda menos

desplazado hacia la base anhidro de color purpura y no contribuye por tanto en

el color de las células. La apariencia azulada de las uvas tintas esta causada

por las altas concentraciones de los antocianos en las vacuolas, a los efectos

de dispersion de la luz en las vacuolas y a la presencia de clorofila en las capas

subepidérmicas.

Figura IV.1 Localizacién de los compuestos fendlicos en la uva.
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IV.1.1.2 TANINOS

Estan presentes, tanto en variedades tintas como en variedades

blancas, en el hollejo, en la semilla y en la pulpa (Figura I1V.1).

Los taninos presentes en los hollejos pueden ser clasificados en tres
categorias en funciéon de su localizacion (Amrani Joutei et al., 1994) (Figura
IV.2).

a) Taninos de las vacuolas, que estan en forma condensada en las células
proximas a la epidermis y en forma de granulaciones difusas en las células

internas del mesocarpio.

b) Taninos ligados a la membrana proteofosfolipidica de las células de la piel,

insensibles a la accién de ultrasonidos

c) Taninos integrados en la pared celulopectidica.

Figura IV.2 Localizacion de los taninos en la baya (Saint-Cricq et al., 1999).

~
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Solamente los taninos de las vacuolas pueden ser facilmente extraidos y
pueden ser considerados como taninos libres, a diferencia de los que estan
enlazados a otros compuestos como proteinas, pectinas y fosfolipidos. Su
estructura consiste en procianidinas mas polimerizadas que la de las semillas e

incluyen algunas unidades tri-hidroxiladas (Souquet et al., 1996).

Los taninos no se encuentran en la misma cantidad en todas las células
del hollejo. Algunas células poseen grandes cantidades de taninos, que son las
localizadas en la epidermis del hollejo, mientras que otras contienen pequenas

cantidades e incluso ninguna (Glories y Saucier, 2000).

En las semillas, los taninos ocupan una posicion de defensa del embrion
en las cubiertas externas e internas y su difusién al medio exterior va a
depender de la solubilizacion de la cuticula (Thorngate y Singleton, 1994;

Amrani Joutei y Glories, 1995).

IV.1.2 LA MADURACION DE LA UVA Y LOS COMPUESTOS
FENOLICOS

IV.1.2.1 CARACTERES GENERALES DE LA MADURACION

El desarrollo vegetativo de la baya pasa, desde su formacion hasta su
maduracién completa, por dos periodos perfectamente definidos (herbaceo y
de maduracion), separados entre si por el envero (Hidalgo y Candela, 1972).

Durante el periodo herbaceo, el epicarpio del grano posee clorofila,
aumentando el tamafio de la baya debido a la multiplicacién celular, sobre todo

en el pericarpio.
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El envero se caracteriza por una paralizacion momentanea del
crecimiento del fruto, pérdida progresiva de la clorofila y apariciéon de los
pigmentos que daran al grano el color caracteristico de la variedad. También en
esta etapa empiezan ha desarrollarse los aromas, principalmente en los
hollejos de muchas variedades de uva y el raspon logra su desarrollo completo,
dejando de crecer (Peynaud, 1989; Watson, 2003) (Figura I1V.3).

Figura IV.3 Cambios en la composicion de la uva durante su desarrollo y maduracion (Watson,
2003).

Tamafio de la baya

Tamano relativo o concentracion

\ Antocianos

| >

Desarrollo del Fruto Envero Maduracion

Durante la maduracion, la uva acumula una cantidad importante de
solutos y agua que va a producir un aumento importante del tamafio de la baya
(Catalina et al., 1982). Entre estos solutos, se acumulan principalmente

azucares, los cuales migran desde las hojas hacia las bayas en forma de
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sacarosa. En las bayas, la sacarosa (azucar no reductor) es hidrolizada en
glucosa y fructosa (azucares reductores). En el momento del envero, la relacion
glucosalfructosa esta proxima a 2 para disminuir hasta 0,9-1 en la maduracién
(Watson, 2003). Aunque estos azucares son los mas abundantes en el
momento de vendimia, también estan presentes otros azucares tales como la
ramnosa, arabinosa, xilosa, etc.

Paralelamente a la acumulacion de azucares, tiene lugar una
disminucién en el contenido de acidos organicos. Los acidos tartarico y malico
representan el 90% de los acidos de la baya. Segun Watson (2003), desde el
envero hasta la vendimia el acido tartarico decrece debido al aumento del
tamano de la baya, para después permanecer relativamente constante durante
las ultimas etapas de la maduracion y el acido malico disminuye debido al
incremento de tamano de la baya pero también por su utilizacién como fuente
de energia (respiracion). La disminucion del acido malico es mas rapida en los
periodos de temperaturas mas elevadas. La relacion del acido tartarico/malico
varia en funcion de la variedad de uva, el grado de maduracién y las
condiciones ambientales durante la maduracion. La disminucién de la acidez de
la baya en las ultimas etapas de la maduracion es debida principalmente a la

disminucioén del acido malico.

La maduracién también va acompanada de la solubilizacién de las
pectinas de la pared celular del hollejo, teniendo lugar un ablandamiento del
grano de uva. Esta solubilizacion es debida a una accion enzimatica (Hidalgo y
Candela, 1972) y va a producir, por tanto, un enriquecimiento en el mosto de
sustancias pécticas solubles, donde el acido galacturdnico es el constituyente
mayoritario, disminuyendo el contenido en pectinas hacia el final de la
maduracion (Esteban et al., 1993). Esta operacién, que entrana la degradacion
de la pared celular, contribuye a facilitar la extraccidén de la materia colorante en

la vinificacion (Amrani Joutei y Glories, 1994).
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Figura IV.4 Biosintesis de los compuestos fendlicos en la uva (Hobson, 1981).
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IV.1.2.2 SINTESIS DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS

Segun Gonzalez-Sanjose y Diez (1992), Ribéreau Gayon et al. (1998a) y
Guidoni et al. (2002), la sintesis de los compuestos fendlicos es una
consecuencia colateral de la formacién y acumulacion de azucares en el grano
de uva (Figura IV .4).

Estas reacciones son reguladas por la enzima fenilalanina-amonioliasa
(PAL) (Roubelakis-angelakis y Kliewer, 1986), que, eliminando amonio de la
fenilalanina y tirosina, forma los primeros compuestos fendlicos. Esta
exclusivamente localizada en las células del hollejo y de algunos tejidos de
pepitas, lo que explica la acumulacion de los polifenoles en estas partes del
grano de uva. En el periodo herbaceo, la concentracién de la enzima PAL es
maxima en las pepitas, decreciendo durante la maduracion. Otra enzima, la
chalcona-sintetasa, especifica de otra via de sintesis de flavonoides, alcanza
su maxima concentracion en el envero, para luego disminuir con rapidez.

La luz es indispensable para la actividad de la fenilalanina y ésta se
incrementa al aumentar la temperatura (hasta un cierto limite) obteniéndose asi
uvas con una mayor concentracion de compuestos fendlicos (Roubelakis-

angelakis y Kliewer, 1986; Hiratsuka et al., 2001).

IV.1.2.3 EVOLUCION DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS

Los antocianos aparecen en el envero y se acumulan durante la
maduracién (Ribereau-Gayon y Glories, 1996; Glories, 1999), alcanzando
generalmente su valor mas alto cuando la relacion azucares/acidez en el mosto
es maxima para después disminuir; esta caida suele coincidir con la
sobremaduracién de la uva. La presencia de taninos en los hollejos también
aumenta durante este periodo, aunque su acumulacion es mas lenta y su
maximo se alcanza algunos dias después de los antocianos, por lo que la
evolucion de estos compuestos y el maximo alcanzado no siempre coincide.

Los taninos contenidos en la pepitas sufren un progresivo descenso desde el
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envero hasta la maduracion a la vez que se incrementa su grado de

polimerizacion (Figura 1V.5).

Los taninos de las pepitas son proantocianidinas de bajo grado de
polimerizacion, aunque éste se incrementa algo desde el envero hasta la
maduracion, presentando por lo tanto sensaciones sensoriales de notable
acidez y astringencia. Sin embargo, los taninos de los hollejos presentan
estructuras complejas, con altos grados de polimerizacion que varian poco
durante la maduracion, uniéndose a las proteinas y polisacaridos del hollejo,
comunicando sensaciones muy apreciadas de tipo mas suaves, carnosas y
grasas (Ribéreau-Gayon y Glories, 1980).

Figura IV.5 Evolucion de los compuestos fendlicos durante la maduracion (Glories, 1999;
Ribéreau-Gayon y Glories, 1980).
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IV.1.3 FACTORES QUE INFLUYEN EN LA COMPOSICION
FENOLICA DE LA UVA

En la maduracion del racimo influyen un considerable numero de
factores que, al expresarse, determinaran las caracteristicas de las vendimias
producidas y, como consecuencia, la del vino elaborado. De una manera
general, la cantidad de vendimia se contrapone con su calidad, pues los
grandes rendimientos suelen diluir sus caracteres de bondad vy tipicidad; pero
esto no siempre se cumple, pues hoy en dia existe tecnologia viticola
suficiente, capaz de obtener considerables producciones armonizadas con
altos niveles de calidad y como es logico, todo ello dentro de unos limites

razonables.

IV.1.3.1 FACTORES EDAFOCLIMATICOS

La Figura IV.6 muestra un modelo conceptual de como el suelo, el clima
y las practicas culturales pueden afectar a la calidad de la uva y por tanto a la

calidad del vino.

IV.1.3.1.1 Clima

Es el resultado de las condiciones atmosféricas generales anuales

donde se asienta el vinedo.

Los origenes de la Vitis vinifera en la cuenca mediterranea hacen que
sea una planta muy rustica de clima calido, estando especialmente adaptada al
calor y resistente a las condiciones de sequia, aunque también es capaz de
vegetar en zonas mas frias. En general, la vid en los climas calidos produce
vendimias ricas en azucares y polifenoles y pobres en acidez (Bergqvist et al.,

2001), sucediendo lo contrario en climas frios (Mateus et al., 2001).
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Figura IV.6 Modelo conceptual que muestra como el suelo, el clima y las practicas culturales
pueden afectar a la calidad del vino (Smart et al., 1985).
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La eleccién de la variedad en funcién de las caracteristicas climaticas de
la zona de cultivo es una cuestion de gran importancia de cara a obtener

vendimias bien maduras y equilibradas. Lo deseable es ajustar a cada clima,
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las variedades con posibilidades de madurar casi exactamente en el periodo

climatolégicamente favorable.

IV.1.3.1.2 Temperatura

La sintesis de los compuestos formados y acumulados en los racimos
dependen en gran parte de este factor. Las temperaturas bajas ocasionan una
reduccion en los niveles polifendlicos en las uvas, al igual que ocurre con
temperaturas muy altas (Crippen y Morrison, 1986; Mateus et al., 2001; Spay et
al., 2002), pues la sintesis de estos compuestos se inhibe por encima de los
35°C (Kliewer y Torres, 1972); pero si existe durante la maduracién una
alternancia de temperaturas altas y bajas entre las horas del dia y de la noche,

la acumulacién de antocianos y taninos se ve favorecida (Cresy, 2001).

El rango 6ptimo de temperatura para la sintesis de antocianos esta en
torno a 17-26°C, siendo en los climas calidos donde se producen uvas mas
pigmentadas ya que el 6ptimo de temperatura coincide con la maduracién (Pirie
y Mullins, 1977).

IV.1.3.1.3 lluminacion

Es necesaria para activar al enzima PAL (Roubelakis-angelakis y
Kliewer, 1986; Hiratsuka et al., 2001), enzima que regula la sintesis de los
compuestos fendlicos y asi favorecer su acumulaciéon en la uva (Crippen vy
Morrison, 1986; Mateus et al., 2001; Spay et al., 2002).

IV.1.3.1.4 Suelo

De una manera general, se puede afirmar que terrenos pobres, sueltos,
calizos y pedregosos dan lugar a vendimias de alta calidad (Ribéreau-Gayon y
Glories, 1980); por el contrario, las altas producciones se encuentran en

terrenos fértiles, ricos en materia organica y con alto contenido de nitrégeno.
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IV.1.3.2 FACTORES VARIETALES

IV.1.3.2.1 Variedad de uva, clon y portainjerto

Evidentemente, la variedad determina en gran medida la composicién en
compuestos fendlicos de la uva (Cravero y Di Stefano, 1990; Rosillo et al.,
1998; Revilla Garcia et al., 1998; Pérez-Magarifio y Gonzalez-Sanjosé, 2002) y
por tanto del vino (Garcia-Beneytez et al., 2002; Pérez-Magarifio y Gonzalez-
Sanjosé, 2002). En primer lugar, por el tamafo del grano, que condiciona la
proporcion de las pieles y semillas respecto al volumen del mosto. Las
variedades de grano pequefio presentan una mayor relacion superficie/volumen
y por tanto una mayor superficie de intercambio. Ademas, cada variedad
vinifera presenta una capacidad potencial diferente para sintetizar compuestos

fendlicos (Roson y Moutounet, 1992).

Unicamente se podra garantizar una concentracién suficiente en
compuestos fendlicos eligiendo aquellas variedades que posean la capacidad
de acumular, en nuestras condiciones edafoclimaticas particulares, la necesaria

concentracion en antocianos y taninos.

Ademas de la variedad, también presenta gran importancia el tipo de
clon y portainjerto, ya que van a influir en el vigor y la productividad y por tanto
en la concentracion de compuestos fendlicos en la uva y en la calidad del vino
(Gomez-Plaza et al., 2000; Fernandez et al., 2003).

IV.1.3.2.2 Edad del viiiedo

En general, a medida que la viiia alcanza edades mas avanzadas, la
calidad de las uvas aumenta debido a que se produce un equilibrio a lo largo de
los anos, entre los medios de produccion de la vid y su cosecha, haciendo que
la maduracién se optimice (Yuste et al., 2000). Los factores que van a influir

son:
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- El potente sistema radicular, ya que explora un mayor volumen de terreno,
asegurandose su nutricion mineral, asi como también una mayor disponibilidad
de agua. Son menos sensibles a las variaciones climaticas de cada afo y
aseguran una elevada y constante maduracion a lo largo del tiempo. Ademas,
el extenso sistema radicular del vifiedo viejo permite, en la etapa de
maduracién, que la raices profundas dispongan de agua, mientras que las
superficiales permanecen en sequia induciendo la formacion de compuestos

fendlicos.

- El mayor volumen de madera vieja, que acumula una mayor cantidad de
reservas, que movilizadas hacia los racimos, contribuyen a mantener la calidad

en las sucesivas vendimias.

- Cicatrices producidas por las heridas de la poda, que dificultan la
circulacion de la savia por los vasos conductores, haciendo que se produzca un
menor numero de racimos y siendo estos de menor tamafio. Ademas, estas
dificultades circulatorias, mayores en las cepas viejas, tienden a producir una

mayor acumulacion de azucares y compuestos fendlicos en la uva

IV.1.3.3 FACTORES CULTURALES

Antes de iniciar el estudio de los efectos de los factores culturales sobre
cualquier parametro de calidad, también es necesario volver a destacar la gran
influencia que el tamano de la baya tiene en la calidad de mostos y vinos. La
piel o el hollejo de la baya constituye una fuente fundamental de metabolitos
secundarios, indispensables en la elaboracion de vinos tintos. Bayas grandes
dan una relacion disolvente (pulpa)/soluto (metabolitos secundarios contenidos
en el hollejo) mayor que la correspondiente a bayas de menor tamafo, como
consecuencia de una menor proporcion superficie/volumen de baya. Es un
principio totalmente asumido por los especialistas aquél segun el cual a partir
de bayas mas pequenas se obtienen los mejores vinos, encontrando una fuerte

correlacion negativa entre la calidad del vino y el tamafo de la baya (Dry y
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Loveys, 1998). Sin embargo, los tratamientos que tienden a minimizar el
tamafo de la baya muchas veces tienen efectos negativos en la acumulacién
de metabolitos y el incremento en su concentracién es un puro espejismo, ya
que se debe a una reduccién en el volumen de disolvente y no a un incremento

en la produccion por baya (lland et al., 1996).

IV.1.3.3.1 Conduccién del vinedo y densidad de plantacion

Condicionan la fisiologia de la planta, en el ambito de la explotacion del
suelo por las raices y de la utilizacion de la energia solar por las hojas. Estos
factores actuan especialmente sobre el vigor de la vid y su influencia sobre la
acumulacion de compuestos fendlicos en la uva es solamente indirecta,
actuando particularmente sobre el microclima que rodea los racimos

(temperatura e iluminacion) (Yuste et al., 2000).

IV.1.3.3.2 Poda y otras operaciones en verde

La poda equilibra la produccién del vifiedo con el potencial del medio
viticola (suelo, clima y microclima), asi como con las fluctuaciones anuales de
los factores variables (iluminacion, temperatura y humedad). La influencia del
sistema de poda sobre la composicion fendlica se basa en la disposicion de los
racimos en la cepa, y su consecuente exposicion solar, y en la produccién de la
misma, que queda determinada por el numero de yemas (Rosillo et al., 2003;

Gonzalez-Neves et al., 2004).

Otras operaciones en verde que se pueden realizar en el viRedo son el
aclareo de frutos, despunte o supresion de las extremidades de los pampanos
en crecimiento y el desfoliado o eliminacién de las hojas mas viejas vy
fotosintéticamente menos activas. Con estas operaciones se consigue
modificar la relacion superficie foliar/uva para favorecer la maduracién de las
bayas e incrementar la acumulacion de los compuestos fendlicos en la uva
(Valerio y Gutiérrez, 2002; Guidoni et al., 2002; Gonzalez-Neves et al., 2004).
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IV.1.3.3.3 Fertilizacion

Los grandes vinos proceden generalmente de suelos pobres en
compuestos fertilizantes, pero no obstante en algunas ocasiones se hace
necesario las correcciones mediante los oportunos tratamientos del suelo para
restituir los elementos fertilizantes extraidos por las cosechas en funcién de las
necesidades de las cepas en las diferentes etapas del ciclo vegetativo y de sus

capacidades de absorcion (Cresy, 2001).

IV.1.3.3.4 Riego

El principal propdsito del riego es reducir el estrés hidrico en las plantas
e incrementar la produccién. Pero el riego en las uvas de vinificacion influye
indirectamente en la calidad del vino a través de su influencia en el crecimiento
vegetativo y por tanto en el microclima de los racimos, en el metabolismo del
fruto y en la produccion (Sipiora y Gutierrez Granda, 1998).

Existe una gran controversia respecto a los efectos positivos y negativos
del riego sobre la calidad de los mostos. Un exceso de riego llevara a un
crecimiento vegetativo excesivo (Mccarthy, 1984; Bravdo et al., 1985; Hong y
Wrolstad, 1990); el tamafio de las bayas se incrementara, con dilucion de
importantes compuestos (color y aroma) (Gonzalez-Neves et al., 2002), el
contenido en azucares disminuird por competicion entre el crecimiento
vegetativo y el desarrollo del fruto. Ademas, el riego puede tener un efecto
indirecto sobre los antocianos. Teniendo en cuenta que la iluminacion es un
factor fundamental en el desarrollo de la baya y los antocianos (D'Agostino,
1986; Rojas-Lara y Morrison, 1989; Glories, 1994; Gao y Cahoon, 1994; Fuleki
y Ricardo da Silva, 1997) un riego excesivo puede contribuir a incrementar la
cubierta vegetal y el sombreado de los racimos (Mccarthy et al., 1983; Smart et
al., 1990; Gonzalez-San José et al., 1990a).

Por otro lado, un estrés hidrico severo, tiende a decrecer el vigor pero
también se pueden ver comprometidos la acumulacién de azucares y acidos

puesto que la actividad fotosintética se ve reducida (Flexas et al.,, 1999).
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Indirectamente, los antocianos también se pueden ver afectados. El enzima
PAL esta relacionada con el metabolismo de los carbohidratos y por tanto
también se ve afectada por el estrés hidrico severo (Roubelakis-angelakis y
Kliewer, 1986). Mas aun, un desarrollo inadecuado de las hojas llevara a
temperaturas demasiado altas en la zona de los racimos, especialmente en
zonas muy calidas y altas temperaturas se han correlacionado con un
descenso en los niveles de antocianos (Mateus et al., 2001).

En un estudio realizado con Monastrell en nuestras condiciones
edafoclimaticas se ha demostrado que el riego moderado favorece la

acumulacion de antocianos en las bayas (De la Hera Orts et al., 2004)

IV.1.4 CRITERIOS PARA DETERMINAR LA MADUREZ OPTIMA
DE LAS UVAS

Para determinar el momento 6ptimo de vendimia de la uva se han

propuesto varios indices de maduracion (Ribéreau Gayon et al., 1998a):

- indices o caracteres generales de maduracioén, que se basan en el analisis
organoléptico de los granos de uva, es decir, en la impresion visual que nos
producen, asi como en la tactil, gustativa e incluso olfativa. Asi, el momento de
vendimia se caracteriza por una perdida de la rigidez que el racimo tenia antes
de madurar, grano coloreado con una consistencia elastica, raspon lignificado,
desprendimiento facil del grano de uva del escobajo, sabor azucarado y suave
del grano, separacion facil de las semillas de la pulpa, separacion de la pulpa
del hollejo apretando las bayas entre los dedos y la aparicion de aromas

propios de la variedad.

- indices de maduracion fisicos, que determinan cuantitativamente una
caracteristica propia de la maduracién de la uva. Aunque ellos solos no revelan

de un modo claro y determinante este estado, pueden ser muy utiles cuando se
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les asocia a otros indices. Entre estos indices se encuentran el color del grano,
peso de racimo o granos de uva, resistencia del pedicelio al desprendimiento
del grano de uva, firmeza de la pulpa y hollejo, rendimiento en mosto y la

densidad del mosto.

- indices de maduracién quimicos, que se basan fundamentalmente en la
determinacién analitica del contenido de azucares y acidos de la uva durante la

maduracion.

- indices fisiolégicos, que se basan en la determinacién analitica de los
productos formados o desprendidos durante el proceso de maduracion de la
uva, no siendo muy exactos en su apreciacion, pero, sin embargo, utiles
cuando acompafian al calculo de otros indices. Estos indices son la

desaparicion de la clorofila, respiraciéon del racimo y analisis de etileno.

A pesar de las distintas variantes de control propuestas para determinar
el momento Optimo de vendimia, hasta la fecha sdlo se utilizaban los indices
basados en la determinacion quimica de los componentes de la pulpa, es decir
el contenido de azucares y acidos de la uva (madurez tecnoldgica) (Junquera y
Diez, 1986; Chirivella et al., 1992; Watson, 2003). La madurez de la pulpa
puede ser perfectamente valida para la determinacion de la fecha de vendimia
para la elaboracién de vinos blancos, pero no sirve de referencia correcta en el
caso de los vinos tintos (Junquera y Diez, 1986), ya que los compuestos
responsables que van a dotar de calidad a estos vinos son principalmente el
contenido de antocianos y taninos y la maxima concentracion de estos
compuestos en la uva no siempre coincide con la madurez tecnolégica (Glories,
1999). Asi, la figura IV.7 muestra algunas de las situaciones que nos podemos

encontrar:

La curva 1 muestra un caso de maduracion precoz de los compuestos
féndlicos, ya que ésta tiene lugar antes de que se haya llegado a la madurez
ideal de la pulpa. Se trata de un caso de incorrecta adaptacion de la variedad a
las condiciones edafoclimaticas. Sera necesario vendimiar antes de alcanzar la

madurez de la pulpa y corregir en bodega el grado alcohdlico probable. Este es
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el caso de los vinos de ciertas regiones, donde se obtienen vinos realmente
provistos de color y de tanicidad, pero en cambio la chaptalizacién es casi

imprescindible.

Figura IV.7 Acumulacion de los antocianos en el transcurso de la maduracion de la uva en
funciéon de la cosecha y del terruiio (Glories, 1999).

Antocianos

A

Envero Madurez Tecnolégica

La curva 2 muestra un caso de una buena adecuacién de la variedad al
terruno. En este caso ideal, la maduracion de los compuestos fendlicos y la de
la pulpa tienen lugar simultaneamente. Es conveniente tratar de seleccionar
aquellas variedades que se aproximen mas a esta curva en cada condicién

edafoclimatica concreta.

La curva 3 muestra un caso de maduracion de los compuestos fendlicos
tardia. Se necesita una cierta sobremaduracién de la pulpa para alcanzar una

correcta maduracion de las semillas y de las pieles.
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La curva 4 muestra un caso de maduracién de compuestos fendlicos
excesivamente tardia. Se trata de un caso de maduracion insuficiente y por
tanto de unas condiciones edafoclimaticas no aptas para la elaboracion de

vinos de calidad.

IV.1.5 LA MADUREZ FENOLICA

Tedricamente, la uva rica en antocianos debe de conducir durante el
proceso de vinificacién a un vino altamente coloreado, pero esto no siempre es
asi, ya que la extraccion de estos compuestos y de otros componentes de las
partes soélidas de la uva durante la maceracién no solo depende de la cantidad
en la que se encuentren, sino también, del grado de maduracion de la uva y de
las distintas técnicas empleadas en vinificacion. A su vez, la extraccion de los
diversos componentes fendlicos es diferente, de acuerdo con su solubilidad y la

localizacion.

En correspondencia con su localizacién, la extractabilidad de los
antocianos esta fuertemente condicionada por la degradaciéon de las
membranas y de las paredes celulares de las células del hollejo, mientras que
la de los taninos, especialmente los de las semillas, depende menos de este
factor (Saint-Cricq et al., 1998).

Los taninos de las semillas no son extraibles si no disuelve el
recubrimiento lipidico de las mismas, y son mas o menos solubles segun su
grado de polimerizacidn, que va aumentando durante la maduracion, lo que los

hace menos extraibles.

También la correspondencia entre la fermentacion alcohdlica y la
maceracion condiciona la extraccién de los taninos, ya que estas moléculas
son poco solubles en agua y mas solubles en alcohol. A su vez, el alcohol

tendria el efecto de disgregar las membranas vacuolares y celulares, facilitando
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la liberacién de los taninos ligados (Glories y Saucier, 2000; Amrani Joutei y
Glories, 1995).

Las paredes celulares forman una barrera frente a la difusién de los
constituyentes deseados de la piel, que son los antocianos, taninos y otros
polifenoles (Lecas y Brillouet, 1994; Kennedy et al., 2001). Los constituyentes
de la pared celular de las uvas son principalmente celulosa, hemicelulosa,
xiloglucanos y arabinoxilanos, pectinas y glicoproteinas estructurales. Se han
dedicado pocos estudios a las paredes celulares de la piel de la uva, a pesar
de que su conocimiento puede constituir un elemento fundamental para el
control de las extracciones y maceraciones en vinificacion. Aunque las pieles
no representan mas del 10-15% del peso fresco de las bayas, ahi las paredes
de las células son mas gruesas y constituyen un obstaculo frente a la liberacién
al medio liquido de los compuestos mencionados anteriormente. La
concentracion de pectinas es mas deébil que en la pulpa, ya que aqui
predominan las hemicelulosas y las celulosas. La tasa de esterificacion de los
acidos galacturénicos es ligeramente mas débil que en la pulpa y cercana al
60%.

Entre los numerosos fendmenos fisiolégicos que caracterizan la
maduracién, los poliosidos estructurales estan implicados desde el envero
(Yakushiji et al., 2001). En el momento del envero, la protopectina (pectinas
insolubles) se solubiliza con un enriquecimiento del mosto en sustancias
pécticas solubles donde el acido galacturonico es el constituyente mayoritario,
disminuyendo el contenido en pectinas hacia el final de la maduracion. El
reblandecimiento de la baya se acompafia de la aparicion de actividades endo-
poligalacturonasas (endo-PG) y pectinmetilesterasas (PE) a partir del envero
(Lee et al.,, 1979). La actividad endo-PG permanece constante y a niveles
débiles y la PME aumenta con la madurez, siendo estos enzimas
posteriormente liberados en los mostos (Doco et al., 1995). Los enzimas
pectoliticos degradan las protopectinas en sustancias solubles en agua. Esta
fraccion soluble posee numerosos ésteres metilicos que seran hidrolizados por

PME. Después entran en juego las PG, degradando las moléculas en
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pequenas cadenas de acidos galacturonicos. Esta operacion que entrafa la
degradacion de la pared celular contribuye a facilitar la extraccion de la materia

colorante en la vinificacion (Amrani Joutei y Glories, 1994).

Vistos todos estos fundamentos, se desarrollé el concepto de madurez

polifendlica.
El control de la madurez polifendlica se basa en los siguientes hechos:

a) En las pieles, se observa durante la maduracion, la acumulacion de
antocianos y taninos. Sus concentraciones pasan por un maximo cerca de la

madurez tecnoldgica si las condiciones edafoclimaticas son las adecuadas.

b) Las membranas de las células de las pieles se degradan, cerca de la

madurez, permitiendo la extraccién de antocianos y taninos.

c) En las semillas, |la cantidad de taninos extraibles disminuye durante el

proceso de maduracion.

Una uva madura se caracteriza por una piel rica en antocianos y taninos
y semillas pobres en taninos. Un déficit de madurez dara lugar a una pequefa
acumulacion de pigmentos y dificultad en su extraccion, poca acumulacion de
taninos poco astringentes en las pieles y una fuerte concentracion de taninos

astringentes en las semillas.

Se han intentado desarrollar numerosas métodos para la medida de la
madurez polifendlica (Amrani Joutei y Glories, 1994; Lamadon, 1995; Izcara y
Gonzalez-San José, 2001). EI método mas utilizado es el desarrollado por
Glories y Agustin (1993), descrito de nuevo por Saint-Cricq et al. (1998) (Figura
IV.8).

ApH1 representa el potencial total de antocianos: el medio acido permite
romper las membranas y liberar el contenido vacuolar por lo que todos los
antocianos son extraidos, ApH3,2 representa a los antocianos extraibles: la
extraccidon se realiza de forma similar a la vinificacién; si la membrana no es
porosa, los antocianos difundiran poco, si ya esta degradada por los enzimas,

los pigmentos saldran de la vacuola. EA% es la extractabilidad celular o indice
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de madurez celular (IMC): aptitud de las uvas para liberar antocianos (cuanto
mas bajo sea este indice, mayor facilidad de extraccion) y Mp la madurez
polifendlica de las semillas, porcentaje de la contribucion de las semillas a la

densidad 6ptica a 280 nm de la solucién a pH 3,2.

Figura IV.8 Esquema del metodo de extractabilidad propuestos por Saint-Cricq et al. (1998).

200 granos de uva
homogeneizar

50 g del homogeneizado
+ +
Idéntico volumen de solucién pH Idéntico volumen de solucion pH 3,2

N 's

Agitar y esperar 4 horas
/ Filtrar con lana de vidrio \

Determinar la concentracion Determinar la concentracion
antocianos (ApH1) antocianos (ApH3,2)
compuestos fendlicos (CF280)

50 g del homogeneizado

Extractabilidad de los antocianos Contribucién de taninos de semillas

EAC)= (4pH1- ApH3,2 )X 100 Mp(%)= (CF280 pH3.2 ~ ApH3.2x40/1000) _,
ApH1 CF280 pH3,2

00

Este método considera, por tanto, que la extraccion de antocianos se
debe en parte a la cantidad de estas moléculas, biosintetizadas en las células
peliculares (ligado esencialmente a la variedad) pero influenciado por las
caracteristicas climaticas, del terreno y condiciones de cultivo como se ha
demostrado (Esteban et al., 2001; De la Hera et al., 2002; Arozarena et al.,

2002) y al estado de degradacion de las paredes de las células en madurez
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(que parece ser caracteristico de la cepa, aunque no se han realizado estudios

al respecto).

Es un concepto que no pretende sustituir a la madurez tecnoldgica
(medida de azucares y acidos de las bayas), que es la que mas se aplica sobre
el terreno pues es de rapida realizaciéon y su valor contribuye a fijar la fecha de
vendimia. Como constata Zamora (2002), la aplicacién del concepto de
madurez polifendlica como unico instrumento para la decision de la fecha de
vendimia es dificil. La vendimia esta condicionada por numerosos aspectos
como son la climatologia, estado sanitario de las uvas, la capacidad de la
bodega, que por desgracia son muchas veces de mayor peso que la propia
madurez de la uva. Pero la medida de madurez polifendlica en el momento de
vendimia puede ser muy util para clasificar la uva y aplicar aquellas estrategias

de vinificacién que permitan el grado de extraccion mas adecuado.

Se han dado algunos ejemplos de vinificacién adaptada a la maduracion
de la uva (Glories, 1999):

- Uvas perfectamente maduras desde el punto de vista fenélico (EA%
débil, Mp débil), la vinificacion consistira en guiar con suavidad la extraccion de
los diferentes constituyentes: remontados moderados con un maximo hacia el
medio de la fermentacién alcohdlica, temperatura inferiores a 30°C. Se pueden

emplear maceraciones largas.

- Uvas con antocianos dificiles de extraer (EA% elevado): remontados
frecuentes en la primera parte de fermentacion alcohdlica, intensidad de estos
remontados segun la riqueza de la uva en antocianos (ApH1), sulfitados mas
fuertes y uso de enzimas para ayudar a la disgregacion de las paredes

celulares.

- Uvas que poseen muchos taninos en las pepitas (Mp elevado):
remontados reducidos al final de la fermentacion alcohdlica para evitar el
defecto de la astringencia (los taninos de pepitas son muy astringentes y la

solubilizacion de estas moléculas es maximo en fase alcohdlica). Una
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temperatura al final de la fermentacién alcohdlica y maceracién post-

fermentacion cercana a 30°C.

- Uvas con pocos taninos en las semillas (Mp débil): remontes para aportar

suficiente estructura y cuerpo al vino.

Un buen conocimiento de las caracteristicas fendlicas de la uva y el
estado de las paredes celulares puede conducir a un buen control de la
vinificacion: remontados, intensidad, temperatura y duracion de la maceracién
son factores adaptables cada afo segun las uvas. Por tanto, los calculos de
EA% y Mp podrian ser utiles como herramienta de control en la entrada en
bodega y la uva seria clasificada y tasada en su valor real, pudiéndose aplicar
estrategias de vinificacién adecuadas. Si la uva esta polifendlicamente madura,
la extraccién de antocianos sera rapida y facil, para vinos jévenes bastara con
maceraciones cortas y largas para los crianza. Por el contrario, si la uva esta
insuficientemente madura, habra que aplicar medidas para acelerar la
disolucion de las moléculas responsables del color, evitando extraer en exceso
los taninos mas agresivos de las semillas. Se puede alargar la maceracion
prefermentativa (asi no hay extraccion de tanino porque no hay alcohol),
adicionar enzimas pectoliticos, incrementar el tratamiento mecanico del hollejo,
proteger los antocianos de la oxidacion (uso de SO», tanino enolégico), eliminar
parte de las semillas o evitar altas temperaturas para evitar la solubilizacién de
tanino (Glories, 1999).
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IV.2 RESULTADOS

IV.2.1 EVOLUCION DE LAS CARACTERISTICAS DE LA UVA
DURANTE LA MADURACION

La composicion de la fruta depende de la variedad, de la ubicacién de la
parcela, del microclima, del desarrollo de la baya y del brote que la mantiene
(Coombe vy lland, 1986). Entre los factores que afectan a la acumulacion de
azucar, la temperatura entorno al racimo juega un papel decisivo, habiéndose
citado como temperaturas Optimas entre 21-22°C si no hay déficit hidrico, ya
que en caso contrario, las altas temperaturas tienen un efecto negativo en la

acumulacion (Calo et al., 1997).

Gréfica IV.1 Evolucion de la temperatura media (Tm) durante la maduracién de la uva en los
afios 2001 y 2002.
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La temperatura de la baya tiene una importancia decisiva en la
composicién del fruto ya que afecta a las reacciones metabdlicas que se
producen en su interior (Smart, 1982). Las temperaturas medias de los dos

afos se muestran en la grafica IV.1.

IV.2.1.1 SOLIDOS SOLUBLES

En la grafica IV.2 podemos observar la evolucién del contenido en
soélidos solubles, expresados en °Be, en la uva durante la maduracién de los
afnos 2001 y 2002.

El contenido de azucares ha sido el criterio tradicionalmente utilizado
para determinar el grado de maduracién de la uva. Como se puede observar en
las graficas, se produce un incremento en el contenido de sélidos solubles a lo
largo de la maduracion, como consecuencia de la acumulacion de azucares en
la uva, tanto para el 2001 como el 2002. La primera muestra de uva
vendimiada en ambos afos presenta un valor de °Be practicamente similar
(11,1 para el 2001 y 11,3 para el 2002), mientras que la uva de la ultima fecha
de vendimia para el afo 2001 tiene un valor 13,2 °Be y para el 2002 de 14,9
°Be. Este hecho fue debido a que en el afno 2001, la uva tuvo que ser
vendimiada antes de completar el estudio, debido al granizo caido en la zona

donde esta localizada la parcela de investigacion.

Se puede apreciar que la acumulacién de los azucares en la uva es mas
lenta en el ano 2002 que en el 2001, observandose un retraso aproximado de
unos 8 dias. Hay que destacar que, en el afio 2002, del 16 al 18 de septiembre
se produce una disminucién en una unidad en los valores de los °Be, debida a

la diluciéon que sufre la uva como consecuencia de la lluvia caida en esos dias.

El adelanto en la acumulacién de azucares que se observa para la uva
del 2001, también lo observaron otros autores en diversos ensayos (Neja et al.,
1977; Bravdo et al., 1985; Van Leeuwen y Seguin, 1994) y puede ser debido,

tal y como hemos comentado y también segun Bravdo y Hepner (1986), a

82



Uva y calidad del vino

efectos indirectos entre los que podemos destacar: mayor exposicion de los
racimos a temperaturas medias mas altas (Grafica IV.1) y la menor diluciéon
existente en las bayas debido a la ausencia de precipitaciones durante el

periodo de estudio.

Grafica IV.2 Evolucién del °Be de la uva durante la maduracién de los afios 2001 y 2002. Cada
punto corresponde a la media de tres muestras y las barras de error indican el error estandar
de la media.
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IV.2.1.2 PESO DE BAYA

En la grafica IV.3 se presenta la evolucion del peso de 100 bayas

durante la maduracion de los afios 2001 y 2002.

En el 2001, el tamafio de la baya se incrementa durante todo el periodo
estudiado, mientras que en el 2002 se mantiene practicamente estable en las
tres primeras fechas de vendimia, aumentando después tras las precipitaciones

y estabilizandose de nuevo, aunque con una ligera disminucion en las dos
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ultimas fechas de vendimia, probablemente debido a la pérdida de agua por

evaporacion en las bayas.

También se puede observar que el tamano del grano de uva en la
primera fecha de vendimia para el afio 2001 es la mitad que para el 2002 y
cuando la uva alcanza durante la maduracion la misma concentracion de
sélidos solubles (entorno a 13 °Be) el tamafio de la baya en el 2001 es
aproximadamente 1,5 veces mas pequeno que en el 2002. Esto es debido a
que el ano 2002 fue un ano con mas precipitaciones durante el desarrollo del
fruto que el 2001, provocando por tanto un aumento importante del tamano de

la baya.

Grafica IV.3 Evolucion del peso de 100 bayas (g) durante la maduracion de los afios 2001 y
2002. Cada punto corresponde a la media de tres muestras y las barras de error indican el
error estandar de la media.

200 200

’_././\*_—. - 175

r 150

-
~
]

N
(o))
o

r 125

r 100

=
o
Peso 100 bayas (g)

Peso 100 bayas (g)
R
()]

r75

~
[6)]
.

50

(o))
o

_0’\‘ _0'\‘ _0'\‘ ,0‘\‘ B\ o2 o2 _01 _02 _02
'ﬂ’P\gos ,ﬂ,P\QOS 3‘\*P‘Q‘OS %_sep\ 22}\9 05 569\'\6‘669\\%‘660\ Oc,'\'z _ocv

Fecha de vendimia Fecha de vendimia

Es importante destacar que, en el aino 2001, el peso maximo obtenido
esta por debajo de 1,6 g por baya, por lo que nos encontramos con un tamafio
que muchos autores consideran como medio para obtener una calidad éptima.
Reyero et al. (1999) mantienen que el tamario ideal de la baya no debe superar

1,5 g, valor que si lo es por las uvas vendimiadas en el 2002. Estos mismos
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autores y coincidiendo con Esteban et al. (1999), indican que el mayor tamafo
de baya esta directamente relacionado con dilucion de los diferentes
compuestos de la uva y a raiz de un ensayo realizado con diversas variedades,
concluyen que la variedad Monastrell tiene una rapida respuesta ante una

mayor disponibilidad hidrica.

El tamafo afectara a la extracciéon de antocianos y taninos durante la

vinificacion a través de su impacto sobre las proporciones de hollejo/mosto.

IV.2.1.3 ACIDEZ TOTAL Y pH

La tabla IV.1 muestra los cambios de acidez total (g/L) y pH en la uva
durante la maduracion, utilizados también como indicadores de la calidad de la
uva de gran importancia ya que de ellos va a depender la estabilidad del mosto
y del vino (Watson, 2003).

La acidez depende de la variedad, de las condiciones edafoclimaticas y
del terreno, estando su valor en funcion del estado de maduracion de la uva
(Andrades, 1990). La disminucion de la acidez durante la maduracion se debe
a la movilizacién de bases que neutralizan los acidos del fruto, a procesos de
combustion interna y sobre todo a fendmenos de dilucion (Catalina et al., 1982;
lland, 1987; Watson, 2003). Segun Calo et al. (1997), la degradacién sufrida

por algunas formas acidas es producida fundamentalmente por la temperatura.

Tanto en el 2001 como en el 2002, se produce un descenso en los
valores de acidez durante la maduracion, incrementandose por tanto los
valores de pH en la uva. Como se observa, pequefios cambios en los valores
de pH se reflejan en grandes cambios en los valores de acidez. Esteban et al.
(2002) encontraron que el pH se incrementa linealmente con la maduraciéon de
la baya mientras que la acidez disminuye exponencialmente. Los valores de pH
encontrados en el mosto en la maduracién no fueron demasiado altos, estando
entorno a 3,8 en la ultima vendimia. Aun asi, se sabe que un valor de pH por

encima de 3,6 incrementa la actividad de los microorganismos, disminuye la
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intensidad de color de los vinos, combina mas sulfuroso, reduce el sulfuroso
libre y afecta por tanto a la estabilidad del vino en el tiempo (Jackson y
Lombard, 1993). Por ello, la uva con una acidez baja y un valor de pH entorno
a 3,8 nos forzé a corregir los valores de pH del mosto en el momento de la

elaboracion, adicionando acido tartarico.

Tabla IV.1 Cambios en la acidez total (g/L) y pH en la uva durante la maduracién de los afos
2001 y 2002. Letras diferentes en la misma columna y para cada afio estudiado muestran
diferencias significativas segun el test LSD (p> 95%), n=3.

Aio Fecha vendimia Acidez total (g/L) pH
22 Agosto 8,0d 3,20 a
2001 27 Agosto 6,8 c 3,28 a
31 Agosto 59b 3,46 b
8 Septiembre 44 a 3,80c
16 Agosto 7.8c¢c 3,32a
11 Septiembre 57b 3,51b
2002 16 Septiembre 57b 3,50 b
18 Septiembre 55b 3,47b
16 Octubre 4,3a 3,78 ¢c
24 Octubre 4,2a 3,85¢

IV.2.1.4 ACIDO TARTARICO Y ACIDO MALICO

La tabla IV.2. muestra los cambios en la concentracion de acido tartarico
(g/L) y acido malico (g/L) en la uva durante la maduracién de los afios 2001 y
2002.
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En el ano 2001, el acido tartarico permanece practicamente constante
durante la maduracion, sufriendo la caida mas importante del 31 de agosto al 8
de septiembre; en cambio el acido malico disminuye fundamentalmente del
primer al segundo muestreo, manteniéndose practicamente constante en las
uvas de las ultimas vendimias. Esta disminucidén del acido malico puede ser
debida al efecto de la dilucion por aumento del tamafo del grano y por su
combustidn en la respiracion, siendo el responsable principal de la caida que
sufre la acidez durante la maduracion. En la uva de la ultima fecha de vendimia
esta caida de la acidez puede ser atribuida a la disminucion que sufre el acido
tartarico por el efecto de la dilucién, ya que el contenido del acido malico se
mantiene constante (Catalina et al., 1982; lland, 1987; Watson, 2003).

Tabla IV.2 Cambios en la concentracién de acido tartarico (g/L) y &cido malico (g/L) en la uva
durante la maduracion de los afios 2001 y 2002. Letras diferentes en la misma columna y para
cada ano estudiado muestran diferencias significativas segun el test LSD (p> 95%), n=3.

Afio Fechavendimia  Acido tartarico  Acido malico
(g/L) (9/L)
22 Agosto 7,3b 28c
2001 27 Agosto 8,3c 1,3b
31 Agosto 70b 1,2 ab
8 Septiembre 6,3 a 1,1a
16 Agosto 6,7 c 40c
11 Septiembre 6,5d 26b
2002 16 Septiembre 6,8¢c 2,1a
18 Septiembre 6,0c 21a
16 Octubre 59b 21a
24 Octubre 54a 23ab
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En el ano 2002, el contenido del acido malico en la uva disminuye desde
el 16 de agosto hasta el 16 de septiembre. Esta caida es la causante de la
disminucién de la acidez en las tres primeras fechas de vendimia y es atribuida
a su combustién por respiracién y no al efecto de la dilucion ya que el tamafio
del grano permanece constante (Catalina et al.,, 1982; lland, 1987; Watson,
2003). El acido tartarico permanece constante a lo largo de la maduracion,
disminuyendo ligeramente en las dos Uultimas fechas de vendimia. La
disminucién de la acidez en las dos ultimas fechas de vendimia podria ser
debido a la salificacion del acido malico, al mantenerse constante su
concentracion (Somers, 1975; Hepner y Bravdo, 1985; Watson, 2003) y a la

ligera disminucién sufrida por el acido tartarico.

El contenido de acido malico a lo largo de la maduracién en la uva del
2002 es el doble que en el 2001, mientras que en los valores del acido tartarico
practicamente no hay grandes diferencias entre los dos afios. Las temperaturas
mas altas registradas en 2001 podrian explicar la menor cantidad del acido
malico en la uva; mientras que el acido tartarico parece ser mas estable ante la

degradacion que provocan las altas temperaturas.

Garcia-Beneytez et al. (2002) obtuvieron un comportamiento similar en la
evolucion de los acidos malico y tartarico, siendo esta independiente de la
variedad considerada y considerando como periodo 6ptimo de vendimia aquel
en el que en contenido de estos dos acidos permanece practicamente

constante.
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IV.2.1.5 COMPUESTOS FENOLICOS EN EL MOSTO

IV.2.1.5.1 Compuestos fendlicos totales

La evolucién de los compuestos fendlicos totales en la uva (g/kg uva) a

lo largo de la maduracion se presenta en la grafica IV.4 para los distintos afios.

La sintesis de compuestos fenodlicos esta sometida a una mayor
variacién que la que experimentan otros componentes de la uva, ya que las
condiciones edafoclimaticas y de cultivo de cada afio son decisivas para su
formacion. Asi, la concentracion de estos compuestos puede verse modificada
de un afio a otro dependiendo de las condiciones climaticas (Ribéreau-Gayon y
Glories, 1987).

En el 2001, se produce una disminucion en el contenido de compuestos
fendlicos totales a lo largo de la maduracion, obteniendose los valores mas

bajos en las uvas de la ultima fecha de vendimia.

En el 2002, el contenido inicial de estos compuestos en la uva es un
poco mas bajo que en el afio 2001, manteniéndose a lo largo de la maduracion
practicamente constante. Singleton (1966), en un estudio con ocho variedades
tintas y cuatro blancas implantadas en California, sefial6 que el contenido de
polifenoles totales por baya de uva sufre altibajos durante la primera fase de
fructificacion, aumentando drasticamente hasta el envero y descendiendo
ligeramente a continuacion, pero cuando el contenido de fenoles es expresado
en miligramos por gramo de uva, hay un descenso muy notable tras el envero,
que se explica por la considerable acumulacién de azucares que tiene lugar en

esa época.
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Gréfica IV.4 Evolucion de los compuestos fendlicos totales (g/kg uva) (Lamadon, 1995) en la
uva durante la maduracién de los afios 2001 y 2002. Cada punto corresponde a la media de
tres muestras y las barras de error indican el error estandar de la media.
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En el envero, la medida de compuestos fendlicos totales esta
influenciada principalmente por el contenido de taninos procedentes de las
semillas. Durante la maduracion, estos taninos se polimerizan, viéndose
dificultado su paso al mosto, mientras que en el hollejo se produce un
incremento en el contenido de antocianos y de taninos que estan menos
polimerizados que los de las semillas (Ribereau-Gayon y Glories, 1996;
Glories, 1999). El aumento del tamafio de la baya durante la maduracion hace
disminuir la relacién superficie/volumen y puesto que es en la superficie de la
baya (hollejo) donde se encuentran la mayor parte de los polifenoles que van a
pasar al mosto, puede ser que el efecto de la dilucibn sea mayor que el de
acumulacion, contrariamente a lo obtenido por Esteban et al. (2001), lo que
explicaria la disminucion de estos compuestos en el 2001. En el 2002, aunque
el tamano de la baya es mayor, el incremento que sufre el tamafio de la baya
durante la maduracién, no es tan grande como en el afio en el 2001, lo cual

justificaria la pequefa variacion del contenido de polifenoles totales.
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IV.2.1.5.2 Antocianos totales

La grafica IV.5 presenta la evolucion de la concentracion de antocianos

totales en el mosto (mg/kg) a lo largo de la maduracién para los dos afios.

Gréfica IV.5 Evolucién de los antocianos totales (mg/kg uva) (Lamadon, 1995) en la uva
durante la maduracién de los afios 2001 y 2002. Cada punto corresponde a la media de tres
muestras y las barras de error indican el error estandar de la media.
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En el 2001, durante la maduracion se produce un incremento en el
contenido de antocianos en la uva hasta la vendimia de 31 de agosto,

manteniéndose constante en la ultima semana de muestreo.

En el 2002, el contenido de antocianos aumenta desde agosto hasta
septiembre, alcanzando los valores mas altos sobre el 16 de septiembre.
Después, se observa un descenso provocado por la dilucidbn causada por la
lluvia, para incrementarse de nuevo en la uva de la vendimia del 16 de octubre

y descender en la ultima fecha de vendimia.

En el 2001, la uva contiene un valor inicial de antocianos un poco mas

bajo que en el 2002, obteniendo sin embargo en los primeros dias de
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septiembre un mayor contenido de estos compuestos, posiblemente debido al
menor tamano del grano alcanzado. También se observa en la uva del 2002,

que la acumulacién de antocianos se extiende hasta mitad de octubre.

Este comportamiento del contenido de antocianos totales en el mosto se
corresponde con la evolucidn de los antocianos obtenida por Ribéreau-Gayon y
Glories (1980) y Glories (1999) en el hollejo; segun estos autores, los
antocianos incrementan su contenido durante la maduracién y tras alcanzar su

valor maximo, sufren una disminucion.

IV.2.1.5.3 Antocianos en el hollejo

La tabla IV.3 muestra los resultados del analisis de antocianos en el

hollejo expresados en mg/kg de peso fresco de uva.

Fernandez-Lopez et al. (1998) demostraron que la pigmentacion en la
uva Monastrell se desarrolla rapidamente y en la segunda semana después del
envero el color de la uva es practicamente azul oscuro, aunque hay que tener
en cuenta que la acumulacién y distribucién de los antocianos en el hollejo
puede variar de un ano a otro en funcién de las condiciones climaticas (Vivas
de Gaulejac et al., 2001; Mateus et al., 2002).

El analisis de los antocianos totales en el hollejo, tanto en el 2001 como
en el 2002, refleja que continda la sintesis de éstos durante las tres primeras
fechas de vendimia, en una tasa suficientemente alta como para eliminar el
efecto de la dilucion provocado por el aumento del tamafio del grano durante la
maduracién. En el 2001, la maxima concentracién de antocianos se encontro
en la uva vendimiada el 31 de agosto, disminuyendo la concentracién en la uva
de la ultima vendimia. En el 2002, el mayor contenido de antocianos se obsevéd
en la uva vendimiada el 16 de septiembre, a continuacién la concentracion de
antocianos disminuye presentando el valor de antocianos mas bajo la uva
vendimiada el 24 de octubre. Hay que destacar, que la caida tan acusada que
sufren los antocianos entre el 16 y 18 de septiembre es debido al efecto de la

dilucion causado por la lluvia, mientras que la sufrida entre el mes de

92



Uva y calidad del vino

septiembre y octubre puede ser debido a la degradacién que sufren estos

compuestos en la uva cuando la maduracion ya esta muy avanzada.

Durante los dos afos, malvidina-3-glucésido es el antociano mayoritario
en la uva, resultado obtenido también por otros autores como Fernandez-Lopez
et al. (1992) y Garcia-Beneytez et al. (2002) y, junto con el resto de antocianos
monoglucosidos y de sus correspondientes derivados acilados, aumenta su
contenido significativamente durante las primeras fechas de vendimia. Tanto en
el 2001 como en el 2002 tiene lugar un descenso de antocianos individuales

después de alcanzar la maxima concentracion.

Gonzalez-San José et al. (1990b), para la variedad Tempranillo,
obtuvieron una acumulacion progresiva de los antocianos monoglucdosidos
durante la maduracion, mientras que para sus correspondientes formas
aciladas observaron que en general tenian lugar tres fases bien diferenciadas:
primero una de acumulacion, después una fase de caida en su concentracion y
por ultimo una fase de rapida acumulacién hasta que es alcanzada la madurez
fisiolégica. En cambio, en nuestra experiencia se observa tanto para los
antocianos monoglucésidos como para sus formas aciladas una etapa de

acumulacion y otra de degradacion.

En el 2001, la uva de la primera vendimia presenta la mitad de
concentracion de antocianos que en el 2002, sin embargo la concentracién

maxima obtenida de estos compuestos es similar en los dos afios.
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IV.2.1.5.4 Parametros cromaticos

La tabla IV.4 muestra los cambios de intensidad de color, tono, L*, a*y

b* en la uva durante la maduracion para los afios 2001 y 2002.

En el 2001, no se observan diferencias significativas en los valores de
intensidad de color, mientras que, para el tono, si que son observadas,
teniendo lugar una disminucion de este parametro a lo largo de la maduracion.
En cuanto a las coordenadas cromaticas L*, a* y b*, los valores mas bajos son
presentados por la uva de la ultima fecha de vendimia (8 de septiembre)

diferenciandose significativamente de la uva vendimiada el 31 de agosto.

Tabla IV.4 Cambios de los valores de intensidad de color, tono, L*, a* y b* en la uva durante la
maduracion para los afios 2001 y 2002. Letras diferentes en la misma columna y para cada afio
estudiado muestran diferencias significativas segun el test LSD (p> 95%), n=3. Abrevaciones:
IC: intensidad de color.

Ano Fecha vendimia IC Tono L* a* b*
22 Agosto 6,5a 214 c 35,3c¢c 65,1d 50,9d
2001 27 Agosto 7,1a 2,16 ¢ 31,3b 59,9 ¢ 46,9 c
31 Agosto 7,5a 1,99b 28,0b 56,6 b 43,4 b
8 Septiembre 7,3a 1,65 a 24,0 a 52,2 a 37,2a
16 Agosto 4,5a 0,57 ab 40,4 c 60,6 e 39,1c¢
11 Septiembre 57b 0,54 a 33,6d 58,9 de 41,2 cd
2002 16 Septiembre 8,1c 0,58 b 23,6 ¢ 51,4 c 379c
18 Septiembre 59b 0,60 b 32,2d 57,1d 42,7d
16 Octubre 9,9d 0,67 c 15,4 b 26,2b 26,2b
24 Octubre 109¢ 0,74 d 10,7 a 18,3 a 18,3 a
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En el 2002, durante la maduracion, se produce un incremento en los
valores de intensidad de color y del tono, mientras que L*, a* y b* disminuyen,
siendo la uva vendimiada el 24 de octubre, la mas oscura pero también la que
tiene mayor tono (como consecuencia de una menor contribucion de la
componente roja). La lluvia caida sobre el 16 de septiembre produce cambios
significativos en los valores de intensidad de color, L*, a* y b*, los cuales son
observados en la uva de la vendimia del 18 de septiembre, dando lugar a una

uva con menor color Y menos oscura.

Los valores de estos parametros dependen del contenido de
compuestos fendlicos de la uva que van a pasar al mosto, principalmente
antocianos y taninos y de las asociaciones que se van a establecer entre ellos
(Mateus et al., 2002). Por ello, el que la intensidad de color permanezca estable
en el 2001 puede ser debido a que la disminucién que sufre la componente
amarilla, como consecuencia de la caida de los compuestos fendlicos, se
compense con el incremento de la componente roja, al aumentar los
antocianos. Por otro lado, en el caso tono, al ser determinado como el cociente
entre las absorbancias de estos compuestos, disminuye, como también fue
encontrado por Esteban et al. (2001) para la variedad Tempranillo. En el 2002,
se puede decir que los valores de estos parametros van a estar mas ligados al
contenido de antocianos ya que los compuestos fendlicos totales permanecen

practicamente constantes durante toda la maduracion.

Romero Cascales (2002) también obtiene un incremento de la intensidad
de color y un descenso en los valores de L*, a* y b* durante la maduracién para

cuatro variedades cultivadas en dos zonas diferentes de Jumilla.
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IV.2.1.5.5 Analisis de componentes principales

Las graficas IV.6 y IV.7 muestran el analisis estadistico multivariable que
se ha realizado en los dos afios para comprobar si existen diferencias entre las

distintas uvas, teniendo en cuenta todos los parametros analiticos medidos.

Grafica IV.6 Distribucion de la uvas vendimiadas durante la maduracion en el 2001 en un
sistema de coordenadas bidimensional definido por dos componentes principales (el porcentaje
de varianza explicada por cada componente principal es mostrado entre paréntesis).
Abreviaciones: IC: intensidad de color, Anthollejo: antocianos totales en el hollejo, Peso 100:
peso de 100 bayas, CFT: compuestos fendlicos totales, Actotal: acidez total.
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En el 2001, las distintas uvas vendimiadas se diferencian entre si,
separandose principalmente a través de la componente 1. Se observa que
durante la maduracién disminuye la acidez, los compuestos fendlicos totales,
las coordenadas cromaticas (L*, a* y b*) y aumenta el pH, el contenido de

azucares (°Be), el peso de la baya y el contenido de antocianos en los hollejos.
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Gréfica IV.7 Distribucion de la uvas vendimiadas durante la maduracion en el 2002 en un
sistema de coordenadas bidimensional definido por dos componentes principales (el porcentaje
de varianza explicada por cada componente principal es mostrado entre paréntesis).
Abreviaciones: IC: intensidad de color, anthollejo: antocianos totales en el hollejo, peso 100:
peso de 100 bayas, CFT: compuestos fendlicos totales, Actotal: acidez total.
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En el 2002, se distinguen tres grupos bien diferenciados que se
corresponden con las uvas vendimiadas en agosto, en septiembre y en
octubre; siendo la uva vendimiada en agosto la que presenta los valores mas
bajos de intensidad de color, tono, °Be, peso de 100 bayas y pH, mientras que
el contenido de acidez, acido malico y L* es elevado. La uva vendimiada en
septiembre muestra los valores mas altos de antocianos en el hollejo y de las
coordenadas a* y b*, no observandose una separacidon clara entre la uva
vendimiada el 16 y el 18 de septiembre. La uva vendimiada en octubre posee

los valores mas altos de pH, tono, °Be, intensidad de color y los valores mas
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bajos de acidez y L* diferenciandose perfectamente las dos vendimias

realizadas este mes.

IV.2.1.5.6 indices de maduracion fendlica

Las graficas IV.8 y IV.9 muestran los valores de concentracion de
antocianos en las disoluciones a pH 1 y 3,6, expresados en mg/L de mosto, el
indice de madurez celular (IMC) y el indice de madurez de las pepitas (IMP) en

la uva durante la maduracién de los anos 2001 y 2002.

La extraccion de los antocianos se debe en parte a la cantidad de estas
moléculas biosintetizadas en las células peliculares influenciada por las
caracteristicas climaticas, del terreno, condiciones de cultivo, etc y al estado de
degradacion de las paredes de las células durante la maduracion que parece

ser caracteristico de la cepa (Vivas de Gaulejac et al., 2001)

En el 2001, el contenido de antocianos a pH 1 es maximo para la uva de
la vendimia del 31 de agosto, indicando que la acumulacion de antocianos
tendria que ser maxima en las pieles de las uvas en ese momento,
descendiendo el valor para las uvas de la ultima fecha de vendimia. En la
medida de antocianos a pH 3,6 se observa que también el valor maximo se
alcanza en el mismo momento y disminuye ligeramente para las uvas del 8 de
septiembre. El indice de madurez celular va aumentando durante Ila
maduracion, mostrando un comportamiento contrario al esperado. Ribéreau
Gayon et al. (1998b) y Zamora (2002) encontraron una disminucion constante
del indice de madurez celular y el indice de madurez de las pepitas durante la
maduracién de la uva. En cambio, nosotros no obtenemos una evolucion clara
de estos indices, coincidiendo con las observaciones de Gonzalez-Neves et al.
(2002), quienes tampoco encontraron una relacidén clara entre el indice de

madurez fendlica y la madurez tecnologica.

Este indice alcanza el valor maximo (51%) para la uva del 31 de agosto
y solo a partir de este momento, disminuye hasta un 36%. El indice de madurez

de las pepitas disminuye durante la maduracion, obteniendo el valor mas bajo
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entorno al 45% la uva de la vendimia del 31 de agosto, observandose a

continuacién un incremento.

Grafica IV.8 Evolucion de antocianos a pH 1 y 3,6 expresados en mg/L de mosto, el indice de
madurez celular y el indice de madurez de las pepitas en la uva durante la maduracion del afio
2001. Cada valor corresponde a la media de tres muestras y las barras de error indican el error
estandar de la media. Letras diferentes en el grafico muestran diferencias significativas segun
el test LSD (p> 95%), n=3.
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En el 2002, el contenido de antocianos a pH 1 se incrementa durante la
maduracién, alcanzando el maximo valor en la uva del 16 de septiembre,
después disminuye por el efecto de la dilucion como consecuencia de la lluvia,
aumentando de nuevo en la uva vendimiada el 16 de octubre y disminuyendo
en la ultima vendimia. Los antocianos medidos a pH 3,6 evolucionan de igual

forma que los antocianos a pH 1 del 16 de agosto al 18 de septiembre pero se
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mantienen constantes en la uva de las ultimas fechas de vendimia. El indice de
madurez celular sufre fluctuaciones a lo largo de la maduracién, obteniendo los
valores mas bajos la uva de la vendimia del 16 de septiembre y 24 de octubre
(48 y 47% respectivamente). El indice de madurez de las semillas disminuye
durante la maduracion (52% es el valor mas bajo alcanzado), aumentando en
la uva de la vendimia del 18 de septiembre para mantenerse después
practicamente constante (entorno al 60%). Los valores mas bajos de los
indices obtenidos en esta campafia son mayores que los alcanzados en la
campana del 2001. Darias Martin et al. (2003) observaron que los valores del
indice de madurez de las semillas para variedades cultivadas en Tenerife
sufrian oscilaciones a lo largo de la maduracién, pero con una tendencia

descendente, similar a la nuestra.

Se aprecia que el contenido de antocianos a pH 1 durante la
maduracion, es por término medio, el doble que el obtenido a pH 3,6, indicando
que la acumulacién de antocianos en los hollejos es mayor que los que van a
ser realmente extraidos durante la vinificacion. Destacar que tanto en el 2001
como en el 2002, el maximo potencial de antocianos (antocianos pH 1) y de
antocianos medidos en el hollejo lo presenta la uva de la misma fecha de
vendimia (31 de agosto de 2001 y 16 de septiembre de 2002 respectivamente).

Al igual que nosotros Gonzalez et al. (2001), encontraron para la
variedad Listan Negro valores irregulares en el contenido de antocianos a pH 1
con fluctuaciones en los distintos muestreos, e incluso descendiendo a lo largo
de la maduracién. Sin embargo, para la variedad Negramolle obtuvieron una
progresion en el contenido de antocianos mas o menos constante. Asimismo,
observaron en la evolucién del IMC para las variedades Listan Negro y
Negramolle, un ligero aumento al principio de la maduracién para luego ir
descendiendo mas rapidamente hacia el final de la maduracion, situacién

similar a la obtenida por nosotros para la uva de 2001.
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Gréfica IV.9 Evolucion de antocianos a pH 1 y 3,6 expresados en mg/L de mosto, el indice de
madurez celular y el indice de madurez de las pepitas en la uva durante la maduracion del afio
2002. Cada valor corresponde a la media de tres muestras y las barras de error indican el error
estandar de la media. Letras diferentes en el grafico muestran diferencias significativas segun
el test LSD (p> 95%), n=3.
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Diversos estudios han mostrado que los valores del indice de madurez
celular son muy variables y no s6lo en funcién del grado de madurez sino
también en funcién de la cepa y el terreno (Saint-Cricq et al., 1998; Gonzalez et
al., 2001; Mateos et al., 2001; Fernandez et al., 2003) oscilando entre 70-20%
(Ribéreau Gayon et al., 1998b). Asi, Saint-Cricq et al. (1998) encontraron
grandes diferencias del indice de madurez celular en el momento de vendimia
en la variedad Merlot en cuatro zonas diferentes de Burdeos, variando éste
entre 54-28% y en dos zonas de la Rioja obteniendo valores de 54% a 22%.
Sin embargo, la variedad Tempranillo se muestra mas estable, ya que en un

ensayo realizado en cuatro zonas diferentes de Rioja encontraron variaciones
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entre 38-48%. También comprobaron el comportamiento de Tempranillo y
Merlot en la misma parcela, encontrandose valores muy similares para
antocianos a pH1 para ambas variedades, pero el indice de madurez celular
vario de 47 a 54% respectivamente. Parece ser que la adaptabilidad de Merlot
al terreno es mucho mas delicada que la de Tempranillo y esto puede ser

debido a diferencias en la composicion de la pared celular.

En otro estudio, Vivas de Gaulejac et al. (2001), obtuvieron (para cinco
zonas de la region de Burdeos) que la extractabilidad de antocianos en el
momento de vendimia para Cabernet Sauvignon era mas homogénea y mas

pequeia que para Merlot Noir.

El indice de madurez de las semillas estima la contribucion de los
taninos de las semillas en la contenido fendlico del vino y alcanza valores entre
60-0% (Ribéreau Gayon et al., 1998b). Valores altos de este indice son
indicativos de una alta contribucion de los taninos de las semillas en el vino y
esto podria afectar negativamente en las propiedades organoléptica del vino
(Ribéreau Gayon et al., 1998b). Saint-Cricq et al. (1998) han mostrado que este
indice para la variedad Merlot cultivada en cuatro zonas diferentes de Burdeos
presenta valores que varian de 14-48%, mientras que para Tempranillo en
cuatro zonas diferentes de la Rioja oscilan entre 37-54%. Los valores bajos del
indice de maduracion de las semillas que pueden ser encontrados en Merlot
pueden ser debidos a una biosintesis precoz de los taninos, debido
esencialmente a las condiciones climaticas y a una gran extension de las
reacciones de polimerizacion disminuyendo el contenido de taninos extraibles.
Sin embargo, cuando se comprobé el comportamiento de Merlot en dos zonas
diferentes de la Rioja, se obtuvieron valores de Mp mas elevados, comparables
con los presentados por la variedad Tempranillo. En estos terrenos espafnoles,
la biosintesis de los taninos es tardia y la polimerizacion de estas moléculas
esta casi limitada en el momento de la vendimia, presentando por tanto una

cantidad de taninos extraibles de las pepitas bastante elevada.

Algunos autores han criticado este tipo de indices de extractabilidad,

indicando que el extractante utilizado a pH 1 tiene un valor superior al ser el
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mosto un medio tamponado y probablemente no todos los antocianos son
extraidos (Hermosin et al., 2002). También, la suposicion de la existencia de la
relacion entre la biosintesis de antocianos y el metabolismo de taninos (en el
cual esta basado el indice de madurez de las semillas) es contradictorio con las
observaciones de Downey et al. (2003) y Roby y Matthews (2004), los cuales
sugieren que el mecanismo que controla la biosintesis de antocianos y taninos
en el hollejo de la uva son independientes, como también, la acumulacién de

los taninos en las semillas y en el hollejo.

Para escoger la fecha optima de vendimia en funcion de estos
parametros, Zamora (2002) propone que se deberia de apuntar hacia valores
de antocianos potenciales altos (mas de 1000 mg/L), y a niveles del indice de
madurez celular y de las semillas bajos (inferiores a 30% en ambos casos), que
en ningun momento son obtenidos por nosotros para la variedad Monastrell

durante la maduracion.

Antes de fijar la fecha de vendimia en funcién de los resultados
obtenidos, primero hay que ver si realmente los datos que medimos en la uva
se correlacionan con las caracteristicas cromaticas del vino. Hasta este
momento, nosotros solo podemos decir que, en el 2001, seria la uva de la
vendimia el 31 de agosto la que deberia dar lugar a un vino con mayor
contenido de antocianos y por tanto mayor color, mientras que en el 2002 el
vino mas coloreado seria el obtenido con la uva vendimiada el 18 de
septiembre y el 24 de octubre, presentando en todos los casos un alto

contenido de taninos extraibles de las semillas.
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IV.2.2 CARACTERISTICAS DE LOS VINOS OBTENIDOS CON
UVAS DE DISTINTO GRADO DE MADURACION

IV.2.2.1 PARAMETROS DE COLOR DE LOS VINOS DE 2001

Los valores de los parametros cromaticos medidos en los vinos al
finalizar la fermentacién alcohdlica son presentados en la tabla IV.5. No
tenemos datos de los vinos de 2001 al finalizar la fermentacion malolactica al

oxidarse mientras la hacian.

Tabla IV.5 Cambios de los parametros cromaticos en los vinos elaborados a partir de uva con
distinto grado de maduracidn al finalizar la fermentacion alcohdlica en el 2001. Letras diferentes
en la misma fila muestran diferencias significativas segun el test LSD (p> 95%), n=3.
Abreviaciones: IC: intensidad de color, AT: antocianos totales, IPT: indice de polifenoles
totales, %520: porcentaje de color rojo, %620: porcentaje de color azul, %420: porcentaje de
color amarillo.

Parametros 22 Agosto 27 Agosto 31 Agosto 8 Septiembre
IC 12,7 a 15,2b 17,0c 17,3 ¢c
Tono 0,47 b 0,43 a 0,48 b 0,48 b
%420 29,0 a 276b 28,8 b 289b
%520 62,2 a 63,9b 61,7 a 61,8 a
%620 8,7a 8,5a 95b 9,3ab
IPT 446 a 45,6 a 499b 62,1 ¢
AT (mg/L) 384,9a 456,1b 516,5¢c 547,1¢c
L* 13,4 b 11,6 b 70a 8,1a
a* 442 b 42,7b 35,7 a 37,7 a
b* 229b 20,0b 12,0 a 13,9 a
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Los vinos elaborados en el 2001 muestran un incremento en el
contenido de compuestos fendlicos, antocianos e intensidad de color al
aumentar el estado de maduracion de la uva, mientras que los parametros L*,
a* y b* sufren una disminucion respecto a su valor inicial. No se encuentran
diferencias significativas en las caracteristicas cromaticas entre los vinos de la
uva vendimiada el 31 de agosto (IMC mas alto) y la del 8 de septiembre (IMC
mas bajo). También se observa que el contenido de antocianos que presentan
los vinos en general no se correlaciona con el contenido antocianos extraibles
(pH 3,6) medidos en la uva, ni tampoco con el valor del indice de madurez
celular, aunque si con el contenido de antocianos monoglucosidos y con el

contenido de antocianos totales determinados por el método de Lamadon.

IV.2.2.2 PARAMETROS DE COLOR DE LOS VINOS DE 2002

1V.2.2.2.1 Parametros de color de los vinos de 2002 durante la vinificacion

Los valores de los parametros cromaticos medidos en los vinos al
finalizar la fermentacion alcohodlica y malolactica son presentados en la tabla
IV.6.

Al final de fermentacién alcohdlica, al igual que ocurria en los vinos del
2001, también tiene lugar un incremento en el contenido de polifenoles totales,
antocianos totales y sus respectivas fracciones, y en la intensidad de color al
aumentar el estado de maduracion de la uva, siendo el vino elaborado a partir
de la uva vendimiada el 16 de octubre el que presenta los valores mas altos de
estos parametros y también el mas oscuro al tener el valor de L* mas bajo. Sin
embargo, se observa un descenso en la intensidad de color y el contenido en
antocianos totales en el vino elaborado con las uvas vendimiadas el 24 de

octubre.
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De agosto a septiembre el contenido de antocianos en el vino si que se
correlaciona con la cantidad de antocianos monoglucdsidos presentes en la
uva, al igual que obtenemos en el 2001. Pero la uva vendimiada el 16 de
septiembre, la cual presentaba el mayor contenido de antocianos
monoglucdsidos, antocianos totales por el método de Lamadon y antocianos a
pH 1y pH 3,6 y la uva de la vendimia del 18 de septiembre y 24 de octubre que
tenian el valor del indice de madurez celular mas bajo, dieron vinos con un
contenido en polifenoles totales, antocianos e intensidad de color menor que el
obtenido con las uvas de la vendimia del 16 de octubre. La lluvia caida entre el
16 y 18 de septiembre no afectd a los parametros de color al no haber

diferencias significativas entre los valores medidos en los respectivos vinos.

Coincidiendo con los nuestros resultados obtenidos en estos vinos 2002,
Sims y Bates, (1994) y Pérez-Magarino y Gonzalez-San José (2004)
encontraron que los vinos de uvas vendimiadas unas dos semanas después de
alcanzar la madurez tecnoldégica de la uva (es decir cuando ya se ha
desarrollado todo el color y el aroma) tenian la mayor intensidad de color y
mayor contenido de antocianos y de polifenoles totales. Glories (1999)
estudiando la relacién entre antocianos en la uva y el vino en la variedad
Cabernet Sauvignon, no obtuvo el vino mas coloreado y con mayor
concentracion de antocianos y polifenoles a partir de uva mas coloreada, sino

cuando los antocianos ya habian empezado a decaer en la uva.

Se debe destacar que los parametros de color (intensidad de color, IPT,
tono, L*, a* y b*) presentados por el vino elaborado a partir de la uva
vendimiada el 8 de septiembre de 2001 son muy similares a los obtenidos con
la uva vendimiada el 16 de octubre de 2002, lo cual puede ser debido al menor
tamano de la baya en el 2001, ya que va a proporcionar un mayor numero de
bayas por kg de uva dando lugar a una mayor extraccion de compuestos

fendlicos en el vino (Mateus et al., 2002; Gonzalez-Neves et al., 2002).
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La mayor concentracion de antocianos en el vino de la uva vendimiada
el 16 de octubre del 2002 puede ser debido a una mayor permeabilidad de las
paredes celulares de la uva al estar ésta mas madura (Amrani Joutei y Glories,
1994), aunque eso deberia haber quedado reflejado en el IMC, que no es

menor en estas uvas que en las del 16 de Septiembre.

Otros factores deben influir en la mayor extraccion, no solo la
degradacion de las paredes celulares. También se incrementa el contenido de
etanol producido en la fermentacion, que es mayor en los vinos elaborados de
las uvas mas maduras (el contenido de etanol para los vinos de las uvas
vendimiadas el 16 de agosto 11,16 y 18 de septiembre y 16 y 24 de octubre fue
11,2, 13,6, 13,8, 13,6, 14,6 y 15,9% respectivamente). Con el etanol aumenta
la degradacion de la pared celular de los hollejos y de la cuticula de las
semillas, favoreciendo la salida de los compuestos fendlicos al mosto-vino
durante la maceracion (Amrani Joutei y Glories, 1995) y esto, no es evaluado
en los indices de madurez fendlica utilizados. La baja permeabilidad de las
paredes también explicaria por qué en el 2002 las uvas de la vendimia del 16
de agosto tienen un valor de antocianos a pH 3,6 mas bajo que las uvas del 24
de octubre, ya que cuando las uvas estan menos maduras, aunque la
concentracion de antocianos monoglucésidos en los hollejos que pudiera

presentar fuera relativamente alta, son mas dificiles de extraer.

Esto nos hace pensar que la determinacibn de los indices de
maduraciéon debemos moldearla a nuestras condiciones climaticas que en
definitiva son los que van a condicionar la acumulacion de los compuestos
fendlicos en la uva y la degradacion de las paredes celulares durante la
maduracién, incluyendo ademas, para la determinacibn de antocianos
extraibles la adiciéon de etanol en la misma cantidad que se podria generar en
funcion del contenido de azucares de la uva de partida.

Al final de fermentacion malolactica, se observa para todos los vinos una
disminucién en la intensidad de color, especialmente en los obtenidos a partir
de las uvas vendimiadas en agosto y el 16 y 18 de septiembre. Una excepcidn

es el vino elaborado a partir de la uva vendimiada el 11 de septiembre, donde
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la intensidad de color se mantiene constante, mientras que los antocianos
monomeros disminuyen y los antocianos polimeros aumentan, alcanzando
valores similares a la de los vinos obtenidos de las uvas vendimiadas en
octubre. Una posible explicacion a este hecho puede ser la formacion de
importantes cantidades de acetaldehido en este vino al finalizar la fermentacion
alcohdlica (la concentracion de acetaldehido, medido por test enzimatico, para
los vinos de las uvas vendimiadas el 16 de agosto, 11,16 y 18 de septiembre y
16 y 24 de octubre fueron de 26, 42, 35, 36. 24 y 18 mg/L respectivamente).
Quizas una mayor oxigenacion del vino promoviera una mayor formacion de
acetaldehido por oxidacion del etanol (Liu y Pilone, 2000), y de esta manera, se
incrementara el contenido de antocianos polimeros y el porcentaje de color azul
en el vino de la uva vendimiada el 11 de septiembre (Dallas et al., 1996).

La polimerizacién de los antocianos y de los taninos es muy importante
para asegurar la estabilidad del vino. Los antocianos pueden reaccionar con los
taninos en forma de cation flavilio o bajo forma hemiacetal. Las cinéticas de
ambas reacciones son algo lentas y son mas rapidas en presencia de
acetaldehido (Cheynier et al., 2000a), el cual se encuentra en el vino como
resultado del metabolismo de las levaduras y por oxidacion del etanol (Dallas y
Laureano, 1994). Se ha demostrado que el acetaldehido incrementa el color y
la polimerizacion de los antociano-tanino en los vinos tintos (Sims y Morris,
1986), sin incrementar el pardeamiento (Dallas et al., 1996) y esto coincide con
nuestros resultados. Dallas et al. (1996) indicaron que la interaccion entre
antocianos y acetaldehido permite la formacién de nuevos compuestos que
mostraron un cambio hipercromico hacia el color violeta. En nuestros
resultados, se puede observar como el porcentaje de color azul aumenté en el
vino de la uva vendimiada el 11 de septiembre. En nuestra experiencia se
obtienen por tanto dos vinos que practicamente poseen similar intensidad de
color después de la fermentacion malolactica, habiendo diferencias en los
restantes parametros de color medidos en los vinos. Asi, el vino de la uva
vendimiada el 11 de septiembre presenta un menor contenido de polifenoles
totales, antocianos totales y un alto valor del porcentaje de color azul y de

antocianos polimeros.
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IV.2.2.2.2 Parametros cromaticos y compuestos fendlicos de los vinos de

2002 durante su conservacion en botella

IV.2.2.2.2.1 Parametros espectrofotométricos

La tabla IV.7 muestra las caracteristicas cromaticas de los vinos de la
campaina 2002 en el momento del embotellado y a los 8 meses de
envejecimiento en botella. Este estudio no fue realizado para los vinos
obtenidos de la uva de la primera y ultima vendimia, el primero debido a su baja
intensidad de color y el segundo por su alto porcentaje de color amarillo y su

alto grado alcohdlico.

Zamora (2003a) indic6 que la composicion fendlica de un vino joven
tiene gran influencia en la evolucion futura de su color durante su
envejecimiento. Este autor da como valores orientativos de un vno apto para
envejecer, un contenido de antocianos totales superior a 800 mg/L, el de
taninos totales superior a 3 g/L y el indice de polifenoles totales deberia ser

mayor de 60, con un minimo valor de 40.

En el momento del embotellado, el vino de la uva vendimiada el 16 de
octubre presenta el mayor contenido de antocianos e indice de polifenoles
totales, ésto nos hace pensar que puede ser el vino que mejor deberia
aguantar el envejecimiento. En este momento, el vino de la uva vendimiada el
11 de septiembre todavia muestra un alto contenido de antocianos polimeros y
un alto nivel de polimerizacién de los taninos, como viene reflejado en el alto

valor del indice HCI.
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Después de 8 meses de envejecimiento se observa una disminucion en
los compuestos polimerizados, siendo mas acusada en el vino de la uva
vendimiada el 11 de septiembre, quizas debido a la formacion de polifenoles
polimeros de gran tamafo que precipitan, como indica la caida del valor del
indice HCI y de antocianos polimeros. Liu y Pilone (2000) también indicaron
que el acetaldehido podria causar turbidez y depdsitos, presumiblemente
debido a las precipitaciones de grandes complejos antociano-tanino o la

formacion y precipitacion de polimeros coloidales de catequina-acetaldehido.

Grafica IV.10 Distribucion de los vinos elaborados en el 2002 durante su envejecimiento en
botella en un sistema de coordenadas bidimensional definido por dos componentes principales
(el porcentaje de varianza explicada por cada componente principal es mostrado entre
paréntesis). Abreviaciones: IC: intensidad de color, AT: antocianos totales, AM: antocianos
mondémeros, AP: antocianos polimeros, IPT: indice de polifenoles totales, TM: taninos
monomeros, TO: taninos oligémeros, TP: taninos polimeros, HCI: indice de clorhidrico, %520:
porcentaje de color rojo, %620: porcentaje de color azul, %420: porcentaje de color amarillo,
simbolos blancos: t=0 meses, simbolos oscuros: t=8 meses.
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El analisis de componentes principales de los 4 vinos durante el periodo
de envejecimiento (Grafica 1V.10) mostré que todos los vinos disminuyeron sus
valores principalmente a través de la componente 1 (decreciendo L*, porcentaje
de color rojo, taninos mondémeros, oligdbmeros y polimeros, el indice de HCl y
antocianos totales), excepto el vino de uva del 11 de septiembre, que mostré
un incremento en los valores de la componente 2 durante el envejecimiento
(decreciendo la intensidad de color, indice de polifenoles totales, y antocianos
polimeros y aumentando el tono). El vino de la vendimia del 16 de octubre es el
que presenta mayor intensidad de color, antocianos polimeros e indice de

polifenoles totales.

IV.2.2.2.2.2 Compuestos fendlicos individuales

Las tablas IV.8 y IV.9 muestran el contenido de compuestos fendlicos
mg/L medidos por HPLC de los vinos elaborados a partir de uva con distinto
grado de maduracion de 2002 en el momento de su embotellado y después de

8 meses en botella.

En el momento del embotellado, el vino elaborado a partir de la uva
vendimiada el 16 de octubre es el que presentan mayor contenido de flavan-3-
oles, de acidos hidroxicinamicos y acidos hidroxibenzoicos, mientras que el
contenido de ésteres hidroxicinamicos y de flavonoles es mas bajo que el

presentado por los vinos elaborados a partir de uvas menos maduras.

En la uva, los acidos fendlicos se encuentran en forma de ésteres
(Cravero, 1991) y sufren un descenso durante la maduracién (Fernandez de
Simon et al., 1993). Estos compuestos experimentan hidrélisis durante el
proceso de elaboracion y almacenamiento del vino por lo que los encontramos
simultaneamente libres y combinados (Ruiz, 1990). El mayor contenido de
etanol en el vino de la uva del 16 de octubre podria explicar la mayor formacion
de acidos fendlicos respecto a los vinos obtenidos de la uva menos madura y
también, la mayor extraccion de flavan-3-oles al producir una mayor

degradacion de la pared celular del hollejo y de la cuticula de las semillas
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(Amrani Joutei y Glories, 1995). Se observa que todos los vinos presentan un
contenido de catequina similar mientras que es la epicatequina el compuesto
que se incrementa en el vino al aumentar el estado de maduracién de la uva,
similar a lo encontrado por Pérez-Magarifio y Gonzéalez-San José (2004), en
vinos de Cabernet Sauvignon y de Tinto Fino donde observaron un descenso
en los valores de catequina y un incremento en los de epicatequina al aumentar

el estado de maduracion de la uva.

McDonald et al. (1998), tras analizar 65 vinos de diferentes variedades y
origen geografico, indicaron que las concentraciones de flavonoles en los vinos
estan influencias por factores genéticos de la uva, por las condiciones
climaticas durante la maduracién, por el grado de maduracion de la uva y por
las técnicas de elaboraciéon utilizadas. La produccién de vinos ricos en
flavonoles esta ligada a la utilizacion de uvas maduras y de piel gruesa tales
como Cabernet Sauvignon y desarrolladas bajo condiciones climaticas

favorables para su maduracion.

En nuestro caso el vino elaborado con la uva mas madura presenta
menor contenido de flavonoles libres lo cual puede ser debido a una mayor
participacion de estos compuestos en los procesos de copigmentacion con los
antocianos o también, a una mayor insolubilizacion al aumentar el contenido de

etanol en el medio.

En el caso de los antocianos monoglucésidos totales, los vinos de la uva
vendimiada el 16 y 18 de septiembre son los que presentan los valores mas

altos y el vino de la uva del 11 de septiembre los mas bajos.
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Tabla IV.8 Compuestos fendlicos medidos en mg/L por HPLC de los vinos elaborados a partir
de uva con distinto grado de maduracién de 2002 en el momento de su embotellado. Letras
diferentes en la misma fila muestran diferencias significativas segun el test LSD (p> 95%), n=3

Compuestos fendlicos 11 Septiembre 16 Septiembre 18 Septiembre 16 Octubre

Acido galico 20,5a 21,1a 21,1a 252 b
Acido siringico 23a 25a 23a 55b
Acido protocatéquico 12,4 a 11,5a 12,5 a 20,2 a
YAcidos hidroxibenzoicos 353a 353 a 36,1a 50,9 b
Acido cafeico 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a
Acido ferulico 0,35a 041b 0,39 ab 0,62 c
Acido p-cumarico 1,7 a 23b 26Db 3,3¢c
YAcidos hidroxicinamicos 20a 28b 3,0b 39c
Acido caftarico 13,9d 12,8 ¢ 11,8b 8,2a
Acido cutarico 41c¢c 35b 33b 16 a
Y Esteres hidroxicinamicos 18,1d 16,4 c 15,1b 9,8a
Catequina 14,7 a 16,4 a 15,4 a 15,5 a
Epicatequina 7,6a 79a 11,1 ab 17,4 b
2 Flavan-3-oles 224 a 243 a 26,5 ab 33,0b
Rutina 23b 0,0a 0,0a 0,0a
Quercitrina 0,49 ¢ 0,29 b 0,31b 0,0a
Miricitina 4,4 a 9,5c¢ 8,5¢c 70b
Quercetina 70c 8,6c 40b 1,1a
Kampferol 0,20d 0,13c 0,07b 0,0 a
2 Flavonoles 14,3 b 18,4 c 12,8 b 8,1a
Delfinidina-3-Glucésido 3,6a 119b 152¢c 176 ¢
Cianidina-3-Glucésido 1,0a 4,7c 3,8b 34b
Petunidina-3-Glucésido 55a 28,4 c 245¢c 19,0b
Peonidina-3-Glucésido 23a 10,5b 94b 10,6 b
Malvidina-3-Glucésido 20,7 a 96,0 ¢ 84,8 ¢c 65,4 b
2 Antocianos 33,3a 1574 ¢ 1378 ¢ 110,5b
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Tabla IV.9 Compuestos fendlicos medidos en mg/L por HPLC de los vinos elaborados a partir
de uva con distinto grado de maduraciéon de 2002 después de 8 meses en botella. Letras
diferentes en la misma fila muestran diferencias significativas segun el test LSD (p> 95%), n=3.

Compuestos fendlicos 11 Septiembre 16 Septiembre 18 Septiembre 16 Octubre

Acido galico 249a 253a 259a 30,4 b
Acido siringico 2,4 a 3,1a 24 a 52b
Acido protocatéquico 7,2a 12,3 b 13,8b 18,6 ¢
YAcidos hidroxibenzoicos 34,6 a 409b 42,2b 54,3 c
Acido cafeico 11a 1,5b 16b 44c
Acido ferulico 0,43 a 0,52 b 0,51b 0,76 c
Acido p-cumarico 22a 34b 35b 41c
YAcidos hidroxicinamicos 38a 55b 56b 93¢
Acido caftarico 14,3 d 13,0c 12,0b 8,2a
Acido cutarico 44c 37b 35b 1,5a
Y Esteres hidroxicinamicos 18,8 ¢ 16,7 b 156b 9,8a
Catequina 271b 20,1a 224 a 18,7 a
Epicatequina 8,6a 8,2a 71a 7,0a
2> Flavan-3-oles 35,7 a 283 a 29,5a 257 a
Rutina 03b 0,0a 0,0a 0,0a
Quercitrina 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a
Miricitina 57a 10,0 c 8,6 bc 6,2 ab
Quercetina 76b 72b 3,7a 29a
Kampferol 0,2b 0,1a 0,0a 0,0a
2> Flavonoles 13,9 bc 173 ¢ 12,3 ab 9,2a
Delfinidina-3-Glucésido 29a 9,7d 7,7c 4,0b
Cianidina-3-Glucésido 1,0a 3,0d 23c 16b
Petunidina-3-Glucésido 50a 14,7 d 11,7¢c 6,0a
Peonidina-3-Glucésido 25a 6,5¢ 56¢c 4,2b
Malvidina-3-Glucésido 18,3 a 49,2 c 39,7b 19,6 a
Y Antocianos 293 a 83,3 ¢ 67,3 b 35,7a
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El contenido de los acidos hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos se
incrementa en los vinos tras el envejecimiento en botella como consecuencia
principalmente del incremento en el contenido de acido galico y de acido
cafeico debido a la hidrélisis de sus correspondientes ésteres. Los ésteres
hidroxicinamicos se mantienen practicamente constantes, resultado observado
también por Archier et al. (1993), mientras que los flavonoles disminuyen. Los
procesos de copigmentacion y la baja solubilidad en el medio justificarian la
caida observada en los flavonoles. Segun Esteves-Pinto (1971) la pérdida de

flavonoles en un vino es paulatina llagando incluso a desaparecer.

Los antocianos monoglucdsidos sufren en general una disminucion
acusada en todos los vinos, resultado también indicado por Zafrilla et al.,
(2003) y Pérez-Magarino y Gonzalez-San José (2004), debido a los procesos
de oxidacioén, polimerizacion y condensacion, principalmente entre antocianos y
taninos, y también, como se ha demostrado mas recientemente, a la formacion
de una nueva clase de derivados de antocianos durante el proceso de
elaboraciéon y envejecimiento, llamada piroantocianos (Vivar-Quintana et al.,
2002; Mateus et al., 2003; Brouillard et al.,, 2003), los cuales también son

responsables de mantener y estabilizar el color del vino.

Se puede concluir que los analisis de los diferentes vinos mostraron que
el vino de la uva vendimiada el 16 de octubre tiene las mejores caracteristicas
de color y es el vino mas prometedor. La uva de partida presentaba un
contenido de antocianos (medido por HPLC o espectrofotométricamente) mas
bajo y similar indice de madurez fendlica que la uva vendimiada en septiembre
y este hecho muestra que el contenido de antocianos en la uva no es un
parametro que se correlacione con el color del vino. Es dificil proponer un
criterio para decidir cuando la uva esta lista para ser vendimiada. El resultado
también muestra la conveniencia de esperar hasta que los antocianos de la uva
empiezan a disminuir después de alcanzar la maxima concentracion para
obtener vinos altamente coloreados, ya que en ese momento las paredes
celulares estan mas degradadas y facilitaran la extraccion de estos

compuestos. Sin embargo, los viticultores y los bodegueros tienen otros
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problemas en regiones calidas, donde la rapida acumulacion de azucares en
anos calurosos podria imponer una vendimia prematura, puesto que un retraso
resultaria en altos niveles de alcohol. La decision ha de ser tomada de un afo a
otro, intentando buscar una ligera sobremaduracion, pero teniendo muy en
cuenta el contenido de azucares, para evitar un excesivo contenido de alcohol

en el vino, el cual podria ser perjudicial para la calidad del vino.

También hemos demostrado como el color del vino puede verse
influenciado por factores enolégicos como el contenido de acetaldehido. El alto
nivel de este compuesto en el vino de la uva vendimiada el 11 de septiembre
incrementd la intensidad de color hasta alcanzar valores muy similares al vino
de la uva vendimiada el 16 de octubre, pero con un contenido en compuestos
fendlicos que no podria garantizar la estabilidad del color mostrada por el vino

elaborado de la uva vendimiada el 16 de octubre.

IV.2.2.4 ANALISIS SENSORIAL

En las gréaficas IV.11, IV.12 y IV.13 se presentan los resultados del
analisis sensorial de los vinos elaborados en la campafa 2002, en el momento
de su embotellado (grafica A) y transcurridos 8 meses en botella (grafica B). En
cada una de las graficas podemos observar el analisis de fase visual, olfativa y

gustativa de los diferentes vinos.

Tanto en el momento del embotellado como después de 8 meses en
botella los vinos con mayor intensidad de color son los obtenidos de las uvas
vendimiadas el 11 de septiembre y el 16 de octubre, siendo el vino del 11 de
septiembre el que presenta mayor tonalidad violacea (como consecuencia de la
mayor generacion de acetaldehido). Los catadores no encontraron diferencias

significativas entre los vinos de las uvas vendimiadas el 16 y el 18 de
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septiembre, mostrando en ambos momentos una tonalidad mayor al vino de la

vendimia del 16 de octubre.

Grafica IV.11 Evaluacion sensorial de la intensidad y tonalidad del color de los vinos
elaborados en el 2002, en el momento de su embotellado (grafica A) y después de 8 meses en
botella (grafica B). Cada punto es la media de la evaluacién de cinco catadores.
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En el momento del embotellado, el vino de la vendimia del 16 de
septiembre es el que presenta menor intensidad y calidad del aroma, con
menos toques a fruta y confitura y mas recuerdos a vegetal, mientras que los
vinos de las vendimias del 11 de septiembre y 16 de octubre son mejor
valorados en cuanto intensidad y calidad, mostrando el vino de la vendimia del

16 de octubre menos aromas a vegetal y mas a confitura y tostados.

Después de 8 meses en botella, es el vino de la vendimia del 16 de
octubre el de mayor intensidad y calidad aromatica, diferenciandose del resto
de los vinos por tener altos toques especiados (que antes no eran detectados),
tostados, confitura y compota. El vino de la vendimia del 11 de septiembre es el

menos valorado en cuanto calidad y percepcién aromatica.

Por ultimo, la valoracién de la fase gustativa de los distintos vinos en el
momento del embotellado es mas baja en todos los aspectos para el vino de la
vendimia del 16 de septiembre. Transcurridos ocho meses en botella, el vino de
la vendimia del 11 de septiembre disminuye su percepcidn en cuanto a
intensidad, calidad, equilibrio y madurez, presentando ademas la puntuacion
mas baja. Sin embargo, el vino de la vendimia del 16 de septiembre mejora
practicamente en todos los aspectos, pero es el vino de la vendimia del 16 de
octubre el que presenta mayor cuerpo, persistencia, madurez y baja

astringencia.

El vino de la vendimia del 11 de septiembre, el cual mostraba una
intensidad de color similar al vino de la vendimia del 16 de octubre, disminuye
su calidad en cuanto al aroma y al gusto. Es por tanto el vino de la vendimia del
16 de octubre no sélo el mas prometedor en cuanto a sus caracteristicas de

color sino también sensorialmente.
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Gréfica IV.12 Evaluacion sensorial del aroma de los vinos elaborados en el 2002, en el
momento de su embotellado (grafica A) y después de 8 meses en botella (grafica B). Cada
punto es la media de la evaluacién de cinco catadores.
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Grafica IV.13 Evaluacion sensorial del gusto de los vinos elaborados en el 2002, en el
momento de su embotellado (grafica A) y después de 8 meses en botella (grafica B). Cada
punto es la media de la evaluacién de cinco catadores.
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Enzimas y calidad del vino

V.1 INTRODUCCION

Los enzimas son proteinas naturales que poseen actividad catalitica en
reacciones bioquimicas especificas. Modifican la velocidad de la reaccién que
catalizan y son frecuentemente especificos de un solo sustrato y de una sola
direccién de la reaccién. La mayoria de los enzimas tienen una temperatura y
un pH o6ptimo de actuacion y su accion puede ser frecuentemente inhibida o
potenciada por otros compuestos o cofactores. Estas propiedades hacen a los
enzimas efectivos en puntos de control de muchas reacciones bioquimicas en
organismos. Los enzimas pueden ser separados y purificados para mejorar los
procesos tecnoldgicos, especialmente para productos naturales, o para

aplicaciones farmacéuticas.

Todas estas caracteristicas hacen a los enzimas de interés enoldgico,
integrantes de practicas de elaboracion de uvas, cada vez mas extendidos e

interesantes.

V.1.1 ESTRUCTURA CELULAR DE LA UVA

Las células de los vegetales se encuentran protegidas por paredes
celulares que les dan consistencia vy rigidez (Figura V.1). Estas paredes estan
formadas por polisacaridos complejos (pectinas, celulosa y hemicelulosa) que
proporcionan estructura y firmeza a las células y, por tanto, al fruto. En las
células del hollejo de las uvas, es el citoplasma el que contiene el nucleo,
plastidos y sistemas enzimaticos, mientras que las vacuolas poseen en
disolucién los azucares, acidos, sales, fenoles, antocianos y los compuestos
que proporcionan aromas. En la membrana vacuolar se encuentran taninos
(ligados a proteinas) y en la membrana celular también se localizan estos

compuestos (unidos a polisacaridos de la pared celular).
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Figura V.1 Estructura de la pared celular.
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Las pectinas estan concentradas fundamentalmente en la lamina media
localizada entre las células y son frecuentemente polimeros de &acido
galacturonico altamente metilados. La ramnosa, arabinanos, galactanos vy
arabinogalactanos también pueden formar parte de estos complejos llamados
pectinas. Las paredes celulares tienen grandes cantidades de hemicelulosa y
celulosa. La pared celular secundaria esta constituida de pectina, con algo de

lignina, mientras que la pared celular primaria estd mayoritariamente
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compuesta de fibras de celulosa, en una matriz de pectinas, hemicelulosa y
proteinas. En la pared celular, las fibras de celulosa estan unidas a las
proteinas por xiloglucanos (hemicelulosa) y las pectinas estan unidas a los
arabinogalactanos por residuos de serina. La extraccion del contenido vacuolar
y su difusion en el mosto, obviamente requiere la degradacion de la lamina
media y la ruptura de la pared celular. Esto se puede conseguir con el uso de
maceracion mecanica, aumento de la temperatura, adicion de SO, o con

enzimas pécticos.

V.1.2 ACCION DE LOS ENZIMAS SOBRE LOS SUSTRATOS

Las moléculas que constituyen la lamina media y las paredes primaria y
secundaria son muy diversas y varian por su grado de metilacion, por las
uniones con otros compuestos, por su estructura fisica y el medio donde se
encuentran afectando a las propiedades de los sustratos y a su degradacién

por determinados enzimas.

V.1.2.1 PECTINAS Y PECTINASAS

Las pectinas de la uva, como ya se ha comentado, son un polimero de
acido galacturénico con un 44-65% de los grupos carboxilo metilados (Lanzarini
y Pifferi, 1989). Cuando el grado de metilacién es superior al 50% se llaman
pectinas altamente metoxiladas. La pectina de la lamina media de la pared es
mas soluble que la pectina de las paredes primaria y secundaria y puede ser

degradada facilmente por los enzimas.
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Figura V.2 Sistema de accion de las enzimas pectoliticas.
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Hay cuatro tipos de enzimas pécticos, los cuales pueden diferenciarse
por su accion sobre varios tipos de sustratos pécticos (Figura V.2). La pectin
esterasa (PE) elimina grupos metoxilo de pectinas altamente metoxiladas para
dar metanol y pectinas menos metoxiladas. La PE de las plantas trabaja
sistematicamente a lo largo de la cadena, produciendo areas desesterificadas
en la pectina, mientras que la PE de origen fungico actua al azar. La
poligaracturonasa (PG) es una despolimerasa y actua rompiendo los enlaces

en la cadena entre las unidades de acido galacturénico no esterificado. La
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endo-PG actua al azar a lo largo de la cadena, pero la exo-PG, unicamente
rompe los enlaces no reducidos al final de la cadena. La PE y la en-PG son
frecuentemente utilizadas juntas en preparados enzimaticos para el procesado
de la uva. La pectin liasa (PL) actua al azar en la cadena para despolimerizar a
los poligalacturanos de manera similar a la endo-PG, pero la PL actua sobre
enlaces entre moléculas metiladas. La pectato liasa (PAL) es menos utilizada
en el procesado de la uva. Esta actua al azar para romper uniones glicosidicas
entre moléculas de &acido galacturénico no metiladas en pectina de baja
metoxilacion. Su funcionamiento es similar a la endo-PG, sin embargo la PAL
requiere Ca*? y un alto pH (8-9). PE y PG estan presentes de forma natural en
la uva a baja concentracidon, aunque durante la vinificacién, la PE es inhibida

por el etanol y los polifenoles.

V.1.2.2 HEMICELULOSA Y HEMICELULASAS

La hemicelulosa es un polisacarido estructuralmente analogo a la
celulosa, porque el esqueleto esta formado por 1-4-B-D-hexosas. Normalmente,
la principal hemicelulosa es el xiloglucano aunque también se encuentran

arabinoxilanos, glucomananos y galactomananos.

Los arabinanos tienen un esqueleto de arabinofuranosil unidos por
enlaces o-1,5 y con ramificaciones adicionales de moléculas de arabinosil
presentes aproximadamente cada tres unidades a lo largo de la cadena. Los
galactanos tienen esqueletos de galactopiranosil que estan unidos en 3-1,4 6 -
1,3. Estas cadenas se pueden sustituir por grupos arabinofuranosil o

arabinanos para formar arabinogalactanos.

Uno de los enzimas implicados en la degradacién de la hemicelolosa es
la arabinasa. Hay tres formas de enzimas arabinasa: la arabinosidasa A
degrada los oligbmeros de arabinanos a monoémeros, la arabinosidasa B

degrada el arabinano para dar una cadena linear, la enzima endo-arabinosa
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hidroliza al azar la cadena linear, rompiéndola en oligobmeros para que la

arabinasa A pueda actuar sobre ellos.

Dos galactanasas, endogalactanasa y galactanasa, también se pueden
ver implicadas en la degradacion de la hemicelulosa. La endogalactanasa
actua al azar sobre la cadena de galactano rompiendo uniones de tipo p-1,4,

mientras que la galactanasa actua al azar rompiendo uniones -1,3 y -1,6.

V.1.2.3 CELULOSA Y CELULASAS

La celulosa es abundante en las paredes primaria y secundaria. Es una
cadena linear de moléculas de glucosa unidas por enlaces tipo B-1,4, estas
cadenas pueden formar enlaces de hidrogeno para dar agregados llamados
microfibras, con diferente grado de cristalizacién. Las propiedades de la
celulosa pueden variar dependiendo del grado de polimerizacion y el grado de
cristalizacion. La celulosa de bajo grado de cristalizacion es mas facilmente

degradada por enzimas.

La celulasa es un sistema de enzimas que incluye endo-glucanasa, exo-
glucanasa y celobiasa. La endo-glucanasa hidroliza al azar los enlaces de
glucosa B-1,4 en la cadena, mientras que la exo-glucanasa solamente rompe
enlaces no reducidos del final, para dar glucosa o su dimero, celobiosa. La
celobiasa divide la celobiosa en dos moléculas de glucosa. La celobiosa inhibe
fuertemente la actividad de la endo y la exo-glucanasa, asi la celobiasa es

necesaria en el complejo de celulasa.
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V.1.3 UTILIZACION DE ENZIMAS COMERCIALES EN LA
ELABORACION DEL VINO

Desde comienzo de los afos 1950, las pectinasas han sido utilizadas en
el procesado de frutas para la obtencién de zumo. Estas enzimas proporcionan
mayor rendimiento en la extraccion de zumo y otros compuestos deseables
desde las células, con cortos y efectivos tiempos de prensado. También
clarifican el zumo rapidamente mediante la ruptura de grandes unidades de
polisacaridos, que de lo contrario, permanecerian en suspension en la solucion
y reducen la viscosidad del zumo y mejora la filtracion del producto. Los
preparados enzimaticos de pectinasa también han sido comunmente utilizados
en la elaboraciéon del vino desde comienzos de 1970, sobre todo para
conseguir un mayor rendimiento del mosto en el estrujado de la uva y para
facilitar la clarificacion. La adicion de pectinasas exdgenas suele ser
beneficiosa, porque aunque ellas estan de forma natural en los frutos, se
encuentran en cantidades mas bajas que las necesarias para hidrolizar toda la
pectina del mosto (Felix y Villettaz, 1983). La mayoria de las pectinasas propias
de la uva y aquellas que se utilizan en la elaboracion del vino, contienen
actividad PE y endo-PG y podrian contener también PL y/o proteasa.
Recientemente, las empresas que fabrican los enzimas han modificado los
preparados de pectinasas, adicionando pequefas cantidades de enzimas
celulasa y hemicelulasa y poder conseguir asi una mayor ruptura de las células
y de la estructura del fruto (Plank y Zent, 1993). Estos sistemas enzimaticos de
maceracion han mejorado las propiedades para el procesado de la uva cuando
se compara con pectinasas solamente (Harbord et al., 1990).

La aplicacion de pectinasas en la uva blanca y en menos extension en la
uva tinta, tiene beneficios econémicos al incrementar el rendimiento total de
mosto, reduciendo el tiempo de prensado y de la clarificacién y facilitando el
proceso de filtracion (Ough y Crowell, 1979; Felix y Villettaz, 1983; Capdeboscq
et al., 1994).
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Ya hace anos que se observo que la aplicacion de estos preparados
comerciales enzimaticos ahora llamados también enzimas de maceracion, en
mostos tintos podria mejorar la extraccion del color y los compuestos fendlicos
de la uva tinta. Numerosos estudios han mostrado que los enzimas pectoliticos
y los enzimas de maceracion promueven la extraccion del color y mejora la
calidad del vino tinto (Ough y Berg, 1974; Ough y Crowell, 1979; Felix y
Villettaz, 1983; Zent y Inama, 1992). En otro estudio con vinos tintos, se
encontré que las pectinasas producen una rapida extraccion de compuestos
fendlicos y que se requiere un 20% menos de tiempo de contacto para alcanzar

el mismo color que el control (Ough et al., 1975).

De todas formas, los resultados que se han encontrado referentes a la
utilizacién de estos preparados comerciales para la extracciéon de color de las
uvas no siempre han sido coincidentes. Haight y Gump (1994) encontraron un
incremento en el color de los vinos tratados con enzimas pero sin mostrar
diferencias significativas respecto el vino control. Otros han encontrado que la
pectinasa y los enzimas de maceracion pueden no producir ningun beneficio o
incluso causar una disminucidn en el contenido de antocianos y en el color del
vino (Wightman y Wrolstad, 1995; Wightman et al., 1997). Parte de los
resultados negativos han sido atribuidos a la presencia de actividad f-
glucosidasa en los preparados comerciales. Esta actividad fue identificada en
extractos enzimaticos de Aspergillus por Huang (1955), quien encontré que
tenia un efecto de decoloracién sobre los pigmentos extraidos de varios frutos,
incluida la uva. La decoloracion es debida a la hidrdlisis enzimatica de la
glucosa de los antocianos. La f-glucosidasa ha sido encontrada en los
preparados enzimaticos de pectinasa en numerosas ocasiones (McCleary y
Harrington, 1988; Martino et al., 1994), siendo también identificada en
preparados de pectinasas en la elaboracién del zumo y del vino (Wightman y
Wrolstad, 1995; Wightman y Wrolstad, 1996).

La actividad de los enzimas de maceracion es menor en mostos con
bajos valores de pH y a bajas temperaturas. También su actividad se ve

afectada durante la vinificacion, viéndose inhibidas por el incremento en el
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contenido de etanol durante la fermentacion y por el aumento de los niveles de
los compuestos fendlicos. Los enzimas son proteinas y se pueden enlazar y
precipitar con taninos extraidos durante el proceso de maceracion. Otro factor a
tener en cuenta cuando se utilizan estos enzimas es la concentracién a la cual
se aplican (Neubeek, 1975). Muestras de vinos de Bulgaria tratados con
pectinasas al 0,3%, mostraron un 18% mas de color que el vino control, pero
los tratados con un 0,7% del mismo enzima, mostraron un 60% menos de color

que el vino control (Neubeek, 1975).

V.1.4 ACTIVIDADES DE LOS ENZIMAS DE MACERACION DE
PECTINASAS UTILIZADOS EN LA ELABORACION DEL VINO

Los preparados enzimaticos son comunmente material extracelular
producido en fermentaciones controladas, generalmente de Asperqillus niger.
Aunque todas las enzimas son producidas por el mismo organismo, las
preparaciones de enzimas de maceracion disponibles actualmente en el
mercado enoldgico son muy distintas. Tanto la concentracién en pectinasas de
dichas preparaciones como la naturaleza de su actividad dependen de la cepa
de Aspergillus, de las condiciones de fermentacidén para la produccion (medio
sélido o liquido) y de la naturaleza del sustrato fermentado. La distinta
naturaleza de los enzimas presentes en estas preparaciones y su nivel de
actividad condicionan la eficacia de los productos. En la mayoria de los casos,
la actividad enzimatica de las preparaciones comerciales viene expresada en
unidades propias de cada fabricante. Generalmente se trata de nhomenclaturas
globales que no hacen distincion entre las distintas pectinasas. Estos
preparados, usualmente contienen otras actividades como: glicosidasa,
esterasas, proteasas, hemicelulasas y celulasas, que refuerzan la accion de las
pectinasas en sentido estricto. Estas actividades presentes en los preparados

comerciales enzimaticos pueden variar ampliamente entre los fabricantes
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(Neubeek, 1975). La mejora en la purificacion y especificidad de los preparados
enzimaticos comerciales podrian ser obtenidos en el futuro por ingenieria
genética al mejorar o inhibir la expresion de genes de enzimas particulares

(Voragen y van den Broek, 1991).

Otra actividad que también puede estar presente en los enzimas de
maceracion es la fenol esterasa (Canal-Llaubéres y Barbe, 1995). El efecto de
esta actividad sobre el color del vino tinto ha recibido pequena atencion, pero
podria ser importante. Su presencia es detectada normalmente por una
disminucién de los ésteres de los acidos hidroxicinamicos con acido tartarico de
la uva, acompafiado por el incremento de sus respectivos acidos libres
(Wightman et al., 1997). La conversion del acido caftarico en acido cafeico en
el mosto podria influir en la pérdida de antocianos por oxidacion (Sarni et al.,
1995), ya que la desesterificacion incrementa la actividad de la polifenol
oxidasa (Gunata et al., 1987). Sin embargo, su presencia puede también tener
un efecto inhibidor sobre la actividad polifenol oxidasa (Madini et al., 1997). Un
segundo efecto importante de la produccion de acidos hidroxicinamicos libres
tales como el p-cumarico y ferulico, es que son sustratos para la formacion de
etil y vinil-fenoles, los cuales pueden tener dos efectos contrapuestos. Por un
lado pueden perjudicar el aroma de los vinos por ser substratos para la
formacion de vinil-fenoles pero también pueden formar polimeros condensados

con la malvidina, contribuyendo de esta manera a estabilizar el color del vino.
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V.2 RESULTADOS

Tal y como se ha descrito previamente, se llevaron a cabo tres
vinificaciones: una vinificacion testigo (T), una vinificacion con el enzima
Rapidase Excolor (DSM), (E1) y otra vinificacion con el enzima Lallzyme
(Lallemand), (E2). Las experiencias se realizaron con uvas de las vendimias de
2001 y 2002, en depdsitos de 12 litros y por triplicado a partir de 10 kg de uva,
con un tiempo de maceracion de 15 dias. La adicién de estos enzimas se

realizd al comienzo de la maceracion y la dosis aplicada fue de 2 g/HI.

La medida de intensidad de color en este capitulo se ha realizado de dos
maneras diferentes: como la suma de las absorbancias a 420, 520 y 620 (IC) y
también no teniendo en cuenta la componente azul (ICcorregida). Segun
Revilla y Gonzalez-San José (2001 y 2003a) el vino elaborado sin adicion de
enzimas presenta mayor cantidad de coloides en suspensidén que los vinos
tratados con enzimas, los cuales incrementan la aborbancia a 620, dando lugar
inicialmente a un vino aparentemente mas oscuro. Con el tiempo esos coloides

precipitan al adquirir un tamafio muy grande.

V.2.1 CARACTERISTICAS QUIMICO-FiSICAS DE LA UVA EN EL
MOMENTO DE VENDIMIA

La tabla V.1 muestra las caracteristicas quimico-fisicas de la uva en el
momento de vendimia ya que la evolucion de la vinificacion y el efecto de
diferentes practicas podrian verse influencias por éstas. Los antocianos y los
taninos, compuestos que juegan un papel importante en el color y gusto de los
vinos, varian como ya hemos visto en el capitulo IV con la madurez de la uva y

por las condiciones climaticas durante su crecimiento.

En el 2002 tuvo lugar una inusual lluvia durante el verano que produjo un

aumento del tamafo del grano de la uva. El indice de polifenoles totales es
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mayor en el 2002, mientras que el contenido de antocianos totales es
ligeramente superior en el 2001. El contenido de azucar y la acidez fue mayor
en el 2002, pero esta diferencia en la acidez no es detectada en los vinos, ya

que la acidez del mosto es corregida durante la vinificacién.

Tabla V.1 Caracteristicas quimico-fisicas de la uva en el momento de vendimia de los afios
2001 y 2002.

Caracteristicas Ano

2001 2002
Peso de 100 bayas (g) 124,0 209,2
°Be 13,2 13,7
Acidez Total (mg/L) 4.4 54
pH 3,8 3,7
IPT 27,4 29,4
Antocianos totales (mg/L mosto) 325,3 3171
Antocianos totales Lamadon(mg/kg uva) 975,9 951,4
Antocianos totales HPLC (mg/kg uva) 770,4 708,8

V.2.2 PARAMETROS DE COLOR DE LOS VINOS DE 2001

La tabla V.2 muestra los parametros de color de los diferentes

tratamientos al finalizar la fermentacién alcohdlica en el afio 2001.

La vinificacion testigo muestra valores de IPT, %520, L*, a* y b* mas
bajos que las vinificaciones tratadas con enzimas, mientras que los valores de
%420 son mayores, proporcionandole al vino testigo un valor de tono mas alto.

La mayor presencia de coloides en suspension en el vino testigo
explicaria la mayor oscuridad presentada por este vino (valor de L* mas bajo)
(Revilla y Gonzalez-San José, 2001 y 2003a). El contenido de antocianos y la
intensidad de color (IC corregida) es mayor en el tratamiento E2, no

encontrandose en cambio diferencias significativas en estos parametros entre
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el tratamiento E1 y el testigo. En los vinos tratados con enzimas el porcentaje
de color rojo es superior. Valdés Sanchez y Regodon Mateos (1994) y Revilla y
Gonzalez-San José (2002a) también encontraron que en el vino tratado con
enzima predominaba el color rojo debido a la presencia de una mayor cantidad

de antocianos, mostrando, ademas, un valor de tono mas bajo que el testigo.

Tabla V.2 Parametros de color de las diferentes vinificaciones al finalizar fermentacion
alcohdlica en la elaboracion del 2001. Letras diferentes en la misma fila muestran diferencias
significativas segun el test LSD (p> 95%), n=3. Abreviaciones: IC: intensidad de color, IC*:
intensidad de color corregida, AT: antocianos totales, IPT: indice de polifenoles totales, %520:
porcentaje de color rojo, %420: porcentaje de color amarillo, %620: porcentaje de color azul.

Parametros T E1 E2
IC 17,3 a 17,5 a 18,1 a
IC* 15,7 a 16,0 ab 16,5b
Tono 0,47 b 0,43 a 0,42 a
%420 289b 275a 27,2 a
%520 61,8 a 63,9b 64,4 b
%620 93b 8,6a 8,5a
IPT 62,1 a 70,2b 68,0 b
AT (mg/L) 547,1a 560,4 a 570,1b
L* 8,1a 10,5b 10,4 b
a* 37,7 a 419b 41,8b
b* 13,9 a 18,1b 17,9b
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V.2.3 EVOLUCION DE LOS PARAMETROS DE COLOR DE LOS
VINOS DE 2002

V.2.3.1 EVOLUCION DE LOS PARAMETROS DE COLOR DURANTE LA
VINIFICACION

En las graficas V.1, V.2 y V.3 y en la tabla V.3 se puede observar la
evolucion del contenido de antocianos totales, antocianos monomeros vy
polimeros, indice de polifenoles totales, intensidad de color y tono, L*, a* y b*

durante la maceracion hasta fin de fermentacion malolactica del afio 2002.

V.2.3.1.1 Antocianos totales

La maxima extraccion de antocianos tiene lugar sobre el dia 6 de
maceracion. Las diferencias en el contenido de antocianos entre las distintas
vinificaciones son mas bien pequefas, aunque con las enzimas se consigue
extraer mas antocianos sobre el dia 3 de maceracion, mostrando en este
momento los vinos tratados con enzimas las mayores diferencias respecto al
testigo. Wightman et al. (1997) también encontraron las mayores diferencias
entre los tratamientos con enzimas y el testigo en los dos primeros dias de
fermentacion. En ese momento, los enzimas pectoliticos estan disgregando las
paredes celulares, produciéndose una mayor extraccion de los antocianos
presentes en las vacuolas. Después de la extraccion maxima de antocianos,
tiene lugar un descenso hasta fin de fermentacion malolactica, siendo éste mas
acusado para la vinificacion testigo. En este momento, el contenido de
antocianos es similar para las vinificaciones E1 y E2, mientras que el vino
testigo presenta un valor de antocianos un poco mas bajo. Pardo et al. (1999),
al igual que nosotros, encontraron pequenas diferencias en el contenido de

antocianos en vinos tratados con Rapidaxe Excolor y el testigo. Tampoco
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Palacios et al. (2003) obtuvieron mayor contenido de antocianos en vinos de

Cabernet Sauvignon y Syrah tratados con tres preparados enzimaticos.

Grafica V.1 Evolucion de los antocianos totales desde el estrujado hasta fin de fermentacion
malolactica de las distintas vinificaciones del afio 2002. Cada punto corresponde a la media de
tres muestras y las barras de error indican el error estandar de la media. Descube: 1-Oct-02,
Fin Fermentacion Alcohdlica: 24-Oct-02, Fin Fermentacion Malolactica: 15-Nov-02.
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V.2.3.1.2 indice de polifenoles totales (IPT)

La extraccion de fenoles totales es continua durante los 15 dias de
maceracion, aunque esta extraccion es mas acusada durante los primeros dias
de fermentaciéon. Con la adicion de enzimas se consiguen valores del indice de
polifenoles totales mayores que en el vino testigo, desde el comienzo de la
fermentacion hasta final de maceracion, resultado encontrado también por

Parley (1997). Pardo et al. (1999) indicaron que con la utilizacion enzimas se
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extraen mas fenoles de las partes sdlidas de la uva. La disgregacion de las
paredes celulares provocada por los enzimas, favorece la degradacion de los
tejidos y la disolucién del contenido de la pared celular, incluyendo antocianos y
otros compuestos fendlicos, especialmente taninos condensados y ligados a
polisacaridos. Cuando la maceracion ya esta mas avanzada, el etanol y no los
enzimas seria el responsable de la continua extraccion de taninos. Segun
Valdés Sanchez y Regoddén Mateos (1994) la mayor o menor rapidez con que
se extraigan los compuestos fendlicos influye en gran medida en las diferentes
combinaciones que puedan presentar estos compuestos y por consiguiente, en

las caracteristicas cromaticas que presente el vino.

Grafica V.2 Evolucion del indice de polifenoles totales (IPT) desde el estrujado hasta fin de
fermentacién malolactica de las distintas vinificaciones del afio 2002. Cada punto corresponde
a la media de tres muestras y las barras de error indican el error estandar de la media.
Descube: 1-Oct-02, Fin Fermentacion Alcohdlica: 24-Oct-02, Fin Fermentacion Malolactica: 15-
Nov-02.

55
50 +
45
|_
o
40
35 —— T
—A— E1
—m— E2
30 T T T T
21-Sept-02 9-Oct-02 27-Oct-02 14-Nov-02

Fecha

142



Enzimas y calidad del vino

Durante la maceracion, las mayores diferencias en el contenido de
fenoles totales entre los tratamientos con enzimas y el testigo son encontradas
entre el dia 9 y 15, mostrando ademas el vino elaborado con E2 mayores
valores de estos compuestos que el elaborado con E1. Palacios et al. (2003),
probando diferentes enzimas, obtuvieron una mayor liberaciéon de taninos con
la enzima mas rica en proteasa acida. Revilla y Gonzalez-San José (2001)
también observaron la actuacion de los enzimas sobre otros compuestos

fendlicos diferentes a los antocianos.

Después de maceraciéon hasta final de fermentaciéon malolactica el
contenido de fenoles totales sufre un ligero descenso, disminuyendo las
diferencias entre los vinos tratados con enzimas, aunque siguen mostrando

valores mas altos que el testigo.

Se debe destacar que el contenido de fenoles y antocianos obtenidos en
las vinificaciones del 2002 al final de fermentacion alcohdlica son mas bajos
que en el 2001, lo cual puede ser debido al mayor tamafo de grano presentado
por la uva del 2002, ya que va a proporcionar una relacién sélido/liquido mas
baja, dando lugar a vinos con menor intensidad de color y también, menos
oscuros. Por otro lado, aunque los vinos tratados con enzimas presentan
caracteristicas de color practicamente similares al final de fermentacién
alcohdlica en los dos afos de elaboracién, los estudios del aino 2002 muestran
que durante la maceracién se comportan de manera diferente, ya que con la
adicion del enzima E2 la extraccidon de compuestos fendlicos es mas rapida
que con E1, pero también sufre mayor pérdida de estos compuestos con el

avance de la fermentacion.

V.2.3.1.3 Intensidad de color y tono

Durante la maceracion, la intensidad de color entre los tratamientos con
enzimas y el control también presenta la mayor diferencia sobre el dia 3. El
valor maximo de intensidad de color es alcanzado sobre el dia 6, como

consecuencia de la mayor concentraciéon de antocianos y también a un alto
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contenido de taninos en el medio. Después, tiene lugar un descenso en todas
las vinificaciones hasta finalizar el tiempo de contacto. El tratamiento E2
muestra valores de intensidad de color superiores al tratamiento E1 y al testigo

durante toda la maceracion.

Otros autores, estudiando los efectos de la enzima Rapidase Excolor,
también encontraron pequefios efectos de esta enzima sobre la intensidad de
color (Wightman et al., 1997; Watson et al., 1999), aunque Clare et al. (2002)
indicaron que la enzima Rapidase Excolor podria tener mayores efectos sobre

las caracteristicas de color del vino, cuando fuera aplicada a escala industrial.

Después de maceracion hasta final de fermentacion alcohdlica, la
intensidad de color se incrementa en todas las vinificaciones, debido
posiblemente a la recuperaciéon del color por parte de algunos antocianos
incoloros al oxigenarse el vino, para volver a disminuir hasta final de
fermentacion malolactica. En este momento, el vino E2 es el mas coloreado,

reduciéndose ademas las diferencias entre los vinos testigo y E1.

En cuanto al tono, se produce un incremento importante en los valores
de este parametro a lo largo de la vinificacion como consecuencia de la
continua extraccion de los compuestos fendlicos de color amarillo durante la
maceracion y también a los procesos de oxidacidén y polimerizaciéon de estos
compuestos. En general durante todo el proceso, los tratamientos con enzimas
presentan un valor del tono mas bajo que el testigo, resultado obtenido también
por Pardo et al. (1999). Después de 15 dias de maceracién y al final de
fermentacion malolactica, las diferencias en el valor del tono se reducen entre
el tratamiento E1 y el testigo. El tratamiento E2 es el que muestra en todo

momento, valores de tono mas pequefos.
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Grafica V.3 Evolucion de la intensidad de color desde el estrujado hasta fin de fermentacion
malolactica de las vinificaciones del afio 2002. Cada punto corresponde a la media de tres
muestras y las barras de error indican el error estandar de la media. Descube: 1-Oct-02, Fin
Fermentacion Alcohdlica: 24-Oct-02, Fin Fermentacion Malolactica: 15-Nov-02.
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V.2.3.1.4 Parametros L*, a* y b*

Los parametros L*, a* y b* muestran una evolucion similar en todos los
vinos y alcanzan los valores mas bajos al final de fermentacion alcohdlica

coincidiendo con el incremento de la intensidad de color.

Una vez finalizada la fermentacion alcohdlica, al igual que ocurre
después de maceracion, no se observan grandes diferencias en los valores de
estos parametros entre los diferentes vinos. Al final de fermentacién
malolactica, los valores de L*, a* y b* se incrementan y ademas, también
aumentan las diferencias entre los diferentes vinos, siendo E2 el vino mas
oscuro y con mayores tonalidades violetas (valores de L* y b* mas bajos), no

observandose en cambio, grandes diferencias entre los vinos testigo y E1.

Tabla V.3 Cambios de los valores de L*, a* y b* con sus desviaciones estandar de las distintas
vinificaciones del afio 2002 a los 15 dias de maceracion, fin de fermentacién alcoholica (FFA) y
fin de fermentacion malolactica (FFM).

Vinificacién Dias L* a* b*

15 17,9+0,76 51,3+0,85 30,3+1,16

T FFA 14,4 +0,74 46,6 +0,97 24,6 +1,22

FFM 19,7+0,89 52,1+0,9 32,1+1,11

15 17,9+1,01 51,1+1,13 30,3+1,51

E1 FFA 145+0,66 47,0+0,78 24,9+1,09

FFM 20,0+0,72 526+0,7 32,6+0,77

15 171+1,22 50,1+1,46 29,2+1,94

E2 FFA 14,4+0,82 47,0+1,00 24,7+1,36

FFM 18,1+2,35 50,6+2,39 29,9+3,04

146



Enzimas y calidad del vino

V.2.3.2 PARAMETROS CROMATICOS Y COMPUESTOS FENOLICOS DE
LOS VINOS ELABORADOS EN EL 2002 DURANTE SU CONSERVACION
EN BOTELLA

V.2.3.2.1 Parametros de color espectrofotométricos

La tabla V.4 muestra las caracteristicas cromaticas de los vinos de 2002

en el momento del embotellado y a los 8 meses de envejecimiento en botella.

En el momento del embotellado, no se observan diferencias
significativas en los parametros de color entre los diferentes vinos, excepto en
el contenido de taninos totales, que es mayor en los vinos tratados con
enzimas. Todos los vinos experimentan un incremento en los valores de
intensidad de color, debido posiblemente a la formacién de compuestos de
color violeta resultantes de la union entre antocianos y taninos mediada por
acetaldehido, haciendo por tanto a los vinos mas oscuros (valores de L* mas
bajos) que al final de fermentacién malolactica. En este momento, el vino E2
muestra una intensidad de color ligeramente mayor (aunque las diferencias no
son significativas) que los vinos testigo y E1, lo cual puede ser debido a un
estado de polimerizacion de los antocianos ligeramente mayor (Wightman et
al., 1997). Todos los vinos presentan un elevado estado de polimerizacion de
los taninos como indican los valores del indice de HCI y la fraccion de taninos

polimeros.

También fueron analizados el contenido de metanol y acidez total (datos
no mostrados) de los diferentes vinos, siendo mayores en los vinos tratados
con enzimas y estando por debajo del limite legal en el caso del metanol. Los
preparados enzimaticos comerciales pueden contener actividad pectin-metil-
esterasa que produce la liberacion de metanol y también pueden generar una
mayor extraccion de los acidos presentes en las vacuolas y la liberacion del
acido galacturonico por degradacion de las pectinas, dando lugar a aumentos
en la acidez total (Revilla y Gonzalez-San José, 1998 y 2002a; Pérez-Magarifio

y Gonzalez-San José, 2000).
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Después de ocho meses en botella, siguen produciéndose procesos de
degradacion de los compuestos fendlicos, como reflejan los descensos en la
concentracion de antocianos y sus respectivas fracciones, de los taninos
polimeros y en los valores del indice de clorhidrico, dando lugar por tanto a
vinos con menor intensidad de color y mayor tono. En este momento, no se
observan diferencias significativas entre los tratamientos con enzimas, aunque
estos vinos muestran valores de IPT, taninos mondmeros y taninos totales
mayores que el vino testigo, y valores de tono ligeramente mas bajos. Pardo et
al. (1999) y Palacios et al. (2003) observaron, que tras un periodo largo de
maduracion, tenia lugar una pérdida en el contenido de compuestos fendlicos,
dando vinos mas claros, pero los vinos tratados con enzimas mostraban
significativamente mayor contenido de antocianos, taninos y mayor de
intensidad de color y un tono mas bajo que el vino control, demostrando que el

vino tratado con enzima evoluciona mas lentamente que el control.

Revilla y Gonzalez-San José (2001) indicaron que, aunque la presencia
de enzimas modifique el proceso de extraccidn de los compuestos fendlicos,
alterando el color desde el principio de maceracion, esto no implica, que los
vinos resultantes tengan siempre mayor intensidad de color. En algunas
ocasiones se produce una gran extraccion de antocianos durante la
elaboracion, que posteriormente se pierden si no son estabilizados por otros
compuestos del vino. Pero también es posible el caso contrario, un incremento
de color durante el almacenamiento si el enzima promueve la extraccion de
otros compuestos de la uva (procianidinas) que inducen la formacién de

compuestos coloreados estables.
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Tabla V.4 Cambios de los parametros cromaticos de los vinos de 2002 en el momento de su
embotellado y transcurridos 8 meses en botella. Letras diferentes en la misma fila y para cada
periodo estudiado muestran diferencias significativas segun el test LSD (p> 95%), n=3.
Abreviaciones: IC: intensidad de color, IC*: intensidad de color corregida, AT: antocianos
totales, AM: antocianos mondémeros, AP: antocianos polimeros, IPT: indice de polifenoles
totales, TM: taninos mondémeros, TO: taninos oligdmeros, TP: taninos polimeros, TT: taninos
totales, %520: porcentaje de color rojo, %420: porcentaje de color amarillo, %620: porcentaje
de color azul.

Parametros T E1 E2 T E1 E2
t=0 meses botella t=8 meses botella

IC 99a 99a 11,1a 9,7a 99a 9,8a
IC* 8,8a 8,8a 9,8a 8,5a 8,7a 8,6a
Tono 0,61a 0,60 a 0,60 a 0,69 a 0,66 a 0,67 a
%420 37,7a 375a 373a 40,6 a 39,8a 40,2 a
%520 62,3 a 62,5a 62,7 a 59,4 a 60,2 a 59,8 a
%620 11,0 a 10,5a 11,3a 13,1a 124 a 124 a
IPT 441 a 47.8b 47,4 ab 42,7 a 46,2 b 47,3 b
AM (mg/L) 99,0a 109,0a 97,4 a 90,7 a 93,7 a 98,2 a
AP (mg/L) 80,9a 78,0a 92,1a 96,9 a 97,1a 989 a
AT (mg/L) 364,2 a 389,1a 369,5 a 2553 a 2554 a 272,8 a
L* 15,8 a 16,5 a 14,1 a 13,3 a 13,9 a 14,2 a
TM (mgl/L) 543 a 78,8 a 752 a 63,3 a 78,1 ab 91,7b
TO (mgl/L) 203,0 a 180,0 a 1749 a 126,4 a 116,8 a 126,1 a
TP (mg/L) 690,3 a 689,3 a 716,2b 375,5a 501,4 a 464,4 a
TT (g/L) 1,7 a 19b 20b 1,6 a 19b 20b
indice HCI 329a 289 a 35,6 a 32,1a 31,3a 27,0a

Aunque nosotros no hemos encontrado diferencias significativas durante
el periodo de conservacion de los vinos, parece observarse una tendencia a
que el vino tratado con el enzima E1 presente un color mas estable, pues

evoluciona muy poco en ocho meses en botella, mostrando ademas, los
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valores mas altos de %520 y los mas bajos de %420. Tal vez esto pueda ser
debido una mayor extraccién por parte de este enzima de mas taninos, los
cuales bloqueen y estabilicen a los antocianos y al color. Ademas, éste vino
junto con E2, poseen un valor del indice de polifenoles totales mas alto que el

testigo, confiriéndole al vino mayor sensacién de cuerpo y estructura.

Zamora (2003a) citando a Canal-Llaubéres (1990) y Alliata (1995), indica
que con el empleo de tiempos de maceracion cortos, los vinos tratados con
enzimas presentan un claro incremento en el contenido de compuestos
fendlicos, antocianos e intensidad de color. En cambio, en el caso de
maceracion prolongada, las diferencias, aunque también son favorables para el
vino tratado con enzimas, son relativamente mas pequefas y esto coincide con
nuestras observaciones. Los enzimas podrian ser mas utiles en casos de
vendimias no muy maduras, para acelerar la extraccion del color y parte de los
taninos de la piel en las primeras fases de la maceracién. Asi se obtienen vinos
con suficiente color sin necesidad de forzar la maceracion, evitando una fuerte
extracciéon de los taninos de las semillas, los cuales le proporcionarian al vino
mayor astringencia y dureza. En el caso de la uva madura, como los
antocianos son mas facilmente extraibles, se pueden utilizar maceraciones mas
largas sin riesgo de obtener un exceso de astringencia, pero en este caso la

eficacia de la utilizacion de los enzimas resultaria mas dudosa.

Tal vez para conseguir un efecto mas importante con los enzimas en la
elaboracion de vinos tintos seria necesario incrementar la dosis aplicada como
han comprobado otros autores (Revilla y Gonzalez-San José, 2002a, 2003a y
2003Db).

El analisis de componentes principales de los 3 vinos durante el periodo
de envejecimiento (Grafica V.4) mostré que todos los vinos disminuyeron sus
valores principalmente a través de la componente 1 (decreciendo L*, %520,
taninos totales y sus respectivas fracciones, antocianos totales y monémeros y
el indice de polifenoles totales e incrementando el contenido de antocianos
polimeros y el %620) excepto E2 que lo hace también a través de la

componente 2, sufriendo un gran descenso en los valores de intensidad de

150



Enzimas y calidad del vino

color y un gran incremento en los valores del porcentaje de color amarillo y de
tono, es decir, mostrando una evolucion de su color mucho mas rapida. En el
momento del embotellado, el vino E2 muestra una separacion clara respecto
los vinos testigo y E1, presentando mayor intensidad de color. Después de 8
meses en botella, el vino testigo muestra peor perfil cromatico que los vinos
tratados con enzimas a pesar de tener valores mas altos de %620, mientras

que E1 es el vino con mayor intensidad de color y menor tono.

Grafica V.4 Distribucion de los vinos elaborados en el 2002 durante su envejecimiento en
botella en un sistema de coordenadas bidimensional definido por dos componentes principales
(el porcentaje de varianza explicada por cada componente principal es mostrado entre
paréntesis). Abreviaciones: IC: intensidad de color, AT: antocianos totales, AM: antocianos
mondémeros, AP: antocianos polimeros, IPT: indice de polifenoles totales, TM: taninos
monomeros, TO: taninos oligémeros, TP: taninos polimeros, HCI: indice de clorhidrico, %520:
porcentaje de color rojo, %620: porcentaje de color azul, %420: porcentaje de color amarillo,
simbolos blancos: t=0 meses, simbolos oscuros: t=8 meses.
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V.2.3.2.2 Compuestos fendlicos individuales

La tabla V.5 muestra los valores de compuestos fendlicos individuales en
los vinos de 2002 en el momento del embotellado y después de 8 meses de

envejecimiento en botella.

En el momento del embotellado, no se observan diferencias
significativas entre los tratamientos con enzimas respecto al vino control en el
contenido total de antocianos monoglucésidos, acidos hidroxibenzoicos, flavan-
3-oles y flavonoles. Parley (1997) encontré que los vinos tratados con enzimas
presentaban valores mas altos de acido galico que el vino testigo, aunque las
diferencias no eran significativas, resultado similar al observado por nosotros.
El vino E1 presenta mayor contenido de cutarico y caftarico y bajo de cafeico,
como también mostraron Revilla y Gonzéalez-San José (2003b) con esa misma
enzima (Rapidase Excolor). La medida de la concentracion de acido cafeico
puede dar una idea de un tipo de actividad presentada por las enzimas de
maceracion, ya que cuando estas enzimas muestran actividad fenol esterasa,
los vinos tratados con enzimas presentan significativamente mas acido cafeico

y menos acido caftarico (Wightman et al., 1997).

Los vinos tratados con enzimas muestran una concentracion en
quercetina mayor que el vino testigo, resultados coincidentes con el trabajo de

Watson et al. (1999), mientras que el acido cafeico es mayor en el vino testigo.

También, los enzimas pueden presentar actividad p-glucosidasa, la cual
actua sobre el anillo B de la malvidina -3-glucosido generando acido siringico
(Piffaut et al., 1994). El similar contenido de estos acidos en los vinos tratados
con enzimas respecto el vino control, es indicativo de la pequena presencia de

estos tipos de actividad.

Después de ocho meses en botella, se observa un descenso importante
en el contenido de antocianos monoglucosidos, pero sin mostrar diferencias

significativas entre los vinos tratados con enzimas y el testigo.
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Tabla V.5 Compuestos fendlicos medidos en mg/L por HPLC de los vinos de 2002 en el
momento de su embotellado y después de 8 meses en botella. Letras diferentes en la misma
fila y para cada periodo estudiado muestran diferencias significativas segun el test LSD (p>

95%), n=3.

Compuestos fendlicos

Acido galico
Acido siringico
Acido protocatéquico

> Acidos hidroxibenzoicos

Acido cafeico
Acido ferulico
Acido p-cumarico

> Acidos hidroxicinamicos

Acido caftarico
Acido cutarico

> Esteres hidroxicinamicos

Catequina
Epicatequina
YFlavan-3-oles

Rutina
Quercitrina
Miricitina
Quercetina
Kampferol
ZFlavonoles

Delfinidina-3-Glucésido
Cianidina-3-Glucésido
Petunidina-3-Glucésido
Peonidina-3-Glucésido
Malvidina-3-Glucésido
ZAntocianos

T E1 E2
t=0 meses botella
15,7 a 18,2 a 18,2 a
2,8a 2,6a 2,6a
10,3 b 9,5ab 8,7a
289a 30,0 a 295a
2,3b 2,1a 2,1a
0,38 a 0,37 a 0,36 a
29a 2,6a 29a
56D 51a 54 a
8,4 ab 8,8b 8,0a
2,1ab 24b 20a
10,6ab 11,2b 10,0 a
12,3 a 14,0 a 11,4 a
8,4 a 9,2a 8,1a
20,7 a 23,2a 19,5a
0,0a 0,0a 0,0a
0,32 a 0,33 a 0,35a
6,6 a 6,5a 6,2 a
39a 4,6 ab 6,5b
0,0a 0,0a 0,0a
10,8 a 11,5a 13,1a
10,0 a 11,9a 10,0 a
25a 29a 25a
19,1 a 221a 179 a
9,8a 11,4 a 9,3a
81,6 a 62,4 a 74,3 a
123,0a 140,7a 1140a

T E1 E2
t=8 meses botella
19,1 a 23,0ab 23,3b
28a 2,7a 25a
14,4 a 15,0 a 13,2 a
36,3 a 40,7 b 39,1 ab
19a 21ab 24b

0,43 b 0,38 a 0,34 a
39a 35a 3,6a
6,2 a 6,0 a 6,4 a
8,3a 8,7a 79a
23ab 25b 2,2a
10,6 a 11,2a 10,1 a
13,4 b 10,5 ab 7.2a
7,2a 6,7b 48 a
20,6b 172ab 12,0a
0,0a 0,0a 0,0a
0,0a 0,0a 0,0a
8,8a 9,8a 95a
53a 6,5 ab 82b
0,0a 0,0a 0,0a
14,2 a 16,4ab 17,8b
4,8 a 53a 5,8a
1,5a 1,6 a 1,8a
8,4a 9,0a 10,2 a
49a 52a 59a
34,6 a 36,2 a 41,0a
54,3 a 57,3 a 64,8 a
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En el caso de los flavan-3-oles, éstos descienden solamente para los
vinos tratados con enzimas, mostrando el vino E2 valores mas bajos que el
testigo. Estos compuestos son altamente reactivos y estan involucrados en
procesos de condensacidén y polimerizacion entre ellos mismos y con los
antocianos y también en reacciones de oxidacion. La concentracion de los
acidos hidroxibenzoicos se incrementa como consecuencia de la hidrolisis de
sus correspondientes ésteres, siendo dicho incremento mayor para los vinos
tratados con enzimas. Algunos flavonoles también aumentan debido a la
hidrolisis de sus correspondientes formas glucosiladas, presentando de nuevo
los vinos tratados con enzimas valores mas altos que el testigo. Revilla y
Gonzalez-San José (2002b y 2003b) también encontraron mayores niveles de
acidos fendlicos y flavonoles en vinos tratados con enzimas tras doce meses
de envejecimiento en botella. Los acidos hidroxicinamicos y sus ésteres
practicamente se mantienen constantes, siendo el vino E2 el que presenta el
valor de acido cafeico mas alto. Un mayor contenido tanto de los acidos
fendlicos como de los flavonoles puede tener un efecto positivo sobre el color,
al generar copigmentos con los antocianos (Darias-Martin et al., 2001), los
cuales siguen formandose, aunque en menor proporcion, durante el

envejecimiento (Hermosin-Gutierrez, 2003).

V.2.3 ANALISIS SENSORIAL

En las graficas V.5, V.6 y V.7 se presentan los resultados de la cata
descriptiva de los vinos elaborados en la campana de 2002 en el momento de
su embotellado y transcurridos 8 meses en botella. En cada una de las graficas
se puede observar el analisis de fase visual, olfativa y gustativa de los

diferentes vinos.

La intensidad de cada uno de los atributos fue valorada en una escala de

cero a diez, dando mayor puntuacion a mayor sensacion. Para facilitar la
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compresion de los resultados, las puntuaciones del vino testigo fueron
normalizadas a un valor de cinco, comparando los vinos elaborados con

enzimas comerciales con él.

Con respecto al color, en el momento del embotellado, E2 es el vino de
mayor intensidad, con mayores tonalidades violetas, en cambio el vino E1,
presenta una intensidad de color mas baja que el testigo pero igual tonalidad.
Después de ocho meses en botella, los tratamientos con enzimas muestran
una intensidad y tonalidad superior al vino testigo, mostrando esta vez el vino

E1 los valores mas altos.

En cuanto al aroma, en el momento del embotellado, todos los vinos
presentan una intensidad similar, mientras que la calidad es un poco inferior en
los tratamientos con enzimas. El vino E2, muestra menor sensacién a vegetal,
fruta, confitura y a tostado, pero mayor sensacion a compota. El vino E1
presentd caracteristicas aromaticas muy similares al vino testigo, pero con
mayor sensacion a tostado. Después de ocho meses en botella, la intensidad
aromatica sigue siendo practicamente similar para todos los vinos, pero es el
vino E2 el de mayor calidad, con menores sensaciones a vegetal y a tostado
que el vino testigo y mas con recuerdos a confitura. El vino E1 muestra
mayores sensaciones a vegetal y compota y menores recuerdos a confitura,

tostados y especiados que el vino testigo y E2.

En boca, en el momento del embotellado, todos los vinos presentan
similar intensidad y persistencia, pero el vino E1 muestra menor calidad y
equilibrio, siendo el vino mas amargo, astringente, de mayor sequedad y verdor
y por tanto el menos maduro. Los vinos testigo y E2, muestran sensaciones
muy similares en boca, pero el vino E2 tiene mas cuerpo y es menos amargo y
astringente. Después de ocho meses en botella, no se observan grandes
diferencias en cuanto a la intensidad y calidad de los vinos. El vino E2 esta
menos equilibrado, mas amargo, astringente y seco que en el momento de su
embotellado. El vino E1 sigue siendo el menos equilibrado lo cual puede estar
relacionado con la gran sequedad, astringencia y verdor que causa en boca

pero incrementa su calidad.
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Grafica V.5 Evaluacion sensorial de la intensidad y tonalidad del color de los vinos elaborados
en el 2002 en el momento de su embotellado (grafica A) y después de 8 meses en botella
(grafica B). Cada punto es la media de la evaluacion de cinco catadores.
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Grafica V.6 Evaluacion sensorial del aroma de los vinos elaborados en el 2002 en el momento
de su embotellado (grafica A) y después de 8 meses en botella (grafica B). Cada punto es la

media de la evaluacion de cinco catadores.
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Grafica V.7 Evaluacion sensorial del gusto de los vinos elaborados en el 2002 en el momento
de su embotellado (grafica A) y después de 8 meses en botella (grafica B). Cada punto es la
media de la evaluacion de cinco catadores.
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Watson et al. (1999) encontraron que los vinos tratados con enzimas en
general presentaban mayor intensidad de color y tonalidad violacea, con
mayores sensaciones a fruta, vegetal, siendo vinos mas amargos, acidos,
astringentes y mayor cuerpo. Nosotros también encontramos mejores
caracteristicas de color y mayor contenido de compuestos fendlicos en los
vinos tratados con enzimas durante el proceso de vinificacion, aspecto muy
importante a tener en cuenta ya que son vinos que van a ser sometidos a
procesos de envejecimiento en barrica. Pero también es muy importante en un
vino tinto la estabilidad del color, la cual ha sido mas notable con la aplicacion
del enzima Rapidase Excolor (E1). Tal vez seria necesario como proponen
otros autores emplear una dosis mas alta de enzima para obtener resultados
mas eficaces ya que en relacion coste-efectividad es una herramienta segura

para mejorar la calidad de los vinos tintos.
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Taninos y calidad del vino

V1.1 INTRODUCCION

El nombre genérico de taninos engloba una mezcla heterogénea de
compuestos fendlicos con un peso molecular comprendido entre 500-3000

daltons y con variada composicién quimica.

El término tanino procede muy probablemente del vocablo celta "Tan",
que significa roble. Bajo este término genérico se incluyen muchas otras
familias de moléculas cuya unica caracteristica comun es la de presentar la

capacidad de unirse a las proteinas.

La utilizacion de tanino enolégico como coadyugante para la clarificacion
de los vinos blancos es una técnica muy antigua. Su utilidad para evitar el
sobreencolado que genera el uso de la gelatina es indiscutible y por esta razén
ha sido utilizado ampliamente en bodega para tal fin. No obstante, en los
ultimos tiempos su empleo estaba cayendo en desuso al verse desplazada la

gelatina por otros clarificantes como la bentonita y el gel de silice.

El tanino enolégico ha cobrado una nueva utilidad, basada en su
participacion en la estabilizaciéon del color de los vinos tintos. Su uso en la
vinificacién en tinto es aconsejado por muchos profesionales y paralelamente a
ello, la presencia de diferentes preparados a base de tanino enoldgico crece

continuamente en los catalogos de las empresas suministradoras.

VI1.1.1 CLASIFICACION DE LOS TANINOS ENOLOGICOS

Los taninos enolégicos pueden clasificarse en dos grandes grupos:
taninos condensados o procianidinas y taninos hidrolizables. A su vez, los
taninos hidrolizables se subdividen en taninos galicos o galotaninos y en

taninos elagicos o elagitaninos.
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V1.1.1.1 TANINOS CONDENSADOS O PROCIANIDINAS

Los taninos condensados son los taninos naturales de la uva y del vino.
Ellos son, por tanto, los responsables de la astringencia, de parte del sabor
amargo, del cuerpo o estructura y naturalmente de la estabilizacion del color
del vino tinto, gracias a su capacidad para combinarse con los antocianos. Por
tanto, la principal fuente de taninos condensados del vino es la propia uva. No
obstante, existen otras fuentes vegetales de tanino condensado como el

qguebracho, aunque este ultimo aporta también algo de tanino elagico.

La Figura VI.1 muestra la estructura quimica de los taninos
condensados. En ella se puede comprobar que los taninos condensados son,
en realidad, polimeros de la (+)-catequina y (-)-epicatequina. Algunas unidades
del polimero pueden incluir un grupo OH suplementario (R1 en la Figura). En
este caso se hablaria de galocatequina y/o epigalocatequina. Si la molécula
incluye tan solo unidades de catequina y/o epicatequina, se denomina
procianidina, mientras que si se incluyen unidades de galocatequina y
epigalocatequina se denomina prodelfinidina (Souquet et al., 1996; Cheynier et
al., 2000b).

Asimismo, algunas unidades del polimero pueden incluir una molécula
de acido galico esterificada en el carbono 3 (R2 en la Figura). En este caso
hablariamos de una unidad de catequina galoilada (Souquet et al., 1996;
Cheynier et al., 2000b).

Estas moléculas pueden presentar un numero muy elevado de unidades,
ya que los grados de polimerizacion medios son del orden de 11 en las semillas
(Poinsaut, 2000) y de 30 en los hollejos (Sarni Manchado et al., 1999), si bien
el grado de polimerizacién medio en los vinos se situa alrededor de 7 (Ribéreau
Gayon et al., 1998a).

Las semillas de la uva contienen exclusivamente procianidinas, mientras
que los hollejos contienen procianidinas y también prodelfinidinas. A su vez, la
procianidinas de las semillas contienen un cierto nivel de unidades galoiladas,

mientras que las de la piel no (Cheynier et al., 2000b; Vivas, 2001).
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Evidentemente, gran parte de las propiedades quimicas, asi como sus

implicaciones sensoriales dependen de la estructura de estas moléculas.

El grado de polimerizaciéon, asi como la presencia de unidades
galoiladas parece ejercer una gran influencia sobre la astringencia. Asi, ésta
crece con el grado de polimerizacion y también con el porcentaje de unidades
galoiladas (Cheynier et al., 2000b).

Figura V1.1 Estructura quimica de los taninos condensados.

a ooy )

OH

R4 = H, Procianidinas

R, = Ri=OH, Prodeffinidinas
1

R2 = HO, Acido galico

S

VI1.1.1.2 TANINOS HIDROLIZABLES

Los taninos hidrolizables no se encuentran de forma natural en la uva, si
bien pueden estar presentes en el vino gracias al contacto del mismo con la
madera de las barricas (Vivas, 2001). La Figura VI.2 muestra la estructura
quimica de los taninos galicos o galotaninos. En ella se puede ver que estas

moléculas presentan una composicion relativamente mas simple que los
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taninos condensados. Basicamente, consisten en una molécula de glucosa que
tiene sus grupos OH esterificados en mayor o menor medida con el acido
galico. Las principales fuentes de taninos galicos son la nuez de agallas, la tara
y el miribalano, aportando esta ultima fuente vegetal también algo de tanino

elagico.

Figura V1.2 Estructura quimica de los taninos galicos o galotaninos.

4 N

G: Acido galico

0-G

k Pentagalil-glucésido /

La Figura VI.3 muestra la estructura quimica de los taninos elagicos o
elagitaninos. Como se puede ver, su estructura es mas compleja. Las
principales fuentes de estos taninos son la madera de roble y de castafio. Los
preparados de tanino de quebracho y de mirobalano también aportan ciertas

cantidades de tanino elagico

En cuanto a la contribucidn organoléptica, los taninos galicos presentan
sabor amargo y son ligeramente astringentes. Afortunadamente, la madera de
roble no posee una gran cantidad de este tipo de taninos y por tanto su

contribuciéon al sabor del vino sera minima. Los taninos elagicos también
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participan en la sensacion de astringencia y afladido en exceso puede producir

efectos negativos al marcar excesivamente el vino con lo que se denomina

"sabor a tablon”.

Figura V1.3 Estructura quimica de ocho taninos elagicos o elagitaninos.

HO O O OH Vescalagina (R, = H; R, = OH)

Castalagina (R, =OH; R, =H)
/N Granadinina (R, = H; R, = Lixosa)
Roburina E (R, = H; R, = Xilosa)

OH HO OH

HO

OH HO OH

HO,

Roburina A (R, = H; R, = OH)
Roburina D (R, = OH; R, = H)
Roburina B (R, = H; R, = Lixosa)
Roburina C (R, = H; R, = Xilosa)

VI1.1.2 PROPIEDADES DE LOS TANINOS ENOLOGICOS

Las propiedades atribuidas a los taninos enoldégicos que pueden ser
utiles en la elaboracion del vino son multiples. La propiedad mas evidente de

los taninos enoldgicos es la capacidad para unirse a las proteinas, razon por la
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cual son utilizados en la industria del encurtido de las pieles y para la
estabilizacion del vino blanco. El interés de su aplicacion en vinos tintos seria
fundamentalmente para estabilizar su color e incrementar su cuerpo, aunque
también se ha sugerido otras aplicaciones como eliminaciéon de los olores de

reduccion, limitacidon de la oxidacion y efecto quelante.

VI1.1.2.1 EFECTO DE LOS TANINOS ENOLOGICOS SOBRE EL COLOR DEL
VINO

El efecto sobre el color del vino tinto depende del tipo de tanino utilizado.
Los taninos condensados, al tener una naturaleza similar a las procianidinas
naturales de la uva y del vino, pueden participar facilitando las combinaciones
antociano-tanino y por tanto contribuir a la estabilizaciéon de su color. Sin
embargo, los taninos galicos y los taninos elagicos no pueden participar
directamente en este tipo de proceso. Aun asi, pueden contribuir a proteger a
los antocianos de la oxidacion, ya que son capaces de actuar regulando los
fendmenos de oxidoreduccion (Vivas, 1997) y también favoreciendo la
condensacion entre antocianos y taninos con acetaldehido. Al oxidarse ellos,
protegerian a los antocianos de la oxidacién, logrando de este modo que el
vino tenga al final del proceso una mayor concentracion de estos compuestos.
Otro aspecto a considerar es la posibilidad de que estos taninos contribuyan a
incrementar el color del vino gracias al fenobmeno de la copigmentacion

(Lempereur et al., 2002).

La bibliografia existente sobre el efecto de la adicién de taninos sobre el
color del vino no es muy amplia y en ocasiones contradictoria. Algunos autores
constatan un efecto claro sobre el color del vino (Celotti et al., 2000; Pardo,

2001), mientras que otros dudan abiertamente sobre su utilidad (Delteil, 2000).
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VI1.1.2.2 EFECTO DE LOS TANINOS ENOLOGICOS SOBRE EL CUERPO Y
LA ESTRUCTURA DEL VINO

El efecto de los taninos enoldgicos sobre el cuerpo y la estructura del
vino parece ser evidente, ya que en la mayoria de los casos, al adicionar
taninos al vino, si que se observa un aumento del indice de polifenoles totales
(IPT), asi como un incremento de la sensacion de cuerpo y estructura (Pardo,
2001). Para conseguir estos efectos, los taninos condensados y los taninos
elagicos parecen ser los mas aconsejables (Vivas, 1997). Aun asi, se
recomienda prudencia en su aplicacién, ya que la adicibn en exceso de
producto pueden aportar al vino algo de dureza y un cierto sabor amargo
(Delteil, 2000).

VI.1.2.3 EFECTO DE LOS TANINOS ENOLOGICOS SOBRE LOS OLORES A
REDUCCION

Uno de los motivos de aparicion a aromas a reducido durante la
fermentacion es debido a bajos niveles del potencial redox en los mostos. Los
taninos son sustancias electroactivas que, afadidas al vino o al mosto, son
capaces de provocar, en ausencia de oxigeno, variaciones de potencial de
oxidoreduccidn. Por otra parte, también los taninos hidrolizables se transforman
en quinonas, que van a formar perdxidos que oxidaran compuestos con grupos
tiol como el disulfuro, etanotiol, metanotiol, disminuyendo o eliminando asi los
compuestos responsables del mal olor en el vino. Parece ser que los taninos
hidrolizables son los mas eficaces para eliminar estos olores a reduccion
(Vivas, 1997).
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VI.1.2.4 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS TANINOS ENOLOGICOS

Los taninos enoldgicos presentan un elevado poder antioxidante ya que
son capaces de reducir tanto la actividad tiroxinasa de la uva como las lacasas
fungicas. La actividad anti-lacasa de los taninos enolégicos puede ser de gran
utilidad en vendimias afectadas por Botrytis cinerea, en las que el riesgo de
pérdida de color por la accién de la enzima lacasa es verdaderamente elevado
(Leske, 1993).

Los taninos enoldgicos y especialmente los hidrolizables, sirven de
antioxidantes naturales, reforzando la accion protectora de anhidrido sulfuroso
y manteniendo su fraccion libre por mas tiempo en comparacion con vinos

donde no han sido adicionados.

VI.1.2.5 EFECTO QUELANTE DE LOS TANINOS ENOLOGICOS

Los taninos enologicos poseen en sus estructuras grupos hidroxilo
capaces de formar complejos con cationes metalicos como el Fe** y Cu?".
Estos complejos precipitan, conduciendo asi a la eliminacion de parte de los
metales presentes en los vinos. Los taninos hidrolizables tienen un efecto

quelante mayor que los condensados.
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V1.2 RESULTADOS

Se llevaron a cabo tres vinificaciones, una vinificacion testigo (T) y otras
dos con dos taninos comerciales, uno del tipo galotanino, Gallo tanin B
(Lamothe Abiet Pinosa), (T1) y otro del tipo proantocianico, Gallo tanin R
(Lamothe Abiet Pinosa), (T2). Los vinos se elaboraron en la vendimia de 2002
en depdsitos de 12 litros, por triplicado, a partir de 10 kg de uva, con un tiempo
de maceracion de 15 dias. La adicion de estos taninos se realiz6 al comienzo
de la maceracion y la dosis aplicada fue de 15 g/HI para el Gallo tanin B y de

40 g/HI para el Gallo tanin R (dosis recomendada por los suministradores).

VI.21 EVOLUCION DE LOS PARAMETROS DE COLOR
DURANTE LA VINIFICACION

En las graficas VI.1, V.2 y V1.3 y en la tabla VI.1 se puede observar la
evolucion de los valores de antocianos totales, indice de polifenoles totales,
intensidad de color y tono y L*, a* y b* respectivamente durante la vinificacion
del aifo 2002.

VI1.2.1.1 ANTOCIANOS TOTALES

Todas las vinificaciones presentan el maximo contenido de antocianos
sobre el dia seis de maceracion, después el contenido de antocianos disminuye
hasta final de fermentacion malolactica. Durante el proceso de maceracioén, los
vinos tratados con taninos presentan mayor contenido de antocianos que la
vinificacién testigo, mostrando T2 los valores mas altos, pero conforme avanza
la fermentacion las diferencias se reducen, a diferencia de lo observado por

Martinez Garcia et al. (2003) a final del proceso de vinificacion, donde en todos
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los ensayos con adicion de taninos se detecté un incremento en el contenido

de estos compuestos.

Grafica VI.1 Evolucion de los antocianos totales desde el estrujado hasta fin de fermentacion
malolactica de las distintas vinificaciones del afio 2002. Cada punto corresponde a la media de
tres muestras y las barras de error indican el error estandar de la media. Descube: 1-Oct-02,
Fin Fermentacion Alcohdlica: 24-Oct-02, Fin Fermentacion Malolactica: 15-Nov-02.
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VI.2.1.2 iNDICE DE POLIFENOLES TOTALES (IPT)

Desde el inicio de la maceracién hasta final de fermentacién malolactica,
los valores de IPT son mayores en los vinos tratados con taninos, hecho logico,
ya que ellos participan en la medida de este parametro. Con el tratamiento T2,
los valores de IPT alcanzados son mas altos que con T1, al aportar mayor

cantidad de compuestos que absorben a 280 nm. Martinez Garcia et al. (2003)
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también encontraron aumentos en los valores de absorbancia a 280 nm con la

adicion de tanino enoldgico.

Grafica V1.2 Evolucion del indice de polifenoles totales (IPT) desde el estrujado hasta fin de
fermentaciéon malolactica de las distintas vinificaciones del afio 2002. Cada punto corresponde
a la media de tres muestras y las barras de error indican el error estandar de la media.
Descube: 1-Oct-02, Fin Fermentacion Alcohdlica: 24-Oct-02, Fin Fermentacion Malolactica: 15-
Nov-02.
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VI1.2.1.3 INTENSIDAD DE COLOR Y TONO

La maxima intensidad de color es alcanzada a los seis dias de
maceracion, coincidiendo con la maxima extraccion de antocianos. Desde el
inicio de la maceracion hasta final de fermentacidon alcohdlica, no se observan

diferencias en los valores de intensidad de color entre los tratamientos con
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taninos, aunque estos muestran valores mayores que el testigo. Al final de
fermentacion malolactica, T2 es el vino mas coloreado, no observandose
diferencias en el color entre el testigo y T1. Estos resultados son muy similares
a los presentados por Zamora (2003b) que también encontré un incremento de
intensidad de color al adicionar taninos, siendo dicho incremento respecto al
control de un 10% con taninos condensados y un 3% con galotaninos. Oliva et
al. (2001) y Lurton et al. (2002) por otro lado, no observaron diferencias en el
color entre vinos tratados con diferentes tipos de taninos, mostrando en

general, pequenas diferencias respecto al testigo.

Las diferencias en la intensidad de color en los primeros dias de
maceracion podrian ser debidas a procesos de copigmentacion. Vivas et al.
(2003) observaron dos efectos diferentes con la utilizacion de taninos
enologicos durante la maceracion: un efecto inicial de copigmentacion que
desaparece al aumentar el grado de alcohol en el mosto-vino, fendbmeno que
ocurre antes de que tenga lugar el segundo grupo de reacciones, las
reacciones directas entre antocianos-taninos o mediadas por acetaldehido, que
necesitan mas tiempo. Los galotaninos no pueden reaccionar con los
antocianos pero tienen un efecto protector de estos compuestos, limitando los
procesos oxidativos. Otros autores (Celotti et al., 1999) defienden que el mayor
color presentado inicialmente por los vinos tratados con taninos enoldgicos
podria ser debido mas bien a una inhibicion temporal de la oxidacion que a un

mayor estado de polimerizacion de los compuestos fendlicos.

Todas las vinificaciones sufren un incremento en los valores de tono
durante el proceso de elaboracion. En el transcurso de la maceracion, no se

observan diferencias en este parametro entre las diferentes vinificaciones.
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Grafica VI.3 Evolucion de la intensidad de color y del tono desde el estrujado hasta fin de
fermentacién malolactica de las distintas vinificaciones del afio 2002. Cada punto corresponde
a la media de tres muestras y las barras de error indican el error estdndar de la media.
Descube: 1-Oct-02, Fin Fermentacion Alcohdlica: 24-Oct-02, Fin Fermentacion Malolactica: 15-
Nov-02.
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Al finalizar la fermentacién alcohdlica los tratamientos con taninos
muestran valores de tono ligeramente mas bajos que el testigo, mientras que al
finalizar la fermentacion malolactica el tratamiento T2 es el vino menos
evolucionado al presentar un valor de tono ligeramente mas bajo que las
vinificaciones testigo y T1. Crespy (2003), al igual que nosotros, también
encontré valores de tono mas bajos en los vinos tratados con taninos
condensados que en el testigo. En cambio, Oliva et al. (2001), midiendo el tono
justo antes del embotellado de los vinos, obtuvieron valores mas bajos de tono
para el vino testigo que para los vinos tratados con taninos condensados e
hidrolizables, datos que ellos atribuyen a un mayor contenido de compuestos
fendlicos que en general aportan mayor color amarillo y por la formacion de
combinaciones entre antocianos y taninos de color rojo menos intenso que los

antocianos libres.

VI.2.1.4 PARAMETROS L*, a* Y b*

Los parametros L*, a* y b* muestran una evolucién similar en todos los
vinos y alcanzan los valores mas bajos al final de fermentacion alcohdlica

coincidiendo con el incremento de la intensidad de color.

Durante el proceso de elaboracion, los tratamientos con taninos
muestran valores de L*, a* y b* ligeramente mas bajos que el testigo,
observandose las mayores diferencias al final de fermentacién malolactica. En
este momento, T2 es el vino mas oscuro y con mayores tonalidades violetas
(valores de L* y b* mas bajos), mientras que el vino testigo muestra valores de

los parametros L*, a* y b* menos favorables.
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Tabla VI.1 Cambios de los valores de L*, a* y b* con sus desviaciones estandar de las distintas
vinificaciones del afio 2002 a los 15 dias de maceracion, fin de fermentacién alcohdlica (FFA) y

fin de fermentacion malolactica (FFM).

Vinificacién Dias L* a* b*

15 17,9+0,76 50,9+0,85 30,3+1,16

T FFA 14,4 +0,74 46,6+0,98 24,6 +1,22

FFM 19,7+0,89 52,1+0,90 32,1+1,12

15 17,0+ 0,94 499+1,08 28,9+1,41

™ FFA 13,9+1,05 46,2+1,28 23,8+1,73
FFM 192+1,18 51,6+1,08 31,3+1,41

15 17,0+1,27 49,8+1,49 28,8+2,00

T2 FFA 13,8+ 1,34 46,0+£1,69 23,7+222

FFM 18,6 +2,08 51,0+2,16 30,7 +2,80

VI.2.2 PARAMETROS CROMATICOS Y COMPUESTOS
FENOLICOS DE LOS VINOS DURANTE SU CONSERVACION EN
BOTELLA

VI.2.2.1 PARAMETROS DE COLOR ESPECTROFOTOMETRICOS

La tabla VI.2 muestra los cambios de los parametros de color de los
diferentes vinos en el momento del embotellado y a los 8 meses de

envejecimiento en botella.

En el momento del embotellado, las caracteristicas cromaticas de los

vinos son muy similares, resultados que coinciden con Celotti et al. (2000), que
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también encontraron que solamente se detectaban diferencias entre testigo y
taninos durante la maceracion. Los vinos tienen mas color y son mas oscuros
que después de fermentacion malolactica. Las unicas diferencias encontradas
entre el testigo y los vinos con taninos son en los valores de IPT, antocianos
totales y en las fracciones de los taninos, mostrando los vinos tratados con
taninos valores de IPT y taninos mondmeros superiores al testigo, pero menor
contenido de la fraccién oligomérica. El vino T2 presenta mayor concentraciéon
de antocianos totales que el testigo y un contenido en taninos polimeros mas
bajo que T1. Los bajos resultados de las fracciones mas polimerizadas de
taninos en los vinos T1 y T2 pueden ser debidos, como indicaron Celotti et al.
(1999), a que parte de los taninos adicionados pueden ser adsorbidos en los
hollejos y separados del vino durante los trasiegos, mientras que otra fraccion
reacciona con proteinas para formar complejos. Delteil (2000) también encontré
que solo una pequeia parte de los taninos enolégicos adicionados es capaz

realmente de pasar al vino.

Parece que con la utilizacién del tanino condensado (T2) se obtienen
mayores diferencias con respecto al testigo, al mostrar un alto contenido de
compuestos fendlicos totales, mayor concentracion de antocianos y un color
ligeramente mayor, mientras que el vino tratado con el tanino hidrolizable (T1)
muestra un comportamiento muy similar al testigo. Poinsaut y Gerland (1993) y
Gerland y Poinsaut (2002) observaron mayor reactividad con taninos

condensados que con galotaninos.

Después de ocho meses en botella, hay un descenso en el contenido
polifenolico de los vinos lo cual hace que los vinos sean menos coloreados. T1
y T2 siguen mostrando los valores mas altos de IPT, en cambio la intensidad
de color es ligeramente menor y el tono y L* ligeramente mayores que en el
vino testigo, aunque las diferencias no son significativas. Lurton et al. (2002) al
igual que nosotros encontraron mayor contenido de fenoles totales en los vinos
tratados con taninos tras su envejecimiento en botella, y Guilloux-Benatier y
Chassagne (2003) encontraron que tras un periodo de maduracion el contenido

de polifenoles totales en los vinos tratados con taninos se mantenia superior al
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testigo, pero las diferencias encontradas en otros parametros de color

(intensidad de color y antocianos totales) eran muy pequenas.

Tabla VI.2 Cambios de los parametros cromaticos de los vinos de 2002 en el momento de su
embotellado y transcurridos 8 meses en botella. Letras diferentes en la misma fila y para cada
periodo estudiado muestran diferencias significativas segun el test LSD (p> 95%), n=3.
Abreviaciones: IC: intensidad de color, AT: antocianos totales, AM: antocianos mondémeros, AP:
antocianos polimeros, IPT: indice de polifenoles totales, TM: taninos monémeros, TO: taninos
oligdmeros, TP: taninos polimeros, TT: taninos totales, %520: porcentaje de color rojo, %420:
porcentaje de color amarillo, %620: porcentaje de color azul.

Parametros T T T2 T T T2
t=0 meses botella t=8 meses botella

IC 99a 9,8a 10,1 a 9,7a 8,7a 89a
Tono 0,61a 0,61a 0,61a 0,69 a 0,72a 0,72 a
%420 33,6a 340a 339a 353a 36,5a 36,5a
%520 55,4 a 55,3 a 55,2 a 516a 50,6 a 50,8 a
%620 11,0a 10,8 a 10,9 a 13,1a 129a 12,8 a
IPT 441 a 473 b 485b 42,7 a 46,4 b 474 b
AM (mg/L) 99,0a 110,9 a 102,9 a 90,7 a 107,2a 96,6 a
AP (mg/L) 80,7 a 752 a 80,4 a 96,9 a 90,2 a 91,6 a
AT (mg/L) 364,2 a 379,8ab  384,8b 2554 a 2743 a 265,0 a
L* 15,8 a 16,3 a 15,7 a 13,3 a 15,3 a 150a
TM (mg/L) 54,3 a 69,0 b 82,8b 63,3 a 79,8 ab 849b
TO (mglL) 203,0b 174,2 a 157,0 a 63,3 a 79,8 ab 849b
TP (mg/L) 590,3ab 612,0b 5455 a 3756 a 4554 a 456,1 a
TT (g/L) 1,7a 1,8a 1,8a 1,6 a 1,7 ab 1,8b
indice HCI 33,0a 315a 33,0a 32,1b 236 a 23,8 a
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En este momento, no se observan grandes diferencias entre los
tratamientos con taninos, pero el vino tratado con T2 presenta un contenido en
taninos totales, mondmeros y oligdmeros superiores al testigo y ademas, junto
con T1 presenta mayor contenido de antocianos totales. Probablemente, el
mayor incremento en los valores de tono en los vinos tratados con taninos
puede estar relacionado con el mayor contenido de taninos polimeros. La
adicion de taninos condensados puede desequilibrar la relacién
antociano/tanino (A/T) y favorecer la polimerizacién de los taninos, teniendo
lugar por tanto un incremento en el color amarillo y en los valores de tono
(Vivas et al., 2003).

Grafica VI.4 Distribucion de los vinos elaborados en el 2002 durante su envejecimiento en
botella en un sistema de coordenadas bidimensional definido por dos componentes principales
(el porcentaje de varianza explicada por cada componente principal es mostrado entre
paréntesis). Abreviaciones: IC: intensidad de color, AT: antocianos totales, AM: antocianos
monomeros, AP: antocianos polimeros, IPT: indice de polifenoles totales, TM: taninos
monomeros, TO: taninos oligémeros, TP: taninos polimeros, HCI: indice de clorhidrico, %520:
porcentaje de color rojo, %620: porcentaje de color azul, %420: porcentaje de color amairillo,
simbolos blancos: t=0 meses, simbolos oscuros: t=8 meses.
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El analisis de componentes principales de los 3 vinos durante el periodo
de envejecimiento (Grafica VI.4) mostré que todos los vinos disminuyeron sus
valores principalmente a través de la componente 1, sufriendo mayores
descensos en los valores de intensidad de color, L*, %520, taninos polimeros y
oligbmeros, indice de clorhidrico y antocianos totales e incrementando el
contenido de antocianos polimeros, taninos mondémeros, el %620, el tono y el
%420. El vino testigo es el vino menos evolucionado (valores mas bajos de
tono y %420) y muestra mejores caracteristicas de color que los vinos tratados
con taninos, debido a una mayor formacién de polimeros antocianos-tanino de
color mas intenso y estable (valores mas altos de antocianos polimeros y
%620).

VI.2.2.2 COMPUESTOS FENOLICOS INDIVIDUALES

La tabla VI.3 muestra los valores de compuestos fendlicos individuales
de los vinos de 2002 en el momento del embotellado y después de 8 meses de

envejecimiento en botella.

En el momento del embotellado, se observan diferencias entre los vinos
en el contenido de &cido galico, acido cutarico, catequina, quercitina vy
quercitrina. El vino T1 muestra mayor concentracién de quercetrina y acido
galico (debido a su aporte de acido galico, ya que es un galotanino), mientras
que T2 presenta mayor contenido de quercetina, acido cutarico y catequina

(debido a su procianidina natural).

Después de ocho meses en botella, en todos los vinos tiene lugar un
incremento en el contenido del acido galico y catequina siendo los valores de
estos compuestos mas altos en los vinos tratados con taninos que en el testigo.
El incremento de catequina no es de extrafar porque puede provenir de sus
precursores galoilados (Singleton y Trouslade, 1983), como muestra el

incremento del acido galico para todos los vinos.
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Tabla VI.3 Compuestos fendlicos medidos en mg/L por HPLC de los vinos de 2002 en el
momento de su embotellado y después de 8 meses en botella. Letras diferentes en la misma
fila y para cada periodo estudiado muestran diferencias significativas segun el test LSD (p>

95%), n=3.

Compuestos fenolicos

Acido galico

Acido siringico

Acido protocatéquico
YAcidos hidroxibenzoicos

Acido cafeico

Acido ferulico

Acido p-cumarico
TAcidos hidroxicinamicos

Acido caftarico
Acido cutarico

> Esteres hidroxicinamicos

Catequina
Epicatequina
YFlavan-3-oles

Rutina
Quercitrina
Miricitina
Quercetina
Kampferol
ZFlavonoles

Delfinidina-3-Glucésido
Cianidina-3-Glucésido
Petunidina-3-Glucésido
Peonidina-3-Glucésido
Malvidina-3-Glucésido
ZAntocianos

T T T2
t=0 meses botella
15,7 a 223 ¢ 19,0 b
28a 29a 2,7a
10,4 a 99a 94 a
289a 352b 31,2a
2,3b 2,1a 19a

0,38 a 0,35a 0,35a
29a 2,7a 26a
56b 52 ab 48a
8,4 a 8,2a 8,6a
22a 2,1a 2,3b
10,6 a 10,3 a 11,0 a
12,3ab 11,3 a 129b
8,5a 10,0 a 9,5a
20,7 a 21,3 a 224 a
0,0a 0,0a 0,0a
0,32b 0,31b 0,0a
6,6 a 74b 7,3b
39a 4,6a 6,1b
0,0a 0,0a 0,0a
10,8 a 12,3ab 134b
10,0 a 10,7 a 11,4 a
25a 24 a 2,7a
19,1a 18,5a 20,5a
9,8a 93a 11,1a
81,6a 75,1a 85,1a
123,0a 116,0a 130,8a

T T1 T2
t=8 meses botella
19,1 a 272b 23,8b
28a 29a 29a
14,4 a 149 a 139a
36,3 a 45,7 ¢ 40,7 b
1,9a 2,0a 1,8a
0,43 a 0,44 a 0,43 a
39a 4,2 a 3,8a
6,2a 6,7 a 6,0a
83a 8,5a 8,7a
23a 23a 25b
10,6 a 10,8 a 11,3 a
13,4 a 15,6ab 17,7b
7,2a 92b 9,8b
20,6 a 248ab 276b
0,0a 0,0a 0,0a
0,0a 0,0a 0,0a
8,8a 10,0 a 10,1 a
53a 6,1a 6,6 a
0,14a 0,6ab 0,19b
14,2 a 16,3 a 16,9 b
48 a 6,4 a 5,8a
1,5a 20b 1,9 ab
8,4a 11,5a 10,2 a
49a 6,6 b 6,0 ab
34,6 a 46,9 a 39,7 a
54,3 a 73,4 a 63,6 a
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Oliva et al. (2001) a diferencia de nosotros, observaron un descenso en
la concentracion de catequina en los vinos después de seis meses en botella,
aunque los ensayos con taninos mostraban mayores niveles de catequina que
el vino testigo. Gémez-Plaza et al. (1999) obtuvieron durante la maduracion del
vino de Monastrell que la conservacion del color se correlacionaba
positivamente con la concentracion de catequina y de acido cutarico, resultado

no observado por nosotros.

El contenido de flavonoles no glucosilados también se incrementa
ligeramente después de ocho meses en botella, como consecuencia
posiblemente de la hidrolisis de sus correspondientes formas hidroxiladas
reduciéndose las diferencias en el contenido de estos compuestos entre las

distintas vinificaciones.

La vinificacion testigo sufre una disminucion en el contenido del acido
cafeico, mostrando cantidades similares a la de los vinos tratados con taninos.
El acido cafeico puede participar en los procesos de copigmentacion (Darias-
Martin et al., 2001), los cuales siguen afectando, aunque en menor proporcion
en la intensidad de color de vino después de nueve meses de envejecimiento
en botella (Hermosin-Gutiérrez et al., 2004). Esto, junto con la mayor formacion
de polimeros de color mas intenso podria justificar la menor pérdida de color de

la vinificacién testigo.

Como conclusion a la experiencia realizada en el 2002 podemos decir
que la aplicacion de taninos enolégicos, tanto condensados como hidrolizables,
en vinos de variedad Monastrell, no ha supuesto una mejora en el color, al
presentar éstos valores de intensidad de color un poco mas bajos que el vino
testigo durante el periodo de conservacion. Tal vez so6lo sean de gran utilidad
para vendimias afectadas por Botrytis cinerea, en las que el riesgo de pérdida
de color por accion de la lacasa podria ser prevenida por el efecto de inhibidor
competitivo que pueden ejercer los taninos, aunque también parece ser, que la
influencia de estos compuestos en los parametros de color del vino también
depende de las caracteristicas de la uva de partida (Guilloux-Benatier y

Chassagne, 2003), por lo que tal vez seria necesario repetir esta experiencia
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en varias vendimias mas para confirmar realmente su efecto en el color y

estructura del vino o modificar las dosis o el momento de adicion.

VI.2.3 ANALISIS SENSORIAL

En las graficas VI.5, VI.6 y V1.7 se presentan los resultados de la cata
descriptiva de los vinos elaborados en la campana de 2002 en el momento de
su embotellado y transcurridos 8 meses en botella. En cada una de las graficas
se puede observar el analisis de fase visual, olfativa y gustativa de los

diferentes vinos.

La intensidad de cada uno de los atributos fue valorada en una escala de
cero a diez, dando mayor puntuacion a mayor sensacion. Para facilitar la
compresion de los resultados, las puntuaciones del vino testigo fueron
normalizadas a un valor de cinco, comparando los vinos elaborados con

taninos comerciales con él.

En el momento de su embotellado, no hay diferencias en la fase visual
entre los vinos tratados con taninos. Ambos muestran una intensidad de color
inferior y una tonalidad similar al vino testigo. Después de ocho meses en
botella, se incrementan las diferencias entre las diferentes vinificaciones. En
este momento los vinos tratados con taninos presentan mayor tonalidad e
intensidad de color que el vino testigo, mostrando el vino T1 los valores mas

altos.
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Grafica VI.5 Evaluacion sensorial de la intensidad y tonalidad del color de los vinos elaborados
en el 2002 en el momento de su embotellado (grafica A) y después de 8 meses en botella
(grafica B). Cada punto es la media de la evaluacion de cinco catadores.
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Grafica V1.6 Evaluacion sensorial del aroma de los vinos elaborados en el 2002 en el momento
de su embotellado (grafica A) y después de 8 meses en botella (grafica B). Cada punto es la
media de la evaluacién de cinco catadores.
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Grafica VI.7 Evaluacion sensorial del gusto de los vinos elaborados en el 2002 en el momento
de su embotellado (grafica A) y después de 8 meses en botella (grafica B). Cada punto es la
media de la evaluacion de cinco catadores
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En cuanto al aroma, en el momento de su embotellado todos los vinos
presentan una intensidad aromatica similar, aunque la calidad es inferior en los
vinos tratados con taninos, mostrando ademas menos sensaciones a fruta,
confitura y tostado que el vino testigo. Con T2 hay mayores recuerdos a
vegetal, mientras que con T1 hay mas recuerdos a compota. Después de ocho
meses en botella, los vinos tratados con taninos incrementan su calidad,

mostrando menos sensaciones a vegetal y confitura y mas a tostado.

En boca, en el momento de su embotellado los vinos tratados con
taninos muestran una calidad inferior al vino testigo, siendo ademas mas
astringentes y verdes y menos maduros. No se observan diferencias entre los
vinos testigo y T1 en cuanto al cuerpo, equilibrio, persistencia y sequedad, en
cambio, T2 presenta valores mas bajos de estas sensaciones, excepto en la
sequedad, la cual es mayor. Después de ocho meses en botella la intensidad
en T2 disminuye, mientras que en T1 aumenta, siendo mayor que la
presentada por el vino testigo. La calidad incrementa para los vinos tratados
con taninos, pero esta vez T1 posee menos cuerpo, persistencia, sequedad y

verdor que T2.

Crespy (2002) indic6 que los taninos pueden incrementar las
sensaciones a amargo y que aunque los taninos participen en la estructura del
vino, algunas veces no tienen una buena integracion y el vino pierde equilibrio
resultando en un endurecimiento de éste. Al igual que nosotros, Delteil (2000)
encontré en los vinos tratados con diferentes taninos un aumento en las

sensaciones de astringencia, sequedad y amargor.

Los resultados obtenidos muestran que, aunque sensorialmente el color
y la calidad aromatica y gustativa de los vinos tratados con taninos mejora con
la conservacion, no hay una buena integracion de estos compuestos en los
vinos al presentar menos cuerpo y equilibrio que el vino testigo, generando

ademas una gran astringencia y sequedad.
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Levaduras y calidad del vino

VII.1 INTRODUCCION

Durante muchos afos, la fermentaciéon en los vinos se realizaba de
forma espontanea, y en ella estaba involucrada la participacién de varias
especies microbianas, particularmente levaduras provenientes de la uva y del
material de bodega. Estas levaduras son las responsables de la transformacion
del azucar en etanol, produciendo, ademas, gran cantidad de alcoholes y
ésteres, con una fuerte influencia en las propiedades sensoriales del vino
resultante (Plata et al., 2003). Durante el proceso de fermentacion alcohdlica,
hay una sucesion de especies de levaduras. Primero se desarrollan levaduras
de baja actividad fermentativa (Picchia, Candida, Hansenula, Kluyveromyces),
posteriormente aparecen levaduras de actividad intermedia (Kloeckera,
Torulaspora), para terminar con cepas de levaduras de Saccharomyces
cerevisiae, las cuales muestran una alta capacidad fermentativa. Esta sucesion
de especies ocurre como respuesta a los factores genéticos y a las condiciones
del medio, concretamente a su requerimiento de oxigeno y su tolerancia a las

sustancias toxicas producidas, particularmente etanol (Fleet, 2003).

Hoy en dia el uso de levaduras seleccionadas en la fermentacién de los
mostos presenta importantes ventajas con respecto a la fermentacion

espontanea tradicional. Entre estas se pueden citar (Farris, 2003) :

- Mayor velocidad de fermentacion y reproducibilidad sensorial de los vinos.
- Maximo consumo de azucares reductores.
- Reduccion de los problemas causados por levaduras extrafas silvestres.

- Mayor flexibilidad en el control sensorial del vino.

Basicamente, las levaduras seleccionadas han de ser capaces de
producir vinos de calidad, la cual ha de mantenerse para un mismo tipo de
mosto y procedimiento de elaboracion. Existen también ciertas especificaciones
objetivas que permiten determinar si una levadura puede ser adecuada para
vinificacién, como son: produccion minima de acidez volatil, produccién de
etanol en cantidades adecuadas a la riqueza azucarada de los mostos,

adecuada velocidad de fermentacion del mosto, rapida imposicion después de
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la inoculacion, baja productividad de SO, y resistencia al mismo, baja
productividad de SHy, tolerancia a temperaturas extremas, alta velocidad de
sedimentacion y capacidad de flocular, baja formacién de espuma, presencia
de fenotipo matador (killer) y produccion adecuada de acetaldehido, glicerol,

acetato de etilo y alcoholes superiores (Regodoén et al., 1999).

Ademas, utilizando técnicas de biologia molecular se ha demostrado la
existencia de cepas autdctonas de S. cerevisiae representativas de una
determinada regién (Guillamén et al., 1996), confirmando que las cepas de
levaduras estan totalmente adaptadas a determinadas caracteristicas
climaticas y sustratos. Asi, algunos endlogos admiten que pueden obtenerse
mejores resultados si se utilizan levaduras seleccionadas procedentes de la

microzona donde van a ser utilizadas.

VII.1.1 LEVADURAS Y COLOR DEL VINO

VIl.1.1.1 ADSORCION DE LOS COMPUESTOS POLIFENOLICOS SOBRE
LAS LEVADURAS

El comienzo del estudio de la adsorciéon de los compuestos fendlicos
sobre las paredes de las levaduras tiene lugar con algunas experiencias
realizadas con variedades que presentan problemas de color. Loiseau et al.
(1994) encontraron, después de la fermentacion de un mismo mosto con
diferentes cepas de levadura, que los vinos mostraban diferente color vy
composicién polifendlica, y que al mismo tiempo, los colores de las lias eran
también distintos. Estas diferencias observadas son debidas a la diferente
adsorcion de los compuestos fendlicos sobre la pared de la levadura. Este

fenomeno de adsorcion recibe el nombre de "efecto esponja”.
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Las paredes celulares de las levaduras tienen diferente polaridad y la
naturaleza hidrofilica e hidrofobica de los constituyentes de la pared,
polisacéaridos, define la capacidad de las levaduras de retener o adsorber
diferentes moléculas del vino tales, como compuestos volatiles, acidos grasos o

pigmentos (Vasserot et al., 1997; Morata et al., 2003a).

La porosidad de la pared de las levaduras también influye en la
adsorcion (Boivin et al., 1998). Un incremento del area de la superficie debida
al espacio intersticial favorece la adsorcion. El area de la superficie de las
células de las levaduras durante la fermentacion del vino es mayor de 10 m%/L
de mosto, y la cantidad de antocianos adsorbidos durante la fermentacion por

diferentes generaciones de levaduras puede ser muy grande.

La adsorcion de los antocianos se incrementa con la esterificacion (acil y
p-cumaril derivados) y con el grado de metoxilacién (malvidina y peonidina),
sugiriendo que en la adsorcidon esta involucrada una interaccién hidrofébica
(Morata et al., 2003a). La peonidina y sus derivados presentan una adsorcion
ligeramente mayor que la malvidina y sus derivados, a pesar que los primeros
sean menos apolares, pudiendo ser que debido a diferencias estéricas se vea

favorecida la adsorcidn de la peonidina (Morata et al., 2003a).

La adsorcion de los antocianos en las paredes de las levaduras depende
también de otros factores tales como la temperatura, contenido de alcohol y

contenido de SO, presente en el mosto-vino (Vasserot et al., 1997).

Las levaduras Saccharomyces cerevisiae también expresan actividades
enzimaticas del tipo B-glucosidasas, incluso en presencia de glucosa y fructosa
en el mosto. Estas actividades, localizadas en su mayoria en el espacio
periplasmatico, no son inhibidas por los azucares. La presencia de estas
actividades transforma los antocianos libres en su correspondiente forma
aglicona que es mas inestable y ello se traduce en una pérdida del color del
vino. Estas actividades enzimaticas sdlo estan presentes en algunas cepas de

levadura (Hernandez et al., 2003).
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VII.1.1.2 FORMACION DE NUEVOS COMPUESTOS: PIRANOANTOCIANOS

Las levaduras, durante el proceso de fermentacion, producen
intermediarios metabdlicos que pueden tener un importante papel en el color de
los vinos. Estos metabolitos son acetaldehido y acido piruvico y mediante
condensacion con los antocianos dan lugar a los piranoantocianos o vitisinas
(Fulcrand et al., 1996; Francia-Aricha et al., 1997) (Figura VII.1).

Figura VII.1 Estructura de los piranoantocianos.

OCHs

OH
OH c ‘
o)
O S OCH;
=
OH

O-Glu

Malvidina -3-O-glucésido

CH3-CO-COOH CH3-CHO

Acido pirtvico Acetaldehido

COOH

Vitisina A Vitisina B

194



Levaduras y calidad del vino

La cantidad de metabolitos liberados por las levaduras depende de la
cepa utilizada, existiendo ademas una importante correlacion entre la cantidad
de precursor liberado y el contenido de piranoantocianos en los vinos (Morata
et al., 2003b).

Los piranoantocianos presentan unas caracteristicas muy particulares,
que los convierte en candidatos perfectos para ser una componente importante
de los vinos afejos. Estos compuestos presentan un color rojo anaranjado, son
muy poco sensibles a los cambios de pH y a la decoloracion con SO,, son
quimicamente muy estables y también son pigmentos poco adsorbidos por

paredes celulares durante la fermentacion (Morata et al., 2003b).

La concentracion de los piranoantocianos en el vino es mucho menor
que la de otros pigmentos, lo que hace dificil adjudicarles un papel
preponderante. Sin embargo, los piranoantocianos presentan muy poca
dependencia del pH, por lo que al pH del vino (entre 3 y 4) practicamente la
totalidad de los piranoantocianos presentes participan en el color, mientras que
s6lo una pequena parte de otros pigmentos lo haran. Por ello, su contribucién
real podria ser mayor que la que resulta de la comparacion directa entre sus

concentraciones (Zamora, 2003).

VI.1.2 MANOPROTEINAS DE LEVADURA

Las levaduras Saccharomyces cerevisiae tienen un efecto determinante
sobre la composicion polisacarida de los vinos. La mayor parte de la fraccion
de polisacaridos liberados durante la fermentacién y durante el proceso de
autolisis de las levaduras esta compuesta por manosa, lo cual confirma que

estos polisacaridos son principalmente manoproteinas (Rosi et al., 1999).

Las manoproteinas constituye una familia de moléculas bastante

abundante en los vinos (100 a 150 mg/L), bastante homogénea desde el punto
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de vista de su composicidon y con un peso molecular variable que oscila entre
10-450 kDa.

La estructura de las manoproteinas es tridimensional y esta basada en

un nucleo proteico con dos tipos de cadenas glicanicas (Waters et al., 1994):

- Cadenas cortas lineales de manosa unida en a-(1, 3) o a-(1, 6), enlazadas a

la parte proteica a nivel de residuos de serina o treonina.

- Cadenas polimanosidicas unidas en a-(1, 6), que estan ramificadas con
cadenas laterales de manosa unida en a-(1, 3) o en a-(1, 2), y se enlazan a la
parte peptidica por intermediacion de una N-acetil-quitobiosa unida a un

residuo de asparragina.
Existen dos tipos de manoproteinas en los vinos:

- manoproteinas liberadas durante la primera fase de crecimiento exponencial
de las levaduras, que se acumulan durante la fermentacion (Laubéres, 1987;
Doco et al., 1996), siendo la cantidad liberada dependiente del tipo de cepa de

levadura utilizada (Laubéres, 1987).

- manoproteinas liberadas durante la autolisis celular de las levaduras, proceso
que se produce durante el almacenamiento del vino sobre lias por la actuacién
de la enzima B-1,3 glucanasa liberada por las levaduras (Leroy et al., 1990;
Ledoux et al.,, 1992). El proceso de autolisis ocurre en varias etapas
(Charpentier y Feuillat, 1993). Las primeras estan basadas en la activacion de
la enzima hidrolitica, mientras que las siguientes etapas estan centradas en la
degradacion enzimatica de las macromoléculas intracelulares, el incremento de

porosidad de la pared y la degradacion de compuestos liberados al medio.

La importancia de las manoproteinas en el proceso de elaboracion de

los vinos es debido a su participacidén en procesos tales como:

- Estabilidad tartarica: las manoproteinas tienen un efecto positivo en la
estabilidad tartarica (Lubbers et al., 1993), al inhibir la formacién de cristales de
bitartrato potasico (Ribéreau Gayon et al., 1998a). Estos resultados se ven

confirmados con el hecho que al dejar el vino blanco sobre las lias durante
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algunos meses, el tartrato se vuelve relativamente estable y no requiere por

tanto de la estabilizacion por frio (Ribéreau Gayon et al., 1998a).

- Estabilidad proteica: algunas manoproteinas tienen una influencia notable
en la estabilidad proteica de vinos blancos y rosados (Ledoux et al., 1992). No
esta claro el mecanismo implicado en favorecer la estabilidad proteica, pero
hay trabajos que establecen que las manoproteinas no evitan la precipitacion
de las proteinas en el vino, pero si que disminuyen el tamafo de las particulas
responsables de la turbidez (Waters et al.,, 1993), siendo ademas las
manoproteinas liberadas durante la fermentacién las que mayor efecto
protector tienen (Dupin et al., 2002). La presencia y/o la adicion de
manoproteinas hace que sea necesaria una menor adicion de bentonita para la
estabilizacién de estos vinos, consiguiendo de esta manera una menor pérdida

de moléculas aromaticas.

- Interacciones con compuestos aromaticos: parece ser que la
estabilizacién del aroma del vino por las manoproteinas depende del caracter
hidrofébico de los compuestos aromaticos, siendo el componente proteico de la
fraccidn de manoproteina de gran importancia para la estabilizacién global del
aroma (Lubbers et al., 1994). Tales interacciones entre manoproteinas vy
compuestos aromaticos pueden modificar la volatilidad y la intensidad
aromatica de los vinos. Cuando el vino es envejecido sobre sus lias sin
clarificar, las manoproteinas estan presentes y libres para interaccionar vy
reforzar los componentes aromaticos. Cuando los vinos son clarificados antes
de su envejecimiento, las manoproteinas son eliminadas y por tanto no
contribuiran en el aroma. Feuillat et al. (1987) también observaron que la
clarificacion del vino y los procesos de estabilizacién ejercen una influencia
negativa en las propiedades sensoriales cuando la proporcidon de

macromoléculas eliminadas esta proxima al 30%.

- Interacciones con compuestos fendlicos: Las manoproteinas liberadas
durante la fermentacién por las levaduras tienen capacidad para ligarse con
antocianos y taninos (Escot et al., 2001). Parece ser que en funcion de la cepa

y del momento de liberacion, las manoproteinas tienen diferentes capacidades
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para ligarse con los diferentes compuestos polifendlicos del vino (Escot et al.,
2001). En general, las manoproteinas liberadas durante la autolisis
provenientes de cualquier cepa, pueden formar un complejo con los taninos,
pero solamente algunas manoproteinas liberadas por cepas especificas
durante la fermentacion alcohdlica y después de la muerte de la célula, permite

una combinacion con antocianos y taninos.

Saucier et al. (1998) propusieron un modelo hipotético de interaccion
entre polisacaridos y taninos, donde primero hay una asociacién entre los
polifenoles, uniéndose después a otros polimeros (Figura VII.2). En las
asociaciones entre taninos y biopolimeros como los polisacaridos y las
proteinas estan implicadas interacciones hidrofébicas, no especificas y de tipo
Van der Waals. Trabajos mas recientes realizados por Riou et al. (2002)
estudiando los efectos de los polisacaridos del vino en soluciones modelo
conteniendo taninos de semillas, encontraron que soélo las fracciones de
polisacéaridos de elevado peso molecular (manoproteinas) tienen habilidad para
prevenir la agregacion de taninos. Los mecanismos implicados en el efecto
protector no estan claros, pero estos autores propusieron dos posibles
hipotesis: una primera basada en la asociacién molecular entre polisacaridos y
polifenoles compitiendo con la agregacion de taninos y una segunda basada en
la adsorcion de los polisacaridos sobre las particulas formadas por los taninos,
previniendo el incremento del tamafo de la particula, siendo esta segunda
hipotesis mas probable ya que observaron que los polisacaridos limitaban el

aumento de las particulas de tanino y no su formacion.

La formacion de los complejos manoproteina-tanino disminuye la
reactividad de los taninos, impidiendo de esta manera su polimerizacién y
posterior precipitacion. Esto se traduce en una disminucion de la astringencia,
un aumento de la redondez, volumen en boca y de la estabilidad del color del

vino.
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Figura VII.2 Modelo de interaccion entre taninos y polisacéridos.
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VII.1.3 PAPEL DE LAS LEVADURAS SOBRE LOS AROMAS

La levadura puede actuar sobre el perfil aromatico de un vino tinto con la
produccion de aromas fermentativos, pero también gracias a la liberacion de
aromas varietales de uvas aromaticas a partir de precursores sin olor. La
produccion de aromas fermentativos depende de la cepa de levadura utilizada
(Pueyo et al., 1999), de la temperatura de fermentacion y de la concentracion
de nitrogeno facilmente asimilable del mosto. La levadura, gracias a su
metabolismo, puede, a partir de una fuente de aminoacidos y de azucares,
producir cetoacidos a través de una via de transaminacion. Estos cetoacidos
pasan después por una via de descarboxilacion y reducciébn y son
transformados en alcoholes superiores. Gracias a algunas actividades

enzimaticas del tipo esterasas, la levadura puede combinar estos alcoholes con
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acidos grasos para producir ésteres de acidos grasos que participan en el perfil

aromatico de los vinos.

El papel de la levadura sobre la liberacion de los aromas varietales ha
sido mas estudiado en las variedades de vinos blancos que en los vinos tintos.
Los precursores de aromas se encuentran en el mosto ligados a una fraccion
glicosidica y la levadura, gracias a su potencial enzimatico en glicosidasas,
puede actuar sobre los precursores hidrolizando la fraccidbn de azucar y
liberando la parte volatil de la molécula que aparece ya como aromatica. El
potencial enzimatico varia de una cepa de levadura a otra, lo que significa que
en funcion de la cepa de levadura utilizada, el potencial aromatico varietal del

mosto sera mas o menos revelado (Antonelli et al., 1999; Estévez et al., 2004).

La crianza sobre lias, técnica de envejecimiento tradicional para la
crianza de vinos blancos fermentados en barrica en Borgoha y en el
envejecimiento de los vinos espumosos, también aporta a los vinos
caracteristicas peculiares que tienen su origen en la autolisis de las levaduras y
la cesion de compuestos de estructuras celulares durante el tiempo de crianza.
La autolisis de las levaduras es un proceso que sucede tras la muerte de estas
y que consiste en la ruptura y degradacion de las estructuras celulares por su
propia dotacidén enzimatica. Como consecuencia de esta ruptura vy
fragmentacion del material celular, son liberados al vino moléculas de distinta
naturaleza (Dupin et al., 2002; Charpentier et al., 2004) y que afectan de
manera importante al perfil aromatico, con importante repercusiones

organolépticas (Chassagne et al., 2005).
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VIl.2 RESULTADOS

Se llevaron a cabo tres vinificaciones, una vinificacion testigo (L1) con
una levadura comercial ampliamente utilizada en la zona de Jumilla,
Fermirouge (Gist-Brocades), (L1, testigo) y otras dos con otras dos levaduras
comerciales, Fermicru VRS (DSM), (L2) y Rhéne 2323 (Uvaferm), (L3). Todas
las vinificaciones se elaboraron por triplicado. En la vendimia de 2001 la
experiencia se llevd a cabo en depdsitos de 12 litros (10 kg de uva) y en la
vendimia del 2002 en depdsitos de 100 litros (90 kg de uva). El tiempo de
maceracion fue de 15 dias y la dosis aplicada de las tres levaduras fue de 25
g/Hl.

VIl.2.1 PARAMETROS DE COLOR DE LOS VINOS DE 2001

La tabla VII.1 muestra los parametros de color de las diferentes

vinificaciones al finalizar la fermentacién alcohdlica.

En este ano, después de fermentacion alcohdlica, son muy pocas las
diferencias observadas en los parametros de color entre las distintas
vinificaciones. Todos los tratamientos muestran valores similares de intensidad
de color, sin embargo la contribucion de cada una de las componentes en el
color presentada por el vino testigo (L1) es diferente al mostrado por los demas
vinos. En el vino testigo es mayor la contribucion de la componente azul y
amarilla y menor la de la componente roja, presentando por tanto mayor valor
de tono. Esto puede ser debido a un menor contenido de antocianos y de IPT,
a pesar de no mostrar diferencias significativas respecto a los otros
tratamientos (L2 y L3). Diaz et al. (1999) si encontraron diferencias en los
parametros de color en los vinos elaborados con diferentes levaduras, al final
de fermentacion alcohdlica, especialmente en los valores de intensidad de

color, absorbancia a 420 nm y concentracion de antocianos. La velocidad de
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fermentacion de las levaduras puede afectar al contenido de compuestos
fendlicos del vino (Zhore y Erten, 2002; Karna et al., 2004), y también hay que
considerar que las levaduras presentan diferente capacidad para retener o
adsorber los compuestos fendlicos durante el proceso de maceracion (Morata
et al., 2003a), debido a las distintas polaridades y a la naturaleza hidrofilica o

hidrofébica de los polimeros presentes en su pared celular.

Tabla VII.1 Parametros de color de las diferentes vinificaciones al finalizar fermentacion
alcohdlica en la elaboracion del 2001. Letras diferentes en la misma fila muestran diferencias
significativas segun el test LSD (p> 95%), n=3. Abreviaciones: IC: intensidad de color, AT:
antocianos totales, IPT: indice de polifenoles totales, %520: porcentaje de color rojo, %420:
porcentaje de color amarillo, %620: porcentaje de color azul.

Parametros L1 L2 L3
IC 17,3 a 17,5a 17,7 a
Tono 0,47 b 0,44 a 0,44 a
%420 289b 27,7 a 27,8 a
%520 61,8 a 63,5b 63,5b
%620 9,3b 8,7a 8,8a
IPT 62,1a 62,4 a 64,8 a
AT (mg/L) 5471 a 5745 a 581,0a
L* 8,1a 99a 94 a
a* 37,7a 40,9 a 40,1 a
b* 139a 17,0a 16,2 a
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VII.2.2 EVOLUCION DE LOS PARAMETROS DE COLOR DE LOS
VINOS DE 2002

VIl.2.2.1 EVOLUCION DE LA FERMENTACION DE LAS DIFERENTES
VINIFICACIONES

La grafica VII.1 muestra la evolucion del °Be durante la fermentacion de

las diferentes vinificaciones del 2002.

Las levaduras utilizadas muestran una velocidad de fermentacién muy
similar, generando vinos con un grado de alcohol de 14,2%. En estos vinos, al
final de fermentacién alcohdlica, no se observan diferencias significativas en el
contenido de glicerina (10,3, 10,6 y 10,7 g/L) ni en el contenido de etanal (32,4,
29,2y 28,2 mg/L).

Grafica VII.1 Evolucién del °Be durante la fermentacion de las diferentes vinificaciones del
2002. Cada punto corresponde a la media de tres muestras.
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VII.2.2.2 EVOLUCION DE LOS PARAMETROS DE COLOR DE LOS VINOS
DE 2002 DURANTE LA VINIFICACION

En las graficas VII.2, VII.3 y VIl.4 y en la tabla V1.2 se puede observar la
evolucion del contenido de antocianos totales, indice de polifenoles totales,
intensidad de color, tono y L*, a* y b* respectivamente durante la vinificacion
del afio 2002.

VIl.2.2.2.1 Antocianos totales

Todas las vinificaciones presentan el maximo de antocianos sobre el dia
ocho de maceracion, disminuyendo a continuacion hasta final de fermentacién

malolactica.

Las mayores diferencias entre los diferentes tratamientos son
observadas durante el proceso de maceracién, consiguiéndose mayor
concentracion de estos compuestos en L2 (Fermicru) y menor concentracion en
L1 (Fermirouge, testigo). Las diferencias observadas en este momento en el
contenido de antocianos pueden ser debidas a la diferente capacidad de
adsorcion de las distintas cepas de levadura, como indicaron Morata et al.
(2003a). Vasserot et al. (1997) encontraron que las interacciones entre
antocianos y las lias de las levaduras eran débiles y reversibles, produciendo la
liberacion de los antocianos en el medio, aunque también indicaron que
durante la fermentacion la adsorcién de estos compuestos es mayor debido a
que los antocianos pueden ser fijados por ambos lados de la pared celular de la
levadura, mientras que en las lias los antocianos solamente puede ser fijados

por la cara externa de la pared.
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Gréfica VII.2 Evolucién de los antocianos totales desde el estrujado hasta fin de fermentacion
malolactica de las distintas vinificaciones del afio 2002. Cada punto corresponde a la media de
tres muestras y las barras de error indican el error estandar de la media. Descube: 2-Oct-02,
Fin Fermentacion Alcohdlica: 30-Oct-02, Fin Fermentacién Malolactica: 21-En-03.
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VI.2.2.2.2 indice de polifenoles totales (IPT)

Desde el inicio de la maceracion hasta final de fermentacion malolactica,
no hay grandes diferencias en los valores de IPT entre las vinificaciones. En el
momento de maxima extraccion de compuestos fendlicos (dia 12 de
maceracion), L2 muestra mayores valores de estos compuestos, mientras que
al final de maceracion, el maximo valor es encontrado en L3. Caridi et al.
(2004) después 18 dias de maceracion, obtuvieron menor contenido de
compuestos fendlicos en el vino elaborado con la cepa Sc1483, la cual habia
presentado una fermentacion mas lenta. Mazza et al. (2003) también
encontraron menor velocidad de fermentacion con la cepa Wadenswil 27 usada

en la fermentacion de mosto de Pinor Noir, aunque ellos concluyeron que la
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velocidad de fermentacién de la levadura utilizada tenia un efecto minimo sobre
el color del vino. Algunos autores (Bonilla et al., 2001) han observado que las
levaduras tienen preferencia en la retencion de compuestos que absorben a
420 nm, y asimismo, Razmkhab et al. (2002) observaron cierta especificidad de
las levaduras hacia algunos compuestos como flavonoles, flavan-3-oles y sus

derivados.

Grafica VII.3 Evolucion del indice de polifenoles totales (IPT) desde el estrujado hasta fin de
fermentacion malolactica de las distintas vinificaciones del afio 2002. Cada punto corresponde
a la media de tres muestras y las barras de error indican el error estandar de la media.
Descube: 2-Oct-02, Fin Fermentacion Alcohdlica: 30-Oct-02, Fin Fermentacion Malolactica: 21-
En-03.
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Después de fermentacion malolactica el vino L1 (testigo) es el que posee
ligeramente un contenido de IPT mas alto. Cuinier (1988) encontré grandes

diferencias en el contenido de polifenoles totales en vinos elaborados con
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diferentes levaduras, presentado mayor color el vino con un valor mas elevado

de este indice.

VIl.2.2.2.3 Intensidad de color y tono

La maxima intensidad de color es alcanzada a los cinco dias de
maceracion y aunque ésta desciende durante el progreso de la maceracion al
disminuir el contenido de antocianos totales, vuelve a incrementarse conforme
avanza la vinificacion debido posiblemente a la formacion de antocianos
polimeros de color mas intenso. Durante todo el proceso de elaboracion, el
tratamiento L2 muestra los valores mas altos de intensidad de color, mientras
que L1 (testigo) es el tratamiento menos coloreado. Desde fin de fermentacién
alcohdlica hasta final de fermentacion malolactica, la vinificacion testigo sufre
un descenso acusado en la intensidad de color, el cual no es observado con las
levaduras L2 y L3. Las levaduras también pueden presentar actividad [-
glucosidasa (Hernandez et al., 2003), la cual puede contribuir a disminuir la
intensidad de color del vino. Bartowsky et al. (2004), en un ensayo realizado
con 17 cepas de S. cerevisie, encontraron diferencias en el color de los vinos
tanto a pequena escala como a nivel industrial. Morata et al. (2004) obtuvieron
los vinos mas coloreados los fermentados con levaduras que presentaban

menor adsorcion de los antocianos en su pared celular.

En cuanto al tono, todas las vinificaciones sufren un incremento durante
el proceso de elaboracion. En el transcurso de la maceracion y al finalizar la
fermentacion alcohdlica, no se observan diferencias en este parametro entre
las diferentes vinificaciones. Al finalizar la fermentacion malolactica L2 y L3 son
los vinos menos evolucionados al presentar un valor de tono mas bajo que el
testigo. Bartowsky et al. (2004) al igual que nosotros, obtuvo los valores mas

bajos de tono en los vinos que presentaron mayor intensidad de color.
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Grafica VII.4 Evolucion de la intensidad de color y el tono desde el estrujado hasta fin de
fermentacion malolactica de las distintas vinificaciones del afio 2002. Cada punto corresponde
a la media de tres muestras y las barras de error indican el error estandar de la media.
Descube: 2-Oct-02, Fin Fermentacién Alcohdlica: 30-Oct-02, Fin Fermentaciéon Malolactica: 21-
En-03.

18

16
14 A ﬁ%

12

IC

10
—0— L1
8 - - —A— |2

—— L3

6 T T T T
20-Sept-02 30-Oct-02 11-Dic-02 21-Ene-03

Fecha

0,70

0,65 -

0,60 -

0,55 A

Tono

0,50

0,45
—0— L1
—A— |2

0,40 -
—— L3

0,35 . | | |
20-Sept-02 30-Oct-02 11-Dic-02 21-Ene-03

Fecha
208



Levaduras y calidad del vino

VIl.2.2.2.4 Parametros L*, a* y b*

Los parametros L*, a* y b* muestran una evolucién similar y alcanzan los
valores mas bajos al final de fermentacién malolactica. En este momento,
aunque no se observan diferencias significativas en los valores de estos
parametros entre los vinos, L2 y L3 son mas oscuros y con mayores

tonalidades violaceas (b* mas bajo) que el testigo.

Tabla VII.2 Cambios de los valores de L*, a* y b* con sus desviaciones estandar de las
distintas vinificaciones del afio 2002 a los 15 dias de maceracion, fin de fermentacion
alcohdlica (FFA) y fin de fermentacion malolactica (FFM).

Vinificacién Dias L* a* b*

15 149+0,21 475+0,22 255+0,33

L1 FFA 12,1£0,95 44,1+1,28 20,9+1,62
FFM 83+096 385+1,28 14,2+1,62

15 145+0,27 47,0+0,32 24,9+0,45

L2 FFA 11,5+0,57 43,0+0,73 19,8 £0,98
FFM 6,4+0,70 358+1,11 11,1+1,41

15 14,6 + 0,21 47,2+0,47 25,1+0,36

L3 FFA 11,9+0,26 43,4+0,36 20,1+0,44
FFM 6,5+0,09 385+0,14 11,2+0,15

Durante la maceracion, la extraccién de compuestos fendlicos, da lugar
a la disminucién de los valores de L*, a* y b*, pero conforme avanza la
vinificacion, son los procesos de polimerizaciéon entre estos compuestos los
responsables de que los vinos sean mas oscuros y con mayores tonalidades

violetas que al principio.
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VI.2.2.3 PARAMETROS CROMATICOS Y COMPUESTOS FENOLICOS DE
LOS VINOS DE 2002 DURANTE SU CONSERVACION EN BOTELLA

VII.2.2.3.1 Parametros de color espectrofotométricos

La tabla VII.3 muestra las caracteristicas cromaticas de los vinos de
2002 en el momento de su embotellado y a los 8 meses de envejecimiento en

botella.

En el momento de su embotellado, hay un descenso en el contenido
polifenolico de los vinos, lo cual hace que los vinos sean menos coloreados
que al final de fermentacion malolactica. En este momento, L1 (testigo) es el
vino con menor intensidad de color, mostrando mayores tonalidades amarillas
(mayor %420) y menos rojas (%520), lo cual hace que sea el vino mas
evolucionado (mayor tono). Junto con L2, son los vinos menos oOscuros
(mayores valores de L*). L3 es el vino con mejores caracteristicas cromaticas,
mayor intensidad de color, menor valor del parametro L* y mayor estabilizaciéon
de los antocianos, como indica la mayor concentracion de antocianos
polimeros presente en este vino. Watson et al. (1996) también encontraron
diferentes concentraciones de antocianos polimeros al analizar vinos
elaborados con diferentes cepas de S. cerivisiae. No se observan diferencias
significativas en las distintas fracciones de taninos, aunque el vino testigo
muestra un contenido ligeramente superior de la fraccibn mas polimerizada
respecto a L2 y L3, lo cual puede ser debido a una menor estabilizacion de los
taninos de menor peso molecular como consecuencia posiblemente de una
menor liberacién de polisacaridos por Fermirouge (levadura testigo), ya que
dicha liberacion parece ser especifica de cada cepa de levadura (Rosi et al.,
1998; Rosi et al., 1999).

Después de ocho meses en botella, hay un ligero descenso en el
contenido polifenolico de los vinos, siendo un poco mas acentuado en L1. En
este momento, los vinos L2 y L3 siguen mostrando menor tono que el testigo,

debido a una menor contribucion de la componente amarilla y una mayor
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contribucion de la componente roja y una mayor concentracion de antocianos
mondémeros. Los vinos L2 y L3 unicamente se diferencian en la contribucion de
la componente azul en el color, siendo mas alta en el vino L3. Morata et al.
(2005) indicaron que la estabilidad del color tras el proceso de envejecimiento
podia estar mas garantizado si existe una mayor formacion de visitina A y
vitisina B durante el proceso de fermentacién, sugiriendo la seleccion de
levaduras con adecuadas producciones de acido piruvico y acetaldehido.
Concretamente, la mayor formacién de éstos compuestos tiene lugar a mitad
de fermentacion, vitisina A y en las ultimas etapas del proceso fermentativo,
vitisina B, siendo ademas débilmente adsorbidas por las paredes de las
levaduras (Morata et al., 2004). Nosotros hemos encontrado mayor
concentracion de estos compuestos en los vinos L2 y L3 y concretamente
mayor contenido de la vitisina A en el vino L2 y de la vitisina B en el vino L3 (los
valores de vitisinas cuantificados como malvidina-3-glucosido en los vinos L1,
L2 y L3 fueron respectivamente de 0,49, 0,64 y 0,59 mg/L para la vitisina A y
0,70, 0,72 y 0,78 mg/L para la vitisina B).

Bartowsky et al. (2004) observaron que las diferencias de intensidad de
color de los vinos elaborados con diferentes cepas de S. cerevisie se
mantenian después de ocho meses, de tal manera que la intensidad de color
relativa de los vinos jovenes podria indicar las propiedades del vino envejecido,
excepto cuando el envejecimiento tuviera lugar en barrica o con aplicacion de
la microxigenacion, ya que pueden confundir el efecto. Riou et al. (2002)
indicaron que también pueden haber otros mecanismos implicados en la
estabilizaciéon de los compuestos fendlicos en el tiempo por parte de las
levaduras, principalmente debido a la adsorcién de los polisacaridos sobre las
particulas formadas por los taninos, previniendo el incremento del tamafio de la

particula y por tanto su precipitacion.
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VII.3 Cambios de los parametros cromaticos de los vinos de 2002 en el momento de su
embotellado y transcurridos 8 meses en botella. Letras diferentes en la misma fila y para cada
periodo estudiado muestran diferencias significativas segun el test LSD (p> 95%), n=3.
Abreviaciones: IC: intensidad de color, AT: antocianos totales, AM: antocianos mondémeros, AP:
antocianos polimeros, IPT: indice de polifenoles totales, TM: taninos monémeros, TO: taninos
oligébmeros, TP: taninos polimeros, TT: taninos totales, %520: porcentaje de color rojo, %420:
porcentaje de color amarillo, %620: porcentaje de azul.

Parametros L1 L2 L3 L1 L2 L3
t=0 meses botella t=8 meses botella

[0 12,2 a 12,7 ab 13,0b 11,9a 12,5a 12,6 a
Tono 0,68 b 0,64 a 0,64 a 0,68 b 0,65 a 0,66 a
%420 34,1b 33,2a 33,0a 34,1b 33,3a 334a
%520 50,4 a 52,1b 51,5b 494 a 50,9 b 50,1b
%620 15,6 a 14,7 a 15,5a 16,5¢ 15,8 a 16,2 b
IPT 47,2 a 48,4 a 48,5a 454 a 47,0 a 47,0 a
AM 50,9 a 54,5 a 50,4 a 33,5a 416 b 39,8 b
AP 113,5a 116,4 a 127,7b 128,3 a 134,0 a 132,4 a
AT 252,3 a 262,8 a 2709 a 192,2 a 206,9 a 205,0 a
L* 8,3b 8,3b 7.3a 7,7a 74a 72a
™ 93,6 a 93,3 a 101,1 a 107,6 a 112,0 a 115,4 a
TO 188,9 a 194,1 a 202,4 a 150,6 a 166,3 a 164,5 a
TP 651,6 a 596,0 a 590,3 a 399,2 a 4145 a 366,0 a
T 1,8a 1,7a 1,8a 1,5a 1,6a 1,6a

El analisis de componentes principales de los 3 vinos durante el periodo
de envejecimiento (Grafica VII.5) mostré que todos los vinos disminuyeron sus
valores a través de la componente 1 y de la componente 2, decreciendo %520,
la intensidad de color, L*, taninos totales y sus fracciones mas polimerizadas,
antocianos totales y monomeros y el indice de polifenoles totales vy
produciéndose incrementos en los valores de tono, %620, antocianos

polimeros y taninos monomeros. Tanto en el momento del embotellado como
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después de 8 meses en botella, el vino L1 (testigo) muestra una separaciéon
clara respecto L2 y L3, presentando ademas las peores caracteristicas de color
(mayor L*, menor IC), no observandose en cambio grandes diferencias en el

perfil cromatico de los vinos L2 y L3.

Grafica VIL.5 Distribucion de los vinos elaborados en el 2002 durante su envejecimiento en
botella en un sistema de coordenadas bidimensional definido por dos componentes principales
(el porcentaje de varianza explicada por cada componente principal es mostrado entre
paréntesis). Abreviaciones: IC: intensidad de color, AT: antocianos totales, AM: antocianos
mondémeros, AP: antocianos polimeros, IPT: indice de polifenoles totales, TM: taninos
monomeros, TO: taninos oligémeros, TP: taninos polimeros, %520: porcentaje de color rojo,
%620: porcentaje de color azul, %420: porcentaje de color amarillo, simbolos blancos: t=0
meses, simbolos oscuros: t=8 meses.
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VIl.2.2.3.2 Compuestos fendlicos individuales

La tabla VIl.4 muestra los valores de compuestos fendlicos individuales
en los vinos de 2002 en el momento del embotellado y después de 8 meses de

envejecimiento en botella.

En el momento de su embotellado, el vino testigo (L1) muestra mayor
cantidad de acidos hidroxicinamicos y flavonoles que L2 y L3. Al igual que
nosotros, Barcenila et al. (1989) también encontraron diferencias en la
concentracion de estos compuestos en vinos fermentados con diferentes
levaduras. El vino L1 presenta mayor concentracion de malvidina-3-glucosido
que L2, en cambio su contenido en cianidina y peonidina es mas bajo que en
los otros tratamientos, poniendo de manifiesto la mayor naturaleza hidrofilica
de los constituyentes parietales en la levadura Fermirouge (L1) (Vasserot et al.,
1997). Los vinos L2 y L3 solo se diferencian en la concentracion de acidos
hidroxicinamicos, siendo mayor en L2. Almela et al. (1991) indicaron que la
menor presencia de acido ferulico y cafeico en el vino podia estar ligado a
procesos de B-oxidacion, los cuales estan favorecidos por algunas levaduras
(Hernandez et al., 2003). En cuanto a los acidos hidroxibenzoicos y flavan-3-
oles, todos los vinos muestran una concentracion similar. A diferencia de
nosotros, Watson et al. (1996) obtuvieron vinos mas ricos en catequina,
epicatequina y acido galico con algunas de las cepas ensayadas y Lazaro et al.
(1990) y Almela et al. (1991) encontraron valores de acidos hidréxibenzoicos
ligeramente mas bajos en el vino con la levadura mejor adaptada a las

condiciones de la zona (levadura autdctona) que con levaduras comerciales.

Después de ocho meses en botella, disminuye el contenido de
flavonoles, antocianos, ésteres hidroxicinamicos y flavan-3-oles y se
incrementan los acidos hidroxibenzoicos y los hidroxicinamicos en todos los
vinos como consecuencia de la hidrdlisis de sus correspondientes derivados
(Monagas et al., 2005).
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Tabla VII.4 Compuestos fendlicos medidos en mg/L por HPLC de los vinos de 2002 en el
momento de su embotellado y después de 8 meses en botella. Letras diferentes en la misma
fila y para cada periodo estudiado muestran diferencias significativas segun el test LSD (p>
95%), n=3.

Compuestos fenodlicos L1 L2 L3 L1 L2 L3
t=0 meses botella t=8 meses botella
Acido galico 19,5a 19,2 a 20,2 a 276 a 27,5a 28,1a
Acido siringico 24 a 26a 23a 29a 3,0a 2,8a
Acido protocatéquico 6,4a 6,3a 6,1a 14,3 a 14,4 a 12,8 a

>Acidos hidroxibenzoicos 28,3 a 28,2 a 28,6 a 44.8 a 44,8 a 43,7 a

Acido cafeico 1,4b 1,3ab  1,1a 1,2b 08a 08a
Acido ferulico 0,58 c 0,18 b 0,11 a 044 c 0,177b 0,10a
Acido p-cumarico 36¢C 0,59b 0,32a 46b 1,5a 1,2a
T Acidos hidroxicinamicos 56¢c 20b 1,5a 6,2b 24 a 2,1a
Acido caftarico 10,0 a 9,8a 99a 9,7a 9,8a 9,8a
Acido cutarico 3,3a 33a 3,3a 28a 3,3a 3,2a
Y Esteres hidroxicinamicos 13,3 a 13,1a 13,1a 12,6 a 13,0 a 13,0 a
Catequina 33,5a 33,4 a 33,5a 11,8a 13,2 a 12,3 a
Epicatequina 154 a 14,9 a 15,6 a 48a 57a 56a
ZFlavan-3-oles 49,0 a 48,3 a 49,1 a 16,6 a 18,9 a 179 a
Rutina 40b 3,5ab 3,2a 0,0a 0,0a 0,0a
Quercitrina 0,30 a 0,28 a 0,30 a 0,0a 0,0a 0,0a
Miricitina 29a 3,1a 32a 49a 56a 4,7 a
Quercetina 72b 5,8 a 6,4 ab 3,1a 32a 3,3a
Kampferol 0,40b 0,13 a 0,19 a 0,0a 0,0a 0,0a
ZFlavonoles 14,8 b 129a 13,3ab 8,0a 8,8a 8,0a
Delfinidina-3-Glucésido 9,7a 9,8a 10,1 a 0,77 a 0,94 a 0,86 a
Cianidina-3-Glucésido 23a 3,6b 3,5b 0,0a 0,0a 0,0a
Petunidina-3-Glucésido 18,2 a 17,1a 17,5a 11a 1,5a 1,3a
Peonidina-3-Glucésido 12,1a 14,2 b 14,3 b 0,8a 1,3b 1,1 ab
Malvidina-3-Glucésido 799b 75,1 a 76,8 ab 2,7a 40b 40b
ZAntocianos 1229a 1199a 1222a 54a 78b 7,2 ab
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En este momento, la concentracidon de los acidos hidroxicinamicos sigue
siendo mayor en el vino L1, no encontrandose diferencias entre L2 y L3. El
contenido de antocianos monoglucésidos es mas alto en los vinos L2 y L3.
También, aunque no se observan diferencias significativas en el contenido de
flavan-3-oles, los vinos L2 y L3 muestran valores ligeramente mas altos que L1.
Por un lado, los taninos durante el envejecimiento, estan sometidos a procesos
de polimerizacién y despolimerizacion dando lugar a aumentos en las
fracciones menos polimerizadas, y por otro lado, la estabilizacion de estos
compuestos por parte de las manoproteinas puede evitar su mayor

polimerizacion.

Estos resultados ponen de manifiesto que el tipo de levadura utilizada
puede afectar al perfil cromatico de los vinos y que no siempre se obtienen
vinos de mejor calidad con las levaduras tradicionalmente utilizadas en el
proceso de vinificacion en una determinada zona de produccion, al mostrar el
vino elaborado con Rhéne 2323 mejores caracteristicas de color durante el
proceso de vinificaciéon en los dos afios de elaboracion e incluso después de

ocho meses de envejecimiento en botella.

VII.2.3 ANALISIS SENSORIAL

En las graficas VII.6, VII.7 y VII.8 se presentan los resultados de la cata
descriptiva de los vinos elaborados en la campafa de 2002 en el momento de
su embotellado y transcurridos 8 meses en botella. En cada una de las graficas
se puede observar el analisis de la fase visual, olfativa y gustativa de los

diferentes vinos.

La intensidad de cada uno de los atributos fue valorada en una escala de
cero a diez, dando mayor puntuacion a mayor sensacion. Para facilitar la

compresion de los resultados, las puntuaciones del vino testigo fueron
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normalizadas a un valor de cinco, comparando los vinos elaborados con las

otras levaduras con él.

Grafica VII.6 Evaluacion sensorial de la intensidad y tonalidad del color de los vinos elaborados
en el 2002 en el momento de su embotellado (grafica A) y después de 8 meses en botella

(grafica B). Cada punto es la media de la evaluacion de cinco catadores.
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En la fase visual, tras el embotellado el vino L3 es el que presenta menor
intensidad de color y tonalidad, mientras que L2 es el vino mas intenso pero
con menor tonalidad violeta que el vino testigo. Después de ocho meses en
botella, se incrementa la intensidad y la tonalidad en el vino L3, mostrando
valores similares a L2. En este momento, el vino testigo muestra una intensidad
de color menor que L2 y L3, no observandose en cambio diferencias en la

tonalidad.

En cuanto al aroma, tras el embotellado, todos los vinos muestran una
intensidad y calidad similar, encontrandose uUnicamente diferencias en las
sensaciones a vegetal, a tostado y compota. Los vinos L2 y L3 presentan
menos recuerdos a tostado y ligeramente a vegetal que el vino testigo y se
diferencian en la sensacién a compota, la cual es menor en L2. Después de
ocho meses en botella, se incrementa la intensidad y calidad aromatica en los
vinos L2 y L3. En este momento, el vino L3 muestra menos recuerdos a
afrutado, pero mas a tostado y a compota que los vinos L2 y L1. En cambio el
vino L2 muestra un perfil aromatico un poco mas similar a L1, aunque con

menores sensaciones a confitura y mas a compota.

En boca, tras el embotellado, L2 y L3 son los vinos con mayor calidad,
equilibrio y persistencia. Ademas, muestran menor sensacion de astringencia y
amargor, pero son mas secos y un poco mas verdes que el vino testigo. Estos
vinos causan practicamente las mismas sensaciones, aunque L2 es un poco
mas intenso. Después de ocho meses en botella, el vino L2 muestra
sensaciones similares al testigo. En cambio, el vino L3 es mas intenso y con
mayor calidad, cuerpo, equilibrio y menor astringencia, sequedad y verdor que
L1y L2. Esta menor astringencia puede ser debido a una mayor estabilizacion
de los taninos en este vino, al reducir los polisacaridos la reactividad de estas

moléculas con las proteinas de la saliva.
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Grafica VIL.7 Evaluacion sensorial del aroma de los vinos elaborados en el 2002 en el
momento de su embotellado (grafica A) y después de 8 meses en botella (grafica B). Cada
punto es la media de la evaluacién de cinco catadores.
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Gréfica VII.8 Evaluacién sensorial del gusto de los vinos elaborados en el 2002 en el momento
de su embotellado (grafica A) y después de 8 meses en botella (grafica B). Cada punto es la
media de la evaluacion de cinco catadores.
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Majdak et al. (2002) encontraron diferencias en la calidad y aroma de los
vinos con diferentes cepas de levaduras después de seis meses en botella,
siendo el vino mas intenso el de menor concentracion de alcoholes
mayoritarios, suponiendo que la concentracion de estos compuestos podia ser

la responsable de dichas diferencias.

Estos resultados ponen de manifiesto que con Rhéne 2323 se consigue
un vino con mejores caracteristicas tanto en la fase visual, como en la fase
aromatica y gustativa. Esto unido también a un mejor perfil cromatico del vino
en los dos anos de elaboracion, implica la seleccion de esta levadura para la

obtencion de vinos de Monastrell de mayor calidad.
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VIIl.1 INTRODUCCION

El vino tinto es un vino de maceracion, y esta constituye una extraccion
fraccionada de la uva (Peynaud, 1984). El grado de extraccion influye en la
cantidad y estabilidad del color, la astringencia y la estructura tanica del vino,
en el gusto y aroma y en el potencial del vino para envejecer (Zoecklein, 1991).
Los compuestos polifenoles estan localizados en diferentes partes de la uva y
tienen diferente solubilidad y capacidad de difusion con respecto a la fase
acuosa o alcohdlica, y con respecto a la temperatura y condiciones quimicas
del mosto. Solamente una tercera parte de los compuestos fendlicos presentes
en la uva son extraidos en el vino (Singleton y Draper, 1964) y estos proceden
de la pulpa, hollejos y semillas. Por esta razon, el tamafio de la baya (relacion
hollejo/mosto) y el numero de semillas por baya son muy importantes en el

proceso de maceracion

VII.L1.1 FENOMENOS QUE OCURREN DURANTE LA
MACERACION

Durante la maceracidén, los compuestos que se encuentran en las
vacuolas de las células de los hollejos (azucares, acidos, sales, polifenoles,
antocianos y los compuestos que proporcionan gusto/aroma) y los taninos de
las semillas son extraidos al mosto-vino. Obviamente, esta extraccion requiere
la degradacion de la pared celular y la ruptura de la cuticula por lo que se ve
favorecida con el incremento del alcohol y la temperatura durante la

fermentacion y por la adicion de SO, (Oszmanski et al., 1986).

La liberacion de los constituyentes de la uva en el mosto-vino es
esencialmente un proceso de extraccion-difusion y la extension de la misma
esta influenciada por la naturaleza del compuesto, de su concentracion y de su

localizacion en la baya. El estado de maduracion de la uva también va a influir
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de manera muy acusada en el proceso de extraccion como puede ser
apreciado en la Figura VIII.1 (Zamora, 2003a). También la difusion se puede
ver afectada por la temperatura, la solubilidad del compuesto en el medio
agual/alcohol, el gradiente de concentracidon entre los “solidos” de la uva y el
mosto-vino, por el equilibrio quimico y por las reacciones que ocurran en el

medio.

Figura VIII.1 Influencia del estado de maduracion de la uva en los procesos de extraccion de
los compuestos fendlicos durante la maceracion.
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Tanto la extraccion como la difusion de los compuestos fendlicos
aumenta con la renovacién del mosto-vino que impregna las partes sdlidas lo
cual se consigue mediante la realizacion de remontados o por hundimiento del

sombrero.

De los distintos compuestos que van a ser extraidos, los acidos

hidroxibenzoicos y los hidroxicinamicos son solubles en la fase acuosa y se les

226



Maceracidn, sangrado y calidad del vino

encuentra desde el principio de la maceracion (Lazaro et al.,, 1990). Los
antocianos son también solubles en agua y el maximo de extraccion es
obtenido frecuentemente en los primeros dias de contacto con los hollejos. Los
flavanoles, sus oligdmeros y las procianidinas son mas solubles en alcohol y
estan localizados mayormente en las semillas, por ello el contenido de
polifenoles totales y taninos debido a estos compuestos se incrementa mas
lentamente durante la maceracion. Muchos cultivares también tienen
cantidades significantes de estos flavonoides en los hollejos, excepto Pinot
noir, ya que carece de flavanoles mondmeros y procianidinas en los hollejos
(Thorngate et al., 1992). El potasio es encontrado mayormente en los hollejos y
tiene un importante efecto sobre el pH del vino. Los compuestos de la uva que
proporcionan gusto y aroma son un grupo grande y complejo, solubles en agua,
y son encontrados en forma volatil libre o bien glucosidicamente enlazados a
precursores en las vacuolas del mesocarpio y del pericarpio bajo el hollejo
(Brander et al., 1980). La extraccion de polisacaridos y compuestos
nitrogenados (acidos amino y proteinas) también es importante en la

maceracion y para la evolucién del vino.

VIIl.1.2 EVOLUCION DE ANTOCIANOS Y TANINOS DURANTE
LA MACERACION

La evolucion de los compuestos polifendlicos durante la maceracion
generalmente muestra una curva exponencial simple, aunque para los
antocianos se ha descrito un modelo exponencial en dos fases, una creciente y
otra decreciente (Boulton, 1995). El comportamiento de la extraccion de los
compuestos fendlicos en el mosto-vino muestra que aunque la difusiéon es un
mecanismo importante en el proceso y un modelo de difusion puede describir
generalmente la extraccion, el proceso total es algo mas complejo (Boulton,

1995). El modelo de difusién general puede ser descrito como:
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d[flavonoides]/dt= k x ([Fle — [F])

[F]e = concentracion de flavonoides
[F] = concentracion instantanea de los flavonoides en el mosto-vino
K = constante

Esencialmente, la velocidad de extraccion es proporcional al gradiente
de concentracion entre los solidos y el mosto-vino. Cuando se integra la

ecuacion da la siguiente expresion:

[F1=[Flo + [Fle x (1-6™")

[F] = concentracion de flavonoides
[F]o = concentracion inicial de flavonoides en el mosto

Los antocianos son extraidos a una velocidad relativamente rapida y la
concentracion de antocianos mondémeros alcanza su maximo normalmente en
los primeros dias de la fermentacidon. Después de este momento decrecen. La
disminucién de los antocianos mondmeros puede ser debida a la adsorcidn en
las paredes de las levaduras (Morata et al., 2003a) y partes sdlidas de la uva
(Bourzteix et al., 1970), por degradacion y por inclusion en cristales de
bitartrato potasico, los cuales se incrementan durante la fermentacion al
disminuir su solubilidad en alcohol. Pero también los antocianos son reactivos y
forman parte facilmente de las reacciones de polimerizacién, especialmente
con procianidinas de la uva y con el acetaldehido formado del metabolismo de

las levaduras y/o bien por oxidacion del etanol. La polimerizacion entre

228



Maceracidn, sangrado y calidad del vino

antocianos y taninos es importante para la estabilidad del color del vino,
protegiendo en parte a los antocianos de la degradacién (Sims y Bates, 1994),
asi las especies resultantes son mas resistentes a las reacciones de
hidratacion y decoloracién con SO, (Cheynier, 2003). Se ha observado que la
presencia de antocianos en un vino tinto es vital para la extraccion y retencion
en solucion de grandes cantidades de taninos oligobmeros y polimeros vy
también de flavonoles (Kantz y Singleton, 1991). La forma general de la curva

de extraccion para antocianos y fenoles se muestra en la Figura VIII.2.

Los taninos de los hollejos y semillas se solubilizan mas lentamente que
los antocianos. De hecho, en la maceracién prefermentativa, al no haber etanol
en el medio y al ser las temperaturas moderadas, su extraccion es muy limitada
(Figura VIII.2). La extraccion de los taninos puede ser descrita como una
difusion (Boulton, 1995), que incluye los flavan-3-oles y sus oligdmeros de 2 a
8, polimeros de mayor numero de unidades y también algunas formas
galoiladas de ellos. Los taninos de los hollejos y de las semillas poseen
diferentes cinéticas de extraccion. Los taninos de los hollejos comienzan a
solubilizarse conjuntamente con los antocianos, si bien su extraccion se
prolonga mucho mas en el tiempo. Por el contrario, los taninos de las semillas
no se solubilizaran hasta la mitad de la fermentacién, cuando el alcohol haya
disuelto la cuticula. Por tanto, la extraccion de los flavanoles y procianidinas
desde las semillas al mosto-vino es un aspecto importante al considerar la

extension del tiempo de maceracidn (Singleton y Draper, 1964; Boulton, 1995).

La concentracion de los taninos en los vinos se incrementa hacia un
maximo y después se mantiene constante y no disminuye como se observa en
el caso de los antocianos. Esto es asi a pesar del hecho que estos fenoles
también estan involucrados en reacciones similares a la de los antocianos, con
la excepcion de la degradacion de los antocianos mondmeros. En el primer afio
de maduracion, la disminucidn de catequina es solamente un cuarto de la

disminucién de los antocianos (Nagel y Wulf, 1979).

Los taninos son también especies reactivas y la formacién y la ruptura

de enlaces entre flavanoles ocurre continuamente al pH del vino (Cheynier et
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al., 2000a). Con el tiempo, la proporcion de enlaces de formacion excede a los
de ruptura, asi las procianidinas oligdbmeras reaccionan para incrementar el
tamano del polimero (Vidal et al., 2002). También las procianidinas se enlazan
y precipitan con proteinas y son sustratos de reacciones de oxidacién
enzimatica y no enzimatica (Cheynier et al., 2000a). Esto significa que ellos
juegan un papel importante en el potencial redox y el estado de oxidacion del

vino.

Figura VIII.2 Evolucién de los compuestos fendlicos durante la maceracién (Zamora, 2003a).
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VII.1.3 INFLUENCIA DEL TIEMPO DE MACERACION EN EL
CONTENIDO DE COMPUESTOS FENOLICOS Y EL COLOR DEL
VINO

El tiempo de contacto del mosto con los hollejos y semillas, junto con la
variedad de uva utilizada, estda considerado como el principal factor que

contribuira al estilo del vino tinto.

La maceracion corta es empleada para obtener vinos jévenes, ya que
con unos pocos dias de maceracion se consigue una correcta extraccion del
color y de los aromas afrutados y se evita obtener vinos muy tanicos (Gil-
Munoz et al., 1999; Gomez-Plaza et al., 2001; Zamora, 2003a) (Figura VIII.3).

Figura VIII.3 Influencia del tiempo de maceracion en las sensaciones tanicas de los vinos
(Zamora, 2003a).
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Un tiempo de maceracién largo es utilizado para obtener vinos
destinados a crianza, ya que de este modo se consigue incrementar el color, el
contenido de compuestos fendlicos, polisacaridos, proteinas y pigmentos
polimeros y asi dar al vino la estructura necesaria y poder garantizar la
estabilidad del color (Auw et al., 1996). Los vinos pueden hacerse mas
astringentes, con mayor intensidad aromatica pero con menos aroma a fruta.
La astringencia generalmente no se hace excesiva, o esta podria incluso
disminuir (Scudamore-Smith et al., 1990; Sims y Bates, 1994).

La maceracion también puede influir en el aroma del vino. Estudios de
interacciones de aromas en soluciones modelos han mostrado que la
concentracion del benzoato de etilo disminuye conforme incrementa la
concentracion de catequina, asi el mayor contenido de compuestos fendlicos
en el vino puede disminuir la volatiidad de algunos compuestos que

proporcionan gusto/aroma (Rounsavill et al., 1996).

La extraccion y/o retencion de compuestos fendlicos mondémeros y
polimeros generalmente se incrementa al aumentar el tiempo de maceracion
(Kantz y Singleton, 1991). Comparando con las uvas blancas que podrian tener
concentraciones comparables en los hollejos y semillas de procianidinas,
parece ser que se extraen mayores cantidades de polifenoles polimeros en
vinos tintos (Kantz y Singleton, 1991; Singleton y Trouslade, 1992) y esto es

debido a la formacion de aductos antociano-tanino.

VIIl.1.4 LA TECNICA DEL SANGRADO

Esta técnica consiste en modificar la proporcion sélido/liquido en el
mosto, retirando parte de éste justamente después del extrujado o bien
adicionando mas hollejo. Asi, se podran obtener distintos estilos de vino, que

se van a diferenciar en el contenido de compuestos fendlicos extraidos de las
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partes solidas de la uva (Cuinier, 1988). Un incremento en esta relacion podria
dar lugar a vinos con mayor contenido de compuestos fendlicos, color y aroma
(Gawel et al., 2001), siendo, por tanto, una técnica muy util para aquellos afios
en que la uva presente un nivel de madurez insuficiente y también para

aquellas variedades pobres en compuestos fendlicos.

Con la técnica del sangrado, no solo el color y el aroma de los vinos se
vera afectado sino también otras propiedades de éstos, ya que al aumentar la
proporcion de los hollejos respecto del mosto, disminuye la acidez y se

incrementa el pH del vino.

En un estudio realizado por Siegrist y Leglise (1982), los mostos de Pinot
noir fueron ajustados a un 20, 30, 40, y 50% de solidos y después fermentaron
con las partes solidas durante siete dias. Los vinos con mas cuerpo y mas
valorados resultaron ser aquellos elaborados con una mayor proporcion
solidos/mosto. Estos resultados fueron similares a los de Singleton (1972) y
Gawel et al. (2001) siendo, ademas, el color y el contenido de fenoles totales
de los vinos al finalizar la fermentacion proporcionales a la cantidad de sdlidos
en fermentacién. El vino elaborado con un 40% de sdlidos y un 60% de mosto
fue considerado el mejor, mientras que el vino con solo un 20% de sdlidos fue
el mas ligero y de insuficiente calidad. Sin embargo, el vino elaborado con una
relacion solido/liquido de 1:1 fue considerado como demasiado concentrado.
Esto pone de manifiesto que la utilizacion de esta técnica es limitada y debe

realizarse con precaucion.

Kovac et al. (1995), adicionando el doble o el triple de semillas que la
cantidad usual presente en las fermentaciones, obtuvieron un incremento en el
contenido de polifenoles totales, catequinas y procianidinas, en la estabilidad
del color y en el caracter varietal, siendo ese incremento mas importante para
catequina y procianidinas. Estos resultados fueron paralelos a un ensayo
similar, donde se encontré que la adicion de semillas tuvo mayor impacto sobre
el contenido de flavanoles y de procianidinas que el tiempo de maceracién
(Kovac et al., 1992).
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VIIl.2 RESULTADOS

Tal y como se comentd en Materiales y Métodos, para el estudio del
efecto del tiempo de maceracién y sangrado sobre las caracteristicas de los
vinos se llevaron a cabo cinco vinificaciones, tres con diferente tiempo de
maceracion: 15 dias (vino testigo, T), 25 dias (M1), y 35 dias (M2), y dos con
diferente sangrado parcial del mosto: 7,5% (S1) y 15% (S2). Todas las
vinificaciones se realizaron en el 2001 y 2002 en depdsitos de 100 litros y por

triplicado.

VII.2.1 EVOLUCION DE LOS PARAMETROS DE COLOR
DURANTE LA VINIFICACION

VIil.2.1.1 PARAMETROS ESPECTROFOTOMETRICOS

En las graficas VIII.1, VIII.2, VIII.3, VIIl.4 y en la tabla VIIl.1 se puede
observar la evolucion del contenido de antocianos totales, indice de polifenoles
totales, intensidad de color, tono y L*, a* y b* respectivamente durante la

maceracion hasta fin de fermentacion malolactica de los afios 2001 y 2002.

La tabla VIII.2 muestra las fechas correspondientes al descube, fin de
fermentacion alcohdlica (FFA) y fin de fermentacion malolactica (FFM) para las

diferentes vinificaciones en las elaboraciones de 2001 y 2002.
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Tabla VIIl.2 Fechas correspondientes al descube, fin de fermentacién alcohdlica (FFA) y fin de
fermentacion malolactica (FFM) para las diferentes vinificaciones en las elaboraciones de 2001
y 2002.

Ano Vinificacion Descube FFA FFM

T-S1-S2  24-Sep-01  02-Oct-01  28-Nov-01
2001 M1 04-Oct-01  11-Oct-01  28-Nov-01
M2 15-Oct-01  31-Oct-01  28-Nov-01

T-81-S2 02-Oct-02  30-Oct-02  22-En-03
2002 M1 14-Oct-02  30-Oct-02  22-En-03
M2 24-Oct-02  30-Oct-02  22-En-03

VIIl.2.1.1.1 Antocianos totales

Los niveles de antocianos fueron mucho mas altos para los vinos S2 y
las diferencias fueron mas pronunciadas en el primer afio del experimento. El
mayor tamafno de la baya en el 2002 ocasion6 un efecto menos pronunciado
del tratamiento del sangrado parcial. Quizas la cantidad de mosto eliminado
deberia haber sido mayor este afio para obtener resultados similares a los del
afo anterior. Como Gawel et al. (2001) indicaron, el beneficio de los
tratamientos del sangrado parcial parece ser muy dependiente del tipo de fruta;
el grado de sangrado del mosto requerido para conseguir mejorar la calidad del
vino debe ser determinado caso a caso en base a las caracteristicas de la

vendimia cada ano.

En el 2001, el maximo nivel de antocianos se detectd alrededor del dia
9, excepto en el vino S2 el cual mostré el maximo sobre el dia 6. En el 2002, el
maximo se encontré alrededor del dia 8 en todas las vinificaciones. Estos
resultados son similares a estudios de otros autores, los cuales también
encontraron que los antocianos usualmente alcanzan la maxima concentraciéon

durante los primeros dias de vinificacion (Gil-Mufioz et al., 1999).
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Grafica VIII.1 Evolucion de los antocianos totales desde el estrujado hasta fin de fermentacion
malolactica de las distintas vinificaciones de los afios 2001 (grafica A) y 2002 (grafica B). Cada
punto corresponde a la media de tres muestras y las barras de error indican el error estandar
de la media.
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Con la aplicacion de tiempos de maceracion muy largos los vinos M1 y
M2 sufren un descenso acusado en la concentracion de antocianos. Por el
contrario, Klenar et al. (2004) obtuvieron un incremento en el contenido de
estos compuestos para la variedad Cabernet Sauvignon durante 18 dias de
maceracion, aunque si observaron que la extraccion de estos compuestos era
mas pronunciada en la fase prefermentativa y mas lenta en la fase
postfermentativa. Una vez alcanzado el maximo, el contenido de antocianos
disminuye para todas las vinificaciones hasta fin de fermentacion malolactica.
Este descenso puede ser atribuido, como ya se ha comentado, a las
reacciones de polimerizacion y oxidacion de antocianos y a la fijacion de estos
compuestos sobre las levaduras y sobre las partes solidas de la uva (Bourzteix
et al., 1970). Al final de la fermentacion malolactica (fin de noviembre de 2001 y
fin de enero de 2003 para la vendimia del 2002) s6lo se observan pequefias

diferencias en el contenido de antocianos totales entre las vinificaciones.

VII.2.1.1.2 indice de polifenoles totales (IPT)

Los valores del indice de polifenoles totales alcanzan su maximo mas
tarde que los antocianos, como también observaron Klenar et al. (2004). Como
las semillas estan protegidas por una capa lipidica que necesita de la presencia
de etanol para ser degradada, los taninos de las semillas son extraidos al final
de la fermentacion alcohdlica, siendo los responsables de que sigan creciendo
los valores de IPT. Las vinificaciones con tiempo de maceracion mas largo (M1
y M2) no mostraron mayores valores del indice de polifenoles totales que el
vino control, hecho también observado por Spranger et al. (2004). El maximo
valor es obtenido para todos los vinos antes de 15 dias de maceracién. Este
resultado no coincide al encontrado por Yokotsuka et al. (2000), los cuales
observaron que al aumentar el tiempo de maceracion (por encima de 64 dias)
se incrementaba el contenido de fenoles totales en el vino. El contenido de
fenoles totales de los vinos M2, después de alcanzar su maximo, disminuyo,

probablemente debido a precipitaciones y a fendmenos de adsorcion.
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Grafica VIII.2 Evolucion del indice de polifenoles totales (IPT) totales desde el estrujado hasta
fin de fermentacién malolactica de las distintas vinificaciones de los afos 2001 (grafica A) y
2002 (grafica B). Cada punto corresponde a la media de tres muestras y las barras de error
indican el error estandar de la media.
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Un tiempo de maceraciéon prolongado se acompafia frecuentemente de
polimerizacion oxidativa de antocianos mondmeros y su complejacion con otros
fenoles para producir pigmentos oligobmeros y polimeros, resultando en la
precipitacion de pigmentos, que va seguido de una disminucion en el color rojo

y un incremento del pardeamiento (Yokotsuka et al., 2000).

Los valores mas altos del indice de polifenoles totales se obtuvieron en
las vinificaciones con sangrado parcial del mosto, aunque las diferencias fueron
menos apreciables para los diferentes tratamientos en el 2002. Este resultado
coincide con el obtenido por Gawel et al. (2001). Singleton (1972) encontré que
los vinos elaborados con mayor proporcion hollejo/mosto tenian una
concentracion significativamente mayor de flavonoides, mientras que los
compuestos no flavonoides no se veian afectados, ya que estos estan
principalmente en la pulpa. Gerbaux (1993) indic6 también que en
vinificaciones con un sangrado del 15 y del 20% se encontré6 un mayor

contenido de fenoles totales respecto el vino control.

VIIl.2.1.1.3 Intensidad de color y tono

Los maximos valores de intensidad de color fueron alcanzados al mismo
tiempo que el contenido maximo de antocianos. Después tiene lugar una
disminucién, siendo ésta mas pronunciada en las vinificaciones de tiempo de
maceracion mas largo. Hay que destacar que la disminucion observada en la
intensidad de color es menos acusada que la obtenida en la concentracion de
antocianos totales. Esta claro que los antocianos monémeros no son los unicos
compuestos responsables del color de los vinos, sino que también intervienen
en la formacion de nuevos compuestos, principalmente productos de
condensacion entre antocianos y taninos. El vino control y las vinificaciones con
sangrado mantuvieron los valores mas altos de intensidad de color hasta fin de
fermentacion malolactica. La intensidad de color fue mucho mayor en el 2001,
siendo el color en el los vinos S1 'Y S2 significativamente mayor que los vinos

M1 y M2 durante todo el tiempo.
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Grafica VIII.3 Evolucion de la intensidad de color desde el estrujado hasta fin de fermentacion
malolactica de los distintos tratamientos de los afios 2001 (grafica A) y 2002 (grafica B). Cada
punto corresponde a la media de tres muestras y las barras de error indican el error estandar

de la media.
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Grafica VIIIl.4 Evolucion del tono desde el estrujado hasta fin de fermentacién malolactica de
las distintas vinificaciones de los afos 2001 (grafica A) y 2002 (grafica B). Cada punto
corresponde a la media de tres muestras y las barras de error indican el error estandar de la
media.
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Es muy importante senalar que los vinos T, S1 y S2 mantuvieron su
color desde el prensado hasta fin de fermentaciéon malolactica, mientras que en
los vinos M1 y M2, la intensidad de color sufrié una disminucién, mayor cuanto
mas largo el tiempo de contacto, y por tanto especialmente en M2. Pardo y
Navarro (1993) también encontraron que en vinos de Monastrell elaborados
con 20 dias de maceracion la intensidad de color fue mas baja que los
elaborados con 10 dias de maceracion. Parte de esta disminucién podria ser
debida a la adsorcion de los compuestos fendlicos, principalmente antocianos,
sobre las levaduras (Vasserot et al.,, 1997) o debido a la precipitacion del
material polimérico. Borzi et al. (1993) determinaron que cuando el vino esta
mas estructurado, la intensidad de color es mas estable. Esta observacion nos
permite concluir que probablemente los vinos con sangrado, los cuales poseen
mayor intensidad de color y esta se mantiene en el tiempo, son los mas

estables.

En cuanto al tono, este se incrementa con el avance del proceso de
vinificacién, no observandose diferencias significativas en los valores de este
parametro entre las distintas vinificaciones durante la maceracién y al final de
fermentacion alcohdlica. Con el empleo de tiempos largos de maceracion los
valores de tono se incrementan debido posiblemente a una mayor pérdida de
pigmentos rojos por adsorcién, a procesos de polimerizacion y oxidacién de los
compuestos fendlicos dando lugar a la formacién de compuestos de color
menos intenso e incluso a pérdidas de estos compuestos por precipitacion.
Klenar et al. (2004) no observaron un incremento en el tono en los vinos
durante la maceracion con el empleo de tiempos de contacto prolongados,
como consecuencia de la continua extraccion de antocianos. Al final de
fermentacion malolactica los vinos de mayor tiempo de maceracion son los que
muestran los valores de tono mas altos, al igual que indicaron Budic-Leto et al.
(2003). Borzi et al. (1992) también encontraron diferencias poco significativas

en el tono entre el vino testigo y los vinos con una relacion sélido/liquido mayor.
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VIil.2.1.1.4 Parametros L*, a* y b*

Los valores de L*, a* y b* disminuyen para todas las vinificaciones con el
avance del proceso de vinificacién. Al finalizar la fermentacion malolactica, los
vinos presentan los valores mas bajos de estos parametros, como
consecuencia de aumentos en la componente azul (valores de b* mas bajos) al
formarse compuestos de color violeta, resultantes de las uniones entre
antocianos y taninos mediadas por puente acetaldehido. Con el empleo de
tiempos de maceracion superiores a 15 dias los valores de L*, a* y b* se
incrementan posiblemente debido a procesos de oxidacion, precipitacion y
fijacion que van a sufrir los compuestos fendlicos, mientras que con aplicacion
de sangrados parciales los vinos son mas oscuros y con mayores tonalidades
violetas, mostrando mejor perfil cromatico al incrementar el sangrado parcial

del mosto.

VIl.2.2 PARAMETROS CROMATICOS Y COMPUESTOS
FENOLICOS DE LOS VINOS DE 2002 DURANTE SU
CONSERVACION EN BOTELLA

VIil.2.2.1 PARAMETROS DE COLOR ESPECTROFOTOMETRICOS

La tabla VIII.3 muestra las caracteristicas cromaticas de los vinos de
2002 en el momento de su embotellado y a los 8 meses de envejecimiento en

botella.

En el momento del embotellado, los parametros intensidad de color,
antocianos totales y el indice de polifenoles totales son mas bajos que al

comienzo del proceso de vinificacion, resultado también obtenido por Gawel et
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al. (2001), observando en los vinos una clara disminucién en los valores de
estos parametros después de su estabilizacion por frio y embotellado,
posiblemente debido a la polimerizacion y precipitacidon de los compuestos
fendlicos y a su adsorcion sobre las proteinas y tartratos (Lubbers et al., 1994).
Los vinos M1 y M2 presentan la intensidad de color mas baja y sus antocianos
estan ademas menos polimerizados. Esto dio como resultado vinos con mayor
porcentaje de color amarillo. El valor del indice de HCI, el cual representa el
nivel de polimerizacion de los taninos, es muy bajo para los vinos de mayor
tiempo de maceracion (M1 y M2) como consecuencia posiblemente de previas
precipitaciones de polimeros inestables. Los vinos con sangrado parcial del
mosto junto con el testigo son los mas coloreados, mostrando ligeramente

mayor intensidad de color el vino S2.

Después de 8 meses en botella, en general se observa un descenso
para todos los vinos en el contenido de antocianos totales, taninos totales,
taninos oligdmeros, taninos polimeros y el indice de HCI, indicando la
precipitacion de compuestos fendlicos de alto peso molecular (Ribereau-Gayon
y Glories, 1996). La poca variacion en los valores de la intensidad de color en
todos los vinos respecto a los valores presentados en el momento de su
embotellado, junto con la disminucion en el contenido de antocianos
monomeros y el aumento de antocianos polimeros pone de manifiesto la
formacion de polimeros antociano-tanino de color intenso como pueden ser las
uniones antociano-tanino. Los compuestos que derivan de esta combinacion
son mas coloreados que los propios antocianos (Glories, 1988). En este
momento los vinos de mayor tiempo de maceracion (M1 y M2) siguen siendo
los de menor intensidad de color, menor indice HCI, mayor porcentaje de color
amarillo, menor contenido de antocianos polimeros y mayor contenido de

antocianos mondmeros, los cuales son mas susceptibles de ser oxidados.
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Estos resultados muestran que las mejores caracteristicas de color son
obtenidas para el vino control y los sangrados, al presentar la mayor intensidad
de color, mayor contenido de antocianos polimeros, mayor porcentaje de rojo y

azul y menor de amarillo.

Grafica VIIL5 Distribucion de los vinos elaborados en el 2002 durante su envejecimiento en
botella en un sistema de coordenadas bidimensional definido por dos componentes principales
(el porcentaje de varianza explicada por cada componente principal es mostrado entre
paréntesis). Abreviaciones: IC: intensidad de color, AT: antocianos totales, AM: antocianos
mondémeros, AP: antocianos polimeros, IPT: indice de polifenoles totales, TM: taninos
monomeros, TO: taninos oligémeros, TP: taninos polimeros, %520: porcentaje de color rojo,

%620: porcentaje de color azul, %420: porcentaje de color amarillo, simbolos blancos: t=0
meses, simbolos oscuros: t=8 meses.
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El analisis de componentes principales de los 5 vinos durante el periodo
de envejecimiento (Grafica VIII.5) mostré que todos los vinos disminuyeron sus
valores a través de la componente 2, produciéndose incrementos en el estado

de polimericacion de los antocianos, el %620 y descensos en el color al
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disminuir el contenido de antocianos totales y taninos. También se observa una
clara separacion de los vinos de mayor tiempo de maceraciéon respecto a los
vinos testigo y con sangrado parcial del mosto a través de la componente 1,
mostrando en todo momento M1 y M2 las peores caracteristicas de color a
pesar de tener mayor contenido de polifenoles totales, antocianos totales y
taninos, lo cual puede ser debido a una menor estabilidad de los antocianos.
No hay una gran separacion entre los vinos testigo y con sangrado parcial del

mosto, aunque S2 junto con el testigo muestran mejor perfil cromatico que S1.

VIil.2.2.2 COMPUESTOS FENOLICOS INDIVIDUALES

Las tablas VIII.4 y VIII.5 muestran respectivamente los valores de
compuestos fendlicos individuales en los vinos de 2002 en el momento del

embotellado y después de 8 meses de envejecimiento en botella.

En el momento del embotellado, y en el caso de los acidos
hidroxicinamicos, el acido galico es el mayoritario. Este acido puede proceder
de la hidrdlisis de la epicatequin-galato, compuesto que es extraido de las
partes solidas de uva durante el proceso de maceracion (Singleton y Trouslade,
1983), aunque también puede proceder de la hidrdlisis de heterdsidos. El acido
siringico, que se encuentra en cantidades mas pequenas que el acido galico,
puede derivar de la alcohdlisis y oxidacion de estructuras lignificadas, aunque
también puede proceder de la transformacion de los compuestos fendlicos
como los antocianos por las levaduras. Las vinificaciones con sangrado parcial
del mosto presentan valores de &acidos hidroxibenzoicos mayores que la
vinificacién testigo, siendo estos valores mas altos al aumentar el porcentanje
de sangrado parcial del mosto, pero con la aplicacion de tiempos de
maceracion prolongados se obtienen valores superiores a los obtenidos en las
vinificaciones con sangrado parcial. Esto puede ser debido a una mayor

hidrdlisis de sus ésteres al aumentar el tiempo de maceracion.
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En cuanto a los acidos hidroxicinamicos, éstos se incrementan en el vino
con la utilizacion de tiempos de maceracion prolongados debido a una mayor
hidrdlisis de sus correspondientes formas esterificadas al aumentar el tiempo
de contacto, ya que estos acidos no se encuentran en la uva en estado libre
(Somers et al., 1987).

En el caso de los flavan-3-oles, se observa que las concentraciones de
catequina son superiores a las de epicatequina, igual que encontraron Mayen
(1993), Gil-Mufioz (1997), Gil-Munoz et al. (1999) y Burns et al. (2001). Con el
aumento del tiempo de maceracion (M1 y M2) y con la aplicacion de sangrados
parciales se consiguen mayores valores de estos compuestos respecto al vino
testigo, siendo la prolongacién del tiempo de maceracion la técnica mas eficaz
en extraccién de estos compuestos. Vrhovsek et al. (2002) y Spranger et al.
(2004) también obtuvieron un mayor contenido de flavan-3-oles en vinos de
mayor tiempo de maceracion, ya que las semillas son fuente de éstos
compuestos y la prolongacién del tiempo de maceracién en un medio con
etanol produce una mayor de gradacién de las semillas y por tanto una mayor

extraccion de flavan-3-oles.

Los flavonoles se incrementan con la aplicacién de sangrados parciales
del mosto, resultado obtenido también por McDonald et al. (1998). Con la
utilizaciéon de tiempos de maceracién prolongados el contenido de estos
compuestos es menor que en vino testigo, lo cual puede ser atribuido mas bien
a procesos de oxidacion que de copigmentacion de los flavonoles al mostrar

M1y M2 una intensidad de color inferior a la vinificacion testigo.

En el caso de antocianos monoglucésidos es el vino con mayor
sangrado parcial del mosto el que muestra menor concentracion de estos
compuestos lo cual puede ser debido a una mayor polimerizacion de estos

pigmentos resultando en una mayor intensidad de color.
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Tabla VIIl.4 Compuestos fendlicos medidos en mg/L por HPLC de los vinos de 2002 en el
momento de su embotellado. Letras diferentes en la misma fila muestran diferencias
significativas segun el test LSD (p> 95%), n=3.

Compuestos fendlicos T M1 M2 S$1 S2
Acido galico 19,5a 239c 259d 19,7 a 216b
Acido siringico 24a 2,7 ab 26a 31b 2,7 ab
Acido protocatéquico 6,4b 6,8c¢c 59a 70d 6,3b

YAcidos hidroxibenzoicos 28,3 a 334 ¢ 34,5d 29,2b 30,6 b

Acido cafeico 1,4 a 1,6 ab 1,7b 1,7b 1,7b
Acido ferulico 0,58 ab 0,57 a 0,61b 0,56 a 0,57 ab
Acido p-cumarico 36a 42b 45c 35a 36a
YAcidos hidroxicinamicos 5,6 a 6,3b 6,8 ¢ 58 a 59a
Acido caftarico 10,0 c 94 b 8,5a 9,8 bc 9,6 bc
Acido cutarico 3,3b 3.2b 27a 3.2b 3.2b
Y Esteres hidroxicinamicos 13,3 ¢ 12,5b 1M1,1a 13,0 bc 12,9 bc
Catequina 33,5a 43,8 c 50,5d 37,3 ab 38,2b
Epicatequina 15,4 a 22,3b 25,0c 15,5a 17,1 a
Y Flavan-3-oles 49,0 a 66,1 c 75,5d 52,8 ab 55,3b
Rutina 40b 34a 3,1a 54c 43b
Quercitrina 0,30 a 0,30 a 0,27 a 0,38b 0,28 a
Miricitina 29a 3,2a 33a 29a 34a
Quercetina 72a 6,9 a 71a 75a 74 a
Kampferol 0,40 ab 0,43 b 0,51b 0,45b 0,30 a
2 Flavonoles 14,8 ab 14,3 a 14,2 a 16,5b 15,6 ab
Delfinidina-3-Glucésido 9,7a 93a 92a 92a 90a
Cianidina-3-Glucésido 3,0d 27b 25a 29cd 2,8 bc
Petunidina-3-Glucésido 18,2 bc 18,0 bc 18,4 ¢c 17,2 ab 16,7 a
Peonidina-3-Glucésido 12,1b 11,2a 10,7 a 12,1b 11,4 ab
Malvidina-3-Glucésido 79,9 bc 82,3 cd 85,1d 77,7 ab 75,2 a
2 Antocianos 122,8bc  1235bc 1259c 119,1ab 1152 a
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Tabla VIII.5 Compuestos fendlicos medidos en mg/L por HPLC de los vinos de 2002 después
de 8 meses en botella. Letras diferentes en la misma fila muestran diferencias significativas
segun el test LSD (p> 95%), n=3.

Compuestos fendlicos T M1 M2 S$1 S2
Acido galico 276 a 38,1c 41,8d 29,2 ab 30,6 b
Acido siringico 29a 3,3b 3,0a 29a 33b
Acido protocatéquico 14,3 a 17,4 c 16,5 bc 15,3 ab 14,3 a
YAcidos hidroxibenzoicos 44,8 a 58,9b 61,3b 474 a 48,3 a
Acido cafeico 1,2 a 20b 21b 24b 1,8 ab
Acido ferulico 0,43 c 0,38 b 0,34 a 0,31a 0,41 bc
Acido p-cumarico 46a 55c 59b 4.4 a 43a
YAcidos hidroxicinamicos 6,2 a 7,9 be 8,3c 7,1ab 6,5a
Acido caftarico 9,7b 9,5b 8,7a 9,6 b 9,5b
Acido cutarico 28a 33a 3,1a 33a 3,2a
Y Esteres hidroxicinamicos 12,6 ab 12,8 b 11,7 a 12,9b 12,8 b
Catequina 11,8 a 220b 20,2 b 9,1a 12,0 a
Epicatequina 4,8 a 246 Db 255b 6,2a 53a
Y Flavan-3-oles 16,6 a 46,6 b 45,7 b 15,3 a 17,2 a
Rutina 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a
Quercitrina 0,0a 0,0a 0,0a 0,0 a 0,0 a
Miricitina 49a 11,0b 93b 6,3a 41a
Quercetina 3,0a 3,1a 3,6a 40a 46 a
Kampferol 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a
2 Flavonoles 8,0a 14,7b 13,9b 10,3 ab 7,2a
Delfinidina-3-Glucésido 0,8a 69b 56b 1,4 a 0,8a
Cianidina-3-Glucésido 0,0a 21b 1,7b 0,0a 0,0a
Petunidina-3-Glucésido 1,1a 12,7b 10,7 b 1,9a 1,2a
Peonidina-3-Glucésido 0,8a 6,8b 54b 1,4 a 1,0a
Malvidina-3-Glucésido 2,7a 53,0b 447 b 7,2a 34 a
2Antocianos 54a 81,5b 68,1b 119a 6,5a
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Tras su envejecimiento en botella se siguen manteniendo las diferencias
observadas inicialmente entre los distintos vinos, pero todos ellos sufren un
incremento en el contenido total de los &cidos hidroxibenzoicos e
hidroxicinamicos como consecuencia principalmente del aumento en el
contenido de acido galico, siringico, cafeico y acido p-cumarico, debido a la
hidrolisis de sus correspondientes ésteres. Los flavonoles, flavan-3-oles y los
antocianos monoglucésidos disminuyen en todos los vinos, siendo esta
disminucién mas acusada en los vinos testigo y con sangrado parcial del
mosto, lo cual puede ser debido a una mayor copigmentacién, polimerizacion y

oxidacion de estos compuestos en estos vinos.

VIII.2.3 ENSAYOS DE OXIDACION ACELERADA

Los ensayos de oxidacion acelerada nos permiten prever, en un corto
espacio de tiempo, la estabilidad del color de los vinos sometiéndolos a
condiciones mas severas que las de su conservacion. Para realizar esta
experiencia los vinos fueron almacenados a 35°C durante 3 meses en

botellines de 125 mL, en atmdsfera normal y atmaosfera inerte (N»).

Las tablas VIII.6 y VIII.7 muestran respectivamente los valores de los
parametros de color de los vinos tras su maduracion en el proceso de
envejecimiento acelerado de las diferentes vinificaciones en los dos afos de

elaboracion.

En el 2001, los resultados del proceso de envejecimiento acelerado
mostraron que los vinos S2 en atmdsfera inerte mantienen la mayor intensidad
de color y la mayor concentracion de antocianos polimeros. Borzi et al. (1992)
también constataron que los vinos obtenidos de mostos macerados con mayor
proporcion de orujo no solo tienen mayor intensidad colorante sino que,

ademas no la pierden tan facilmente como el testigo. Estos vinos también
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tienen mayor contenido de compuestos fendlicos y de taninos. En los vinos M2,
el indice de HCl es muy bajo, probablemente debido a las precipitaciones.
Cuando el oxigeno no es desplazado del espacio de cabeza, la densidad de
color es muy baja para todas las vinificaciones. Los valores de fenoles totales y
taninos polimeros también son muy bajos, indicando la precipitacion de
compuestos condensados, pero sorprendentemente, el valor del indice de HCI
es alto. Nosotros observamos que el indice de HCI alcanzd los valores mas
altos después de 4-6 semanas de almacenamiento a 35°C, después tuvo lugar
una disminucion muy importante (dato no mostrado), indicando que se habia
producido una importante precipitacion de taninos condensados. Después de
esto, el valor comenzé a incrementarse de nuevo hasta alcanzar los valores
mostrados en la tabla VIII.6. En los vinos pueden tener lugar fases alternadas
de precipitacion y formacion de nuevos taninos condensados, aunque la

velocidad de estas fases es mas baja en los vinos mas estables.

En el 2002, los resultados encontrados fueron similares, los vinos con
sangrado parcial de mosto y almacenados bajo atmésfera inerte también se
comportaron mejor, mostrando mayor intensidad de color y mayor contenido de

antocianos polimeros que los otros vinos.
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Los resultados ponen de manifiesto la importancia de las combinaciones
antociano-tanino para mantener la estabilidad del color del vino. Fue realizado
un analisis de regresion multiple para ver si la intensidad de color de los vinos
podia ser predicha a partir de la composicién fendlica de los vinos y determinar
que variables tienen mayor peso en la prediccion. Todos los datos de los
diferentes vinos fueron utilizados para construir el modelo, el cual puede ser

resumido de la siguiente forma:

INTENSIDAD COLOR= 1,49 — 0,042 x [antocianos mondmeros] + 0,065 x
[antocianos polimeros] + 0,051 x [IPT] + 1,49 x [taninos totales]

(r’= 0,93, p<0,05, variables no estandarizadas)

INTENSIDAD COLOR= -0,32 x [antocianos mondmeros] + 0,75 x

[antocianos polimeros] + 0,13 x [IPT] + 0,37 x [taninos totales]

(r2= 0,93, p<0,05, variables estandarizadas)

La intensidad de color depende negativamente de los antocianos
monomeros y positivamente de los antocianos polimeros, del indice de
polifenoles totales y de los taninos totales. La Figura VIIl.4 muestra como los

valores observados y pronosticados guardan una relacion muy estrecha.
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Figura VIIl.4 Relacién entre los valores observados de intensidad de color y los valores
pronosticados.
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Intensidad de color predicha

Como conclusion podemos decir que para obtener vinos tintos de
Monastrell con un color alto y estable, los sangrados parciales antes de
fermentacion parece ser una practica prometedora, aunque la extension del
tratamiento debe ser decidido en funcién de la calidad de la uva de cada afno
para obtener siempre las mejores caracteristicas en los vinos. Esta claro que
en el caso de la uva Monastrell, los periodos de maceracion mas largos de 15
dias produce vinos con caracteristicas de color pobres e inestables,

insuficientes tanto para vinos jovenes como para vinos maduros.
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VIIl.2.4 ANALISIS SENSORIAL

En las gréaficas VIII.6, VIII.7 y VIII.8 se presentan los resultados de la
cata descriptiva de los vinos elaborados en la campana de 2002 en el momento
de su embotellado y transcurridos 8 meses en botella. En cada una de las
graficas podemos observar el analisis de fase visual, olfativa y gustativa de los

diferentes vinos.

La intensidad de cada uno de los atributos fue valorada en una escala de
cero a diez, dando mayor puntuacion a mayor sensacion. Para facilitar la
compresion de los resultados, las puntuaciones del vino testigo fueron
normalizadas a un valor de cinco, comparando los vinos elaborados con

levaduras comerciales con él.

En cuanto al color, en el momento del embotellado, en general todos los
tratamientos presentan valores de intensidad de color inferiores al testigo,
siendo M2 el tratamiento menos intenso. También la tonalidad violacea es mas
baja en todos los tratamientos que en el vino testigo, siendo estas tonalidades
mas altas en los tratamientos con sangrado parcial del mosto que en los de

tiempo de maceracién muy prolongado.

Después de 8 meses de maduracién en botella, los vinos de mayor
tiempo de maceracion sufren un descenso acusado en los valores de
intensidad y tonalidad respecto el testigo, no observandose en cambio
diferencias significativas en ambos parametros entre los vinos testigo y los
sangrados. Esto puede ser debido a una mayor precipitacion de compuestos
fendlicos de alto peso molecular en los vinos de mayor tiempo de maceracion,

sufriendo por tanto un descenso en el color y en la componente azul.
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Grafica VIII.6 Evaluacion sensorial de la intensidad y tonalidad del color de los vinos
elaborados en el 2002 en el momento de su embotellado (grafica A) y después de 8 meses en
botella (grafica B). Cada punto es la media de la evaluacién de cinco catadores.

Intensidad Tonalidad

Intensidad Tonalidad

ET EM1 EM2 @S1 @S2
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Grafica VII.7 Evaluacion sensorial del aroma de los vinos elaborados en el 2002 en el

momento de su embotellado (grafica A) y después de 8 meses en botella (grafica B). Cada
punto es la media de la evaluacién de cinco catadores.

A
Intensidad
7,5
Comp Calidad
Tostados Vegetal
Confitura Afrutado
B
Intensidad
75
Compota 55 Calidad
Tostados 1,5 Vegetal
Especiados Afrutado
Confitura

——T B—M1 —A-M2 —0-S1 —%-S2
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En cuanto al aroma, en el momento del embotellado, los vinos de
maceracion mas prolongada son los que presentan menos sensaciones a fruta,
confitura, tostado y mayor sensacion a vegetal, calificados ademas, como los
de peor calidad y menor intensidad aromatica. El vino testigo es el que
presenta menor sensacion a vegetal, posiblemente debido a un menor
contenido de taninos, encontrandose ademas los taninos que aportan las
sensaciones mas a verde mas diluidos que en el caso de los sangrados. Los
vinos testigo y los sangrados presentan una calidad e intensidad del aroma
similar, mostrando el vino testigo mayores sensaciones a confitura y tostados.
Después de ocho meses en botella, los vinos de tiempo de maceracion mas
largo siguen siendo los de menor intensidad y calidad, con bajas sensaciones a
fruta y confitura y mayores sensaciones a vegetal. Los vinos sangrados
presentan sensaciones a vegetal mas bajas que el testigo, en cambio, las
sensaciones a fruta y confitura, son similares y siguen mostrando junto con el

vino testigo la mayor calidad e intensidad aromatica.

En boca, en el momento de su embotellado, el vino testigo es el que
presenta mayor cuerpo, madurez, astringencia, con menores sensaciones a
verde y el de menor sequedad. Después de ocho meses en botella, el vino del
sangrado del 7,5 % es el que mejores sensaciones aporta en boca, mientras
que los vinos con tiempo de maceracion mas prolongado (M1 y M2) son los de
menor intensidad, calidad, cuerpo, equilibrio y persistencia, con mayores

sensaciones a verdes.
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Gréfica VIII.8 Evaluacion sensorial del gusto de los vinos elaborados en el 2002 en el momento
de su embotellado (grafica A) y después de 8 meses en botella (grafica B). Cada punto es la
media de la evaluacion de cinco catadores.

A
Intensidad
Madurez Calidad
Verdor ¥ Cuerpo
Sequedad Equilibrio
Astringencia Persistencia
Amargor
B
Intensidad
Madurez ‘~ Calidad
A
Verdor "\ A \ Cuerpo
Sequedad Equilibrio

Astringencia Persistencia

Amargor

——T B—M1 —A-M2 —8-S1 —%-S52
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Spranger et al. (2004) encontraron que el tipo de elaboracion afectaba
significativamente a las propiedades sensoriales de los vinos, obteniendo una
correlacion entre el analisis sensorial del color con la intensidad de color
medida en los vinos, resultado obtenido también por nosotros en los vinos del
2002 después de 8 meses. Ademas, con el empleo de tiempos de maceracion
prolongados los vinos presentaban mayor astringencia debida al mayor
contenido de taninos. Esto no coincide con nuestros resultados, ya que los
vinos de mayor tiempo de maceracion presentan una astringencia menor que el
testigo, lo cual puede ser debido a un mayor estado de polimerizaciéon de los

taninos.

Gawel et al. (2001) también indicaron la existencia de diferencias
sensoriales por efecto del sangrado, produciéndose en general una tendencia a
una mayor percepcion de todos los atributos sensoriales (color, aroma y gusto)

al incrementar el sangrado parcial del mosto.

Con estos resultados podemos indicar, que el empleo de tiempos de
maceracion muy prolongados afecta significativamente al color, aroma y al
gusto del vino, mientras que los sangrados parecen afectar mas al gusto y al

aroma.
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Tratamientos seleccionados y calidad del vino

IX.1 RESULTADOS

En la vendimia de 2003, se elaboraron vinos utilizando los tratamientos
que habian mostrado mejores resultados en los afos anteriores. En todas las

elaboraciones se aplicaron como criterios generales:

- Partir de uva con un grado de maduracion entorno a 14° Be: con este estado
de maduracién se obtenian vinos con mayor color, contenido de compuestos

fendlicos y mayor estabilidad.

- Adicionar como levadura de fermentacion Rhéne 2323 (Uvaferm, Alemania):
con ella se obtenian vinos con mejores caracteristicas cromaticas y mayor

estabilidad en el tiempo.

- Aplicacion de un tiempo de maceracion de 15 dias: con tiempos de contacto

mayores el vino sufria grandes pérdidas de color.
Con los criterios anteriores se elaboraron:
- Vinificacion testigo (T)

- Vinificacién con aplicacion de un sangrado parcial del mosto del 15% (S): da

vinos con mayor contenido de compuestos fenalicos, color y estabilidad

- Vinificacion con el enzima Rapidase Excolor (DSM, Alemania), (E): con la

aplicacién de este enzima el color evoluciona menos en el tiempo.

- Vinificaciones con los taninos enolégicos ensayados en la vendimia del 2002,
Gallo tanin B (Lamothe Abiet Pinosa, Francia, tanino hidrolizable), (T1) y Gallo
tanin R (Lamothe Abiet Pinosa, Francia, tanino condensado), (T2), para

comprobar de nuevo su comportamiento en el color del vino.

Todas las vinificaciones se elaboraron por triplicado en depdsitos de 100
litros a partir de 90 kg de uva. La dosis aplicada de levadura, enzima y taninos

fue similar a las vendimias anteriores.
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IX.1.1 CARACTERISTICAS QUIMICO-FiSICAS DE LA UVA EN EL
MOMENTO DE VENDIMIA

La tabla IX.1 muestra las caracteristicas quimico-fisicas de la uva en el

momento de vendimia.

En la vendimia del 2003, la uva presenta un tamano de grano inferior a
al mostrado en el 2001 y 2002, con mayor cantidad de polifenoles totales y
antocianos medidos por HPLC y segun Lamadon y esto unido a un mayor
estado de madurez va a dar vinos con mayor contenido de compuestos

fendlicos y color que en las dos vendimias anteriores.

Tabla IX.1 Caracteristicas quimico-fisicas de la uva en el momento de vendimia de 2003.

Caracteristicas

Peso de 100 bayas (g) 108,4
°Be 14,1
Acidez Total (mg/L) 3,8
pH 3,7
IPT 36,5
Antocianos totales (mg/L mosto) 2440

Antocianos totales Lamadon (mg/kg uva) 1054,2

Antocianos totales HPLC (mg/kg uva) 1018,8
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IX.1.2 EVOLUCION DE LOS PARAMETROS DE COLOR DE LOS
VINOS DURANTE LA VINIFICACION

En las graficas 1X.1, IX.2, IX.3 y IX.4 y en la tabla IX.2 se puede observar
la evolucion del contenido de antocianos totales, indice de polifenoles totales,
intensidad de color y tono y los valores de L*, a* y b* respectivamente durante

la vinificacion del ano 2003

IX.1.2.1 ANTOCIANOS TOTALES

Todas las vinificaciones muestran el maximo de antocianos totales sobre
el dia ocho de maceracion. Durante la maceracion y tras la fermentacion
alcohdlica, S es la vinificacion con mayores valores de antocianos, sobre un
18% mas que las demas vinificaciones, pero también es la vinificacion que
sufre la mayor pérdida de estos compuestos tras la fermentacion malolactica,
debido posiblemente a una menor estabilizacion de los antocianos y a un

mayor peso en este vino de los procesos de oxidacion y precipitacion.

Las mayores diferencias entre la vinificacion testigo y el resto de los
tratamientos (E, T1 y T2) son observadas a los cuatro dias de maceracion y al
final de fermentacion malolactica, donde el testigo y el tratamiento con el
enzima presentan menor contenido de antocianos totales respectivamente. Al
inicio de la maceracién es normal que el tratamiento con enzima muestre
mayor contenido de antocianos, ya que este ayuda a disgregar las paredes
celulares, produciéndose una mayor extraccidn de los pigmentos presentes en
las vacuolas. Al final de fermentacidn malolactica, T2 es el vino que muestra
una concentracion de antocianos ligeramente mayor, debido posiblemente a

una mayor estabilizacién de estos compuestos (Vivas, 1997).
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Gréfica IX.1 Evolucion de los antocianos totales desde el estrujado hasta fin de fermentacion
malolactica de las distintas vinificaciones del afio 2003. Cada punto corresponde a la media de
tres muestras y las barras de error indican el error estandar de la media. Descube: 24-Oct-03,
Fin Fermentacién Alcohdlica: 11-Nov-03, Fin Fermentacion Malolactica: 29-En-04.
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IX.1.2.2 INDICE DE POLIFENOLES TOTALES (IPT)

Todas las vinificaciones alcanzan el maximo contenido de polifenoles
totales posteriormente al maximo de los antocianos como también observaron
Klenar et al. (2004), ya que los taninos de los hollejos comienzan a
solubilizarse conjuntamente con los antocianos, prolongandose su extraccion
mucho mas en el tiempo, pero por el contrario, los taninos de las semillas no se
solubilizaran hasta mitad de la fermentacién, cuando el alcohol haya disuelto la
cuticula (Amrani Joutei y Glories, 1995). El vino elaborado con un sangrado
parcial, es el vino con valores mas altos de IPT durante la maceracion y al final
de fermentacion alcohdlica y malolactica. Al incrementar la proporcion

hollejo/mosto los vinos presentan una mayor cantidad de compuestos fendlicos
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(Singleton, 1972; Gawel et al., 2001). Con la adicién del enzima y de taninos
también se consiguen mayores valores de estos compuestos que en el vino
testigo durante todo el proceso de vinificacion, ya que los enzimas favorecen la
extraccién de antocianos y de taninos presentes en el hollejo de la uva (Pardo
et al.,, 1999) al generar una mayor disgregacion de las paredes celulares,
mientras que los taninos aportan compuestos que absorben a 280 nm
(Martinez Garcia et al., 2003). No se observan, en general, grandes diferencias
entre el vino tratado con enzima y taninos, pero tras la fermentacién
malolactica, T2 muestra una valor ligeramente mayor que los vinos E y T1. Tal
vez la participacion del Gallo tanin B (T1) en proteger a los antocianos de la
oxidacion (Vivas, 1997), podria dar lugar al menor contenido de compuestos

fendlicos en el vino T1.

Grafica 1X.2 Evolucion del indice de polifenoles totales (IPT) desde el estrujado hasta fin de
fermentacién malolactica de las distintas vinificaciones del afio 2003. Cada punto corresponde
a la media de tres muestras y las barras de error indican el error estandar de la media.
Descube: 24-Oct-03, Fin Fermentacién Alcohdlica: 11-Nov-03, Fin Fermentacion Malolactica:
29-En-04.
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IX.1.2.3 INTENSIDAD DE COLOR Y TONO

La maxima intensidad de color es alcanzada a mitad del periodo de
maceracion, disminuyendo ligeramente a continuacidon hasta final de
fermentacion malolactica al descender el contenido de antocianos totales. Las
uniones entre los antocianos con otros compuestos fendlicos dando nuevos
derivados coloreados contribuyen a que esa pérdida de color no sea muy
grande. Durante todo el proceso de vinificacion, el vino S muestra la mayor
intensidad de color, al presentar un alto contenido de antocianos y también

mayor valor de IPT.

Con la adiciéon del enzima y taninos, sélo se consigue mayor color
respecto al testigo en los primeros dias de maceracién al presentar mayor
contenido de compuestos fendlicos, no observandose ademas grandes

diferencias entre ellos.

El tono disminuye inicialmente en los primeros dias de maceracion,
alcanzando los valores mas bajos con la maxima extraccion de antocianos,
incrementandose a continuacion hasta final de fermentacion malolactica,
debido a la extraccion de compuestos fendlicos de color amarillo y también, a
los procesos de polimerizacion y oxidacion que sufren éstos compuestos. Las
mayores diferencias en los valores de tono entre las vinificaciones son
observadas al principio de maceracion, mostrando T1 y T2 los valores mas
altos y al final de fermentacién malolactica, siendo en este momento, T2 el vino
menos evolucionado (menor tono) al mostrar ligeramente mayor contenido de

antocianos y por tanto, mayor contribucién de la componente roja.
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Grafica IX.3 Evoluciéon de la intensidad de color y el tono desde el estrujado hasta fin de
fermentacion malolactica de las distintas vinificaciones del afio 2003. Cada punto corresponde
a la media de tres muestras y las barras de error indican el error estdndar de la media.
Descube: 24-Oct-03, Fin Fermentacion Alcohdlica: 11-Nov-03, Fin Fermentacién Malolactica:
29-En-04.
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IX.1.2.4 PARAMETROS L*, a* Y b*

Los valores mas bajos de L*, a* y b* son observados al final de
fermentacion malolactica. En este momento, las vinificaciones S y E, son las
mas oscuras y con mayores tonalidades violaceas, lo cual puede ser atribuido a
un mayor contenido de antocianos polimeros de color mas intenso. En cambio,
T2 muestra los valores mas altos de L*, a* y b*, siendo por tanto la vinificacion
mas clara y con mayores tonalidades rojas y menos violetas, indicando una
menor formacion de pigmentos polimeros de color violeta. El vino T1 presenta

valores de estos parametros mas similares al testigo.

Tabla IX.2 Cambios de los valores de L*, a* y b* con sus desviaciones estandar de las distintas
vinificaciones del afio 2003 a los 15 dias de maceracion, fin de fermentacion alcohdlica (FFA) y
fin de fermentaciéon malolactica (FFM).

Vinificacion Dias L* a* b*

15 94+0,33 40,6+0,46 16,2+0,58

T FFA 96+0,53 40,8+0,75 16,5+0,91
FFM 52+0,39 325+1,33 8,9+0,68

15 88+£0,20 36,5+0,30 16,2+0,34

S FFA 6,7+0,39 362+1,33 11,5+0,68
FFM 41+039 282+1,73 7,1+0,67

15 9,4+0,28 40,7+0,63 16,2+0,50

E FFA 9,1+£0,39 40,1+£1,73 15,6 +0,67
FFM 44+017 294+0,76 7,5+0,29

15 96+0,20 40,8+0,27 16,5+0,34

T FFA 9,0+0,17 40,1+0,76 15,6 +0,29
FFM 53+0,23 330+£0,73 9,2+0,39

15 94+0,34 40,7+0,50 16,3+0,60

T2 FFA 89+0,23 399+0,73 154+0,40
FFM 6,0£051 349+1,26 10,4+0,88
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IX.1.3 PARAMETROS CROMATICOS Y COMPUESTOS
FENOLICOS DE LOS VINOS DURANTE SU CONSERVACION EN
BOTELLA

1X.1.3.1 PARAMETROS DE COLOR ESPECTROFOTOMETRICOS

La tabla IX.3 muestra los cambios de los parametros

espectrofotométricos de los vinos de 2003 durante su conservacion en botella.

En el momento de su embotellado, hay un descenso en el contenido
polifenolico de los vinos, lo cual hace que los vinos sean menos coloreados
que al final de fermentacion malolactica. En este momento, los vinos tratados
con taninos muestran mayor intensidad de color, menor valor de L* (mas
oscuros), mayor contenido de polifenoles totales, antocianos totales y taninos y
también, una mayor estabilizacion de los pigmentos como indica la mayor
concentracion de antocianos polimeros. Entre los tratamientos con taninos, el
vino T2 (tanino condensado) presenta mejores caracteristicas cromaticas que
el T1 (tanino hidrolizable) como también encontraron Poinsaut y Gerland (1993)
y Gerland y Poinsaut (2002) y una mayor estabilidad de los taninos, al mostrar
los valores mas altos de taninos polimeros. El vino tratado con enzima junto
con el vino con aplicacion del sangrado parcial son los menos coloreados y los
mas evolucionados, al mostrar mayores valores de tono. La gran pérdida de
color presentada por el vino con sangrado parcial puede estar relacionada por
un lado con un desequilibrio en la relacion antociano/tanino (A/T), debido
posiblemente a una mayor concentracién de antocianos en el vino que taninos
que los estabilicen, viéndose favorecidas las reacciones de oxidacion de estos
pigmentos. La disminucion de la intensidad de color también ha podido verse
favorecida por la formacion de importantes cantidades de acetaldehido en este
vino respecto a los demas (la concentracion de acetaldehido medido por test
enzimatico para los vinos T, S, E, T1 y T2 fueron 102, 135, 107, 91 y 88 mg/L
respectivamente), ya que como indicaron Liu y Pilone (2000) el acetaldehido
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podria causar turbidez y depdsitos debido a las precipitaciones de grandes
complejos antociano-tanino o la formacién y precipitaciéon de polimeros
coloidales de catequina-acetaldehido al acelerar las combinaciones entre estos

compuestos (Cheynier et al., 2000a).

Después de ocho meses en botella, continua la disminucion de
compuestos fendlicos, produciéndose mas perdidas de color en los vinos. En
este momento, el vino T2 sigue mostrando las mejores caracteristicas de color
al presentar mayor intensidad de color, menor tono y menor valor de L* y
también, mayor contenido de polifenoles totales, antocianos y taninos. El vino
tratado con el tanino hidrolizable (T1) muestra un perfil cromatico mas similar al
vino testigo aunque con una mayor estabilidad de los antocianos (mayor valor
de los antocianos polimeros). Los vinos S y E siguen siendo los mas
evolucionados, con menos color y también, con menos cuerpo al presentar

menor valor del indice de polifenoles totales.

El analisis de componentes principales de los 5 vinos durante el periodo
de envejecimiento (Grafica 1X.5) mostré que todos los vinos disminuyeron sus
valores a través de la componente 1, produciéndose descensos en contenido
de compuestos fendlicos y en el color e incrementando las tonalidades
amarillas y la claridad a pesar de aumentar la componente azul (%620). Tanto
en el momento del embotellado como después de 8 meses en botella, los vinos
tratados con taninos presentan mejores caracteristicas de color que los vinos
testigo, S y E, al mostrar mayor contenido de IPT, antocianos y mayor
intensidad de color, siendo los vinos menos evolucionados (menor tono), los

mas oscuros y los de mayor estabilidad.
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Grafica IX.5 Distribucién de los vinos elaborados en el 2003 durante su envejecimiento en
botella en un sistema de coordenadas bidimensional definido por dos componentes principales
(el porcentaje de varianza explicada por cada componente principal es mostrado entre
paréntesis). Abreviaciones: IC: intensidad de color, AT: antocianos totales, AM: antocianos
mondémeros, AP: antocianos polimeros, IPT: indice de polifenoles totales, TM: taninos
monomeros, TO: taninos oligdmeros, TP: taninos polimeros, TT: taninos totales, %520:
porcentaje de color rojo, %620: porcentaje de azul, %420: porcentaje de color amarillo,
simbolos blancos: t=0 meses, simbolos oscuros: t=8 meses.
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Con estos resultados podemos concluir, que la utilizacion de diferentes
técnicas de elaboracion da lugar a vinos con caracteristicas cromaticas
diferentes, no consiguiéndose mejorar siempre el color del vino. A partir de uva

madura (14 °Be) y rica en antocianos:

- La aplicacion del sangrado parcial no mejora las caracteristicas cromaticas
del vino, ya que va a producir desequilibrios en la relacion A/T donde se van a

ver favorecidas principalmente reacciones de oxidacion de los pigmentos y que
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se van a traducir en grandes pérdidas de color del vino, no siendo apto para ser

sometido a condiciones de envejecimiento en barrica

- La aplicacion del enzima inicialmente mejora el perfil cromatico del vino al
producir una mayor disgregacion de las paredes celulares y favorecer la
extraccion de antocianos y de otros compuestos fendlicos presentes en las
vacuolas, pero tras su embotellado y envejecimiento las diferencias respecto al

testigo se reducen y ademas muestra una intensidad de color menor.

- La utilizacién de taninos enoldgicos, principalmente el tanino condensado,
incrementa la estabilidad de la materia colorante al favorecer directamente las
combinaciones antociano-tanino, dando lugar a vinos con mejores
caracteristicas cromaticas que el vino testigo, poniendo de manifiesto que su

comportamiento es dependiente de las caracteristicas de la uva de partida.

IX.1.3.2 COMPUESTOS FENOLICOS INDIVIDUALES

Las tablas 1X.4 y IX.5 muestran respectivamente el contenido de
compuestos fendlicos individuales de los vinos en el momento del embotellado

y después de 8 meses de envejecimiento en botella.

En el momento del embotellado, el contenido de acidos hidroxibenzoicos
es mayor en los vinos S y T1, mostrando S los valores mas altos. Esto no
coincide con las observaciones de Singleton (1972), quien encontré que con
una mayor proporcion hollejo/mosto los compuestos no flavonoides no se veian
afectados, ya que éstos estan principalmente en la pulpa, pero el acido galico,
el cual se encuentra en mayor concentracion, también puede proceder de la
hidrdlisis de la epicatequin-galato y éste compuesto es extraido de las partes
sélidas de uva durante el proceso de maceracién (Singleton y Trouslade, 1983)
y por tanto, su concentraciébn si que puede verse incrementada con la
aplicacién de sangrados parciales del mosto. Por otro lado, el Gallo tanin B
puede incrementar los valores de acidos hidroxibenzoicos en el vino debido a

su aporte de acido galico, ya que es un galotanino. Con la aplicacion del
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enzima el contenido de estos acidos en el vino es menor que en el vino testigo,
en cambio con el tanino condensado (T2) se consigue una mayor
concentracion. No se observan diferencias significativas en los valores de
acidos hidroxicinamicos y sus ésteres entre los distintos tratamientos y el vino
testigo. En cuanto al contenido de flavan-3-oles, flavonoles y antocianos
monoglucosidos es mayor en los vinos tratados con taninos debido a su
procianidina natural y a la actuacion de estos compuestos en evitar la oxidacion
de los antocianos y menor en los vinos con aplicacion del sangrado parcial y
tratado con enzima, lo cual puede estar asociado a reacciones de oxidacion de
los antocianos y a procesos de precipitacion de materia colorante debido a la
formacion en poco tiempo de compuestos polifendlicos de elevado peso

molecular.

Después de ocho meses en botella, el contenido de acidos
hidroxibenzoicos sufre un ligero descenso, manteniendo de nuevo los valores
mas altos los vinos S y T1. Los ésteres de los acidos hidroxicinamicos también
disminuyen pero dicho descenso no provoca aumentos en la concentracién de
sus formas acidas al mantenerse practicamente constantes, lo cual puede ser
debido a pérdidas de estos compuestos por oxidacion y también a su
participacion en los procesos de copigmentacion, los cuales todavia siguen
teniendo lugar aunque en menor proporcion, después de nueve meses en
botella (Hermosin-Gutiérrez et al., 2004). Los flavan-3-oles, los flavonoles y los
antocianos también disminuyen debido a su participacion en los procesos de
polimerizacion y copigmentacion, mostrando de nuevo mayor concentracion de
estos compuestos los vinos tratados con taninos y menor contenido en los

vinos Sy E.

El mayor contenido en los vinos tratados con taninos de copigmentos
junto con la mayor concentracion de antocianos monoglucésidos (debido a una
menor oxidacién) y también la menor formacion de acetaldehido, podria

justificar la mayor estabilidad de la materia colorante en dichos vinos.
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Tabla IX.4 Compuestos fendlicos medidos en mg/L por HPLC de los vinos de 2003 en el
momento de su embotellado. Letras diferentes en la misma fila muestran diferencias
significativas segun el test LSD (p> 95%), n=3.

Compuestos fendlicos T S E T T2

Acido galico 22,5a 279¢ 224 a 274 ¢ 249D
Acido siringico 44 a 51b 42 a 44 a 4,6 a
Acido protocatéquico 6,0 ab 6,5¢c 5,7a 6,2 bc 6,4c

Y Acidos hidroxibenzoicos 329a 39,6 d 32,0a 38,0c 359b

Acido cafeico 4,4 a 39a 4,0 a 4,6 a 4,1a
Acido ferulico 0,22 a 0,23 ab 0,26 ab 0,27 ab 0,28 b
Acido p-cumarico 10a 0,9a 09a 0,8a 0,8a
YAcidos hidroxicinamicos 5,6 a 5,1a 52a 57a 52a
Acido caftarico 49a 55a 51a 48a 50a
Acido cutarico 1,9 ab 1,9 ab 21b 1,8a 1,9 ab
Y Esteres hidroxicinamicos 6,8 a 7,4 a 72a 6,5a 6,8 a
Catequina 15,8 a 16,8 a 13,6 a 204 b 239c
Epicatequina 1,8a 2,3ab 2,4 abc 3,3 bc 3,7c
Y Flavan-3-oles 17,6 a 19,2 a 16,0 a 23,7b 275b
Rutina 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a
Quercitrina 0,0a 0,0a 0,0a 0,0 a 0,0 a
Miricitina 121¢c 10,2 b 7,5a 12,7 cd 13,8d
Quercetina 11,8 bc 10,7 b 8,4 a 12,5cd 13,5d
Kampferol 1,0c 09b 0,6a 1,1¢c 1,2c¢
2 Flavonoles 249c 218b 16,5a 26,3 cd 28,5d
Delfinidina-3-Glucésido 4,3a 3,7a 22a 5,2ab 7,7b
Cianidina-3-Glucésido 0,9 ab 0,7 a 0,3a 1,1 ab 16 b
Petunidina-3-Glucésido 6,2a 51a 2,8a 7,5ab 11,7b
Peonidina-3-Glucésido 2,3ab 1,5a 0,3a 2,5ab 4,7b
Malvidina-3-Glucésido 28,0 a 23,5a 11,7 a 33,9 ab 54,8 b
2 Antocianos 418 a 344 a 174 a 50,2 ab 80,4 b
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Tabla IX.5 Compuestos fendlicos medidos en mg/L por HPLC de los vinos de 2003 después de
8 meses en botella. Letras diferentes en la misma fila muestran diferencias significativas segun
el test LSD (p> 95%), n=3.

Compuestos fendlicos T S E T T2

Acido galico 229b 27,8d 21,6 a 28,2d 250c
Acido siringico 54a 6,4 b 52a 52a 54a
Acido protocatéquico 32c 3,9d 2,4 ab 2,2a 28b

YAcidos hidroxibenzoicos 314b 38,1e 29,2 a 35,7d 33,2c

Acido cafeico 4,4 a 51a 4,5a 4,4 a 4,5a
Acido ferulico 0,0a 1,5b 0,0a 0,0a 0,0a
Acido p-cumarico 11a 1,3a 1,3a 11a 12a
YAcidos hidroxicinamicos 5,6 a 79b 59 a 55 a 57 a
Acido caftarico 0,0a 1,0b 0,0a 0,0a 0,0a
Acido cutarico 0,11 a 0,13 ab 0,15 ab 0,15 ab 0,17 b
Y Esteres hidroxicinamicos 0,11 a 1,13b 0,15a 0,15a 0,17 a
Catequina 15,5b 8,7a 11,2 a 15,7 b 16,7 b
Epicatequina 1,9a 21a 2,5ab 2,9 bc 3,2c
Y Flavan-3-oles 17,4 bc 10,7 a 13,7 ab 18,6 c 199c
Rutina 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a
Quercitrina 0,0a 0,0a 0,0a 0,0 a 0,0 a
Miricitina 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a
Quercetina 46b 25a 2,3a 40b 46b
Kampferol 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a
2 Flavonoles 46b 25a 23a 40b 46b
Delfinidina-3-Glucésido 1,4 ab 0,7 a 0,8a 1,7 bc 23c
Cianidina-3-Glucésido 0,74 b 060ab 0,55a 0,67 ab 0,76 b
Petunidina-3-Glucésido 1,9 ab 0,89 a 0,89 a 2,1 bc 3,1c
Peonidina-3-Glucésido 0,5b 0,0a 0,0a 0,3b 1,2c
Malvidina-3-Glucésido 7,2 ab 3,0a 31a 8,0 bc 12,3 ¢
2 Antocianos 11,8 ab 52a 5,4 a 12,7 bc 19,6 c
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IX.1.4 ANALISIS SENSORIAL

IX.1.4.1 CATA DESCRIPTIVA

En las graficas IX.6, IX.7 y IX.8 se presentan los resultados de la cata
descriptiva de los vinos elaborados en la campafa de 2003 en el momento de
su embotellado (grafica A) y transcurridos 8 meses en botella (grafica B). En
cada una de las graficas se puede observar el analisis de fase visual, olfativa y

gustativa de los diferentes vinos.

La intensidad de cada uno de los atributos fue valorada en una escala de
cero a diez, dando mayor puntuacion a mayor sensacion. Para facilitar la
compresion de los resultados, las puntuaciones del vino testigo fueron
normalizadas a un valor de cinco, comparando los vinos elaborados con los

diferentes tratamientos con él.

En cuanto a la fase visual, en el momento del embotellado, los vinos con
aplicacion del sangrado parcial y el tratado con el tanino condensado son los
mas intensos y también los de mayor tonalidad violacea, siendo dicha tonalidad
un poco mayor en S. El vino tratado con el enzima es el menos coloreado,
mientras que T1 muestra una intensidad similar al testigo pero con mayores
tonalidades violetas. Estos resultados solo se correlacionan en parte con los
parametros de color medidos en los vinos, ya que analiticamente T1y T2 eran
los vinos con mayor intensidad de color, pero con menor tonalidad violacea
(menor valor de %620) al igual que el vino testigo, mientras que el vino con
sangrado parcial presentaba menor intensidad que los vinos tratados con
taninos y junto con el vino tratado con el enzima, el cual era el menos

coloreado de todos, mayor contenido de tonos violetas.
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Grafica IX.6 Evaluacion sensorial de la intensidad y tonalidad del color de los vinos elaborados
en el 2003 en el momento de su embotellado (grafica A) y después de 8 meses en botella
(grafica B). Cada punto es la media de la evaluacion de cinco catadores.
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Después de ocho meses en botella, T2 (tanino condensado) es el vino
con mayor intensidad y tonalidad violacea seguido de los vinos T1 y testigo,
mientras que el vino con sangrado parcial es el de menor intensidad y con una
tonalidad violeta similar al vino tratado con el enzima. Estos resultados son muy

similares a los obtenidos analiticamente.

En cuanto al aroma, el vino testigo es el menos intenso. El vino con
sangrado parcial muestra una calidad ligeramente inferior al testigo, lo cual
puede ser debido a una menor percepcién de aromas mas agradables como
son los recuerdos a fruta, confitura y especiado y mas a vegetal, debido
posiblemente a una mayor concentracion de los taninos que aportan
sensaciones mas a verde. Con la adicion del enzima, la calidad del vino es
similar al testigo, pero presenta mayor sensacion a vegetal, confitura,
especiados, y menos a tostados. Con los taninos, la calidad aromatica aumenta
y muestran menos recuerdos a vegetal y mas a confitura, afrutado, especiados,
tostados y compota. Después de ocho meses en botella, tiene lugar una
disminucién en la apreciacion de todos los aromas, siendo el vino T2 el de
mayor intensidad y calidad aromatica y también con mayores sensaciones a
vegetal. Los demas vinos muestran una calidad aromatica similar, aunque son

mas intensos los vinos testigo y S.

En boca, en el momento del embotellado, los vinos con adicién de
taninos muestran mayor calidad, cuerpo, equilibrio y ligeramente mas intensos,
siendo también, vinos mas maduros que el vino testigo y mostrando T1 menor
astringencia y T2 menor sensaciéon amargo. Con la adicién del enzima, mejora
un poco la calidad y disminuye la astringencia y el verdor, mientras que con a
aplicacién del sangrado, el vino muestra mayor intensidad, amargor vy
sequedad, pero es menos verde. Después de ocho meses en botella, el vino T2
es el que mejores sensaciones causa en boca al ser el vino de mayor
intensidad, calidad, cuerpo y equilibrio. Los vinos E y T1 muestran en general
sensaciones mas similares al testigo, mientras que S, es el vino de menor
calidad, cuerpo, equilibrio, menos persistente al igual que el vino E y el de

menor madurez.
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Grafica IX.7 Evaluacion sensorial del aroma de los vinos elaborados en el 2003 en el momento
de su embotellado (grafica A) y después de 8 meses en botella (grafica B). Cada punto es la
media de la evaluacién de cinco catadores.
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Gréfica IX.8 Evaluacion sensorial del gusto de los vinos elaborados en el 2003 en el momento
de su embotellado (grafica A) y después de 8 meses en botella (grafica B). Cada punto es la
media de la evaluacion de cinco catadores
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Con estos resultados podemos concluir que el tratamiento aplicado va a
afectar al perfil organoléptico de los vinos, pero dicho perfil también puede
verse muy afectado si no se controlan muy bien los procesos de oxidacion
durante el proceso de elaboracion. Parece que con la aplicacion de taninos
enologicos los vinos son inicialmente mas intensos en nariz y en boca,
mostrando también un color bastante intenso, pero éstas caracteristicas son
mejoradas durante el proceso de envejecimiento por el vino tratado con el

tanino condensado.

IX.1.4.2 CATA TRIANGULAR

La tabla 1X.6 muestra los resultados de la cata triangular de los vinos
elaborados en la campana de 2003 en el momento de su embotellado y

después de 8 meses en botella.

En el momento del embotellado, sélo el enfrentamiento TS es
significativo, mostrando preferencia por el vino sangrado respecto al testigo,
presentando ademas, las mayores diferencias en la fase visual, aromatica y
gustativa. Tal vez la eleccidon del vino con sangrado parcial frente al testigo
puede ser debido en parte a la percepcion del aroma a acetaldehido por los
catadores el cual es valorado positivamente debido a su sensacién a dulce.
Con la adicion del enzima y taninos, las mayores diferencias son encontradas
en la fase olfativa y gustativa, mostrando preferencia por el vino E frente al

testigo, y al testigo frente a T1y T2.

Después de ocho meses en botella so6lo es significativo el
enfrentamiento TT2, mostrando las mayores diferencias en la fase visual y
gustativa y eligiendo como muestra preferida a T2. El resto de los
enfrentamientos presentan mayores diferencias respecto al vino control en la

fase olfativa y gustativa.
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Se debe destacar que este tipo de cata es realizada por catadores no
expertos con diferentes paladares y gustos, pero que se asemeja al tipo de vino

preferido por el consumidor.

También es importante indicar, que el color es sin lugar a dudas uno de
los aspectos organolépticos mas importantes de un vino tinto y cuya
estabilidad, bajo condiciones oxidativas, estd mas favorecida con altas
concentraciones de antocianos y taninos en el vino de partida y que en nuestra

experiencia son presentadas principalmente por los vinos tratados con taninos.

Tabla 1X.6 Resultados de la cata triangular realizada por ocho catadores de los vinos
elaborados en la campafia de 2003 en el momento de su embotellado y después de 8 meses
en botella. (* Diferencias significativas p<0,05; ** Diferencias significativas p<0,01, ***
Diferencias significativas p<0,001).

Muestras Numero Muestra Promedio Promedio Promedio
aciertos preferida visual olfativa gustativa

t=0 meses botella

TS 7+ 3(T)5(S) 2,0 2,0 2,6
TE 4 2 (T) 6 (E) 1,8 2,0 2,5
TT1 2 5(T) 3 (T1) 1,8 2,1 2,1
TT2 2 5(T) 3 (T2) 1,5 1,6 2,1

t=8 meses botella

TS 4 6 (T) 2 (S) 1,8 2,9 2,4
TE 2 2 (T) 6 (E) 1,5 2,5 2,1
TT1 2 2 (T) 6 (T1) 2,0 3,0 2,4
TT2 g+ 2 (T) 6 (T2) 2,8 2,3 2,4
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Conclusiones

I. Las caracteristicas fisico-quimicas de la uva, y especialmente el contenido de
compuestos polifendlicos, son muy dependientes de las condiciones climaticas,
viendose mas favorecidas con menores precipitaciones durante el proceso de

maduracion.

Il. La uva que alcanzd, en el momento de la vendimia, la mayor concentracion
de antocianos en sus hollejos no dio lugar a vinos de mayor intensidad de
color. Esta alta intensidad de color en los vinos se consigue cuando las uvas

sufren una ligera sobremaduracion.

lll. No se ha encontrado una correlacion entre el indice de madurez celular de
la uva y los parametros de color del vino. El efecto extractante de la mayor
cantidad de etanol en vinos elaborados de uvas mas maduras no es evaluado
con este método. El método para la determinacién de antocianos extraibles

deberia ser modificado para tener en cuenta el efecto del etanol.

IV. Con la aplicacion de enzimas comerciales durante el proceso de vinificacion
se consigue una extraccion mas rapida de antocianos y polifenoles totales. Los
valores finales de IPT son superiores en los vinos tratados con enzimas,
probablemente porque facilita la extraccion de taninos de las pieles. Una mayor
cantidad de estos compuestos permite estabilizar el color en el vino y ello se
observa principalmente en el vino tratado con Rapidase Excolor durante la
evolucion en botella. El efecto del enzima se ve reducido al aumentar el grado

de maduracion de la uva como se observoé en la experiencia del ano 2003.

V. Con la adicién de taninos enoldgicos se consiguen valores mas altos del
indice polifenoles totales durante el proceso de vinificacion, se incrementa el
contenido de antocianos y la intensidad de color, aunque las diferencias de

estos parametros respecto a los valores presentados por el vino testigo se
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reducen con el transcurso de la vinificacion y durante el almacenamiento. En el
ensayo realizado el afio 2002, los vinos tratados con taninos mostraron menor
intensidad de color y mayor tono que el vino testigo, lo cual puede ser debido a
desequilibrios en la relacién antociano/tanino (A/T) tras la adicion de estos
compuestos, viendose mas favorecidas las reacciones de polimerizacién entre
taninos que las de estabilizacion de los antocianos. En cambio, cuando se
parte de uva con 14 °Be y rica en antocianos, como es el caso de la uva de la
vendimia del 2003, la adicién de estos compuestos, y principalmente el tanino
condensado, incrementd notablemente la estabilidad de la materia colorante,
consiguiéndose valores de intensidad de color superiores a las presentadas por

el vino testigo y siendo los vinos preferidos organolépticamente.

VL. El tipo de levadura utilizada en la elaboracion afecta al perfil cromatico de
los vinos y a la estabilidad de los compuestos coloreados, debido a su diferente
capacidad para retener pigmentos en su pared celular y para liberar
compuestos que contribuyen a estabilizar el color, tales como manoproteinas,
acido piruvico y acetaldehido. El vino elaborado con Rhéne 2323 fue el que
presentd mejores caracteristicas de color durante el proceso de vinificacion en
los dos afos de elaboracidn, incluso después de 8 meses de envejecimiento en

botella.

VII. Maceraciones de 15 dias son suficientes para conseguir una extraccion
maxima y equilibrada de compuestos fendlicos y antocianos y también para
conseguir una buena estabilidad del color. La aplicacién tiempos mas largos de
maceracion no es una buena técnica para mejorar el color del vino, ya que
produce vinos con caracteristicas de color pobres e inestables, insuficientes

tanto para vinos jovenes como para vinos maduros.

VIIl. La aplicacién de sangrados parciales antes de fermentacién puede ser una

practica aconsejable para mejorar el color de los vinos de Monastrell, aunque la
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extension del tratamiento debe ser decidido en funcién de las caracteristicas de
la uva de partida. Asi, el sangrado debera ser mayor cuando la uva de partida
sea pobre en antocianos (vendimia del 2002) y menor cuando la uva sea rica
en ellos (vendimia del 2003), salvo si empleamos alguna forma de estabilizar
estos compuestos (adicion de tanino enoldgico), ya que puede producir
desequilibrios de la relacion antociano-tanino (A/T), al no conseguirse extraer
suficiente contenido de taninos que estabilicen a los antocianos. Esta situacién
favorece principalmente las reacciones de oxidacion de estos pigmentos, lo

cual da lugar a grandes pérdidas de color.

IX. Los resultados muestran que el endlogo dispone de un abanico muy amplio
de diferentes técnicas de elaboracién que puede aplicar a la uva Monastrell,
bien para compensar deficiencias o para potenciar las bondades de esta
variedad. La eleccion de cada técnica vendra muy determinada con las

caracteristicas de la uva en el momento de vendimia.
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