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I. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS






Capitulo I. Antecedentes y Objetivos

Las proantocianidinas o taninos condensados son, junto con los antocianos, las
moléculas mas significativas de algunas de las caracteristicas organolépticas de los
vinos tintos, sobre todo color y sabor. Su estudio es importante para evaluar el
potencial de determinadas variedades y técnicas enoldgicas. Sin embargo, han sido
mucho menos estudiadas que otros flavonoides como los antocianos, porque las
técnicas de fraccionamiento e identificacion de las proantocianidinas son mas
complejas, quedando muchas lagunas todavia en cuanto a su caracterizacion. Asi, por
ejemplo, no se conoce totalmente su mecanismo de biosintesis, los datos que existen
con respecto a los efectos edafoclimaticos sobre su formacidn son contradictorios,
apenas hay estudios sobre la influencia de diversas técnicas endlogicas sobre su
limitada extractabilidad ni como se podria favorecer (o limitar en su caso) su
transferencia al vino. Asimismo, en los vinos existe todo un abanico de nuevas
estructuras (resultantes de las reacciones con los antocianos y reacciones de
oxidacién) muy poco conocidas todavia, tanto estructuralmente como en cuanto a la
funcidén real que tienen en la estabilidad del color de los vinos y los cambios de

astringencia que ocurren durante el envejecimiento.

El principal reto de las distintas técnicas empleadas en vinificacidn consiste en
extraer los compuestos polifendlicos de las uvas responsables del color y estructura de
los vinos tintos (principalmente antocianos y taninos) sin afectar al correcto desarrollo
de la fermentacién alcohdlica. El éxito en la elaboracién de un vino ligero y afrutado o
de un vino muy estructurado, asi como el futuro desarrollo de las caracteristicas
organolépticas, se basa en el control apropiado de la extraccién 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 mdxima

extraccidén, sino una éptima extraccién de los compuestos de maxima calidad.

Diversos factores controlan la extraccién y afectan de distinta forma a los
diversos compuestos. Uno de los factores es la calidad de la vendimia; su grado de

madurez y su calidad sanitaria determinan el contenido en polifenoles asi como su
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extractabilidad. Un segundo factor primordial es la duracién de la maceracion durante
la vinificacién, donde se forma gran parte del futuro vino. Los taninos de los hollejos
difunden facilmente junto con los antocianos en el medio acuoso que es el mosto pero
los taninos de las semillas requieren la presencia de alcohol para su extraccion. Como
el etanol se incrementa durante la fermentacion, la duracion de la maceracion afectard
al contenido de antocianos y taninos. Otro factor que ejercerd un papel importante es
la técnica de elaboracion aplicada. Hoy en dia existe un gran interés por aquellas
técnicas que faciliten una disgregacion de la estructura celular de los hollejos y faciliten

la salida de los compuestos fendlicos del interior de estas estructuras.

Por ello, el objetivo global de este trabajo de investigacidon, es conocer en
profundidad la composicién cuantitativa y cualitativa de las proantocianidinas de las
pieles y semillas de uvas de las variedades Monastrell, Cabernet Sauvignon y Syrah, asi
como la transferencia de las mismas al vino y el efecto de algunas técnicas enoldgicas

para modular su extraccion.
Para ello se plantean los siguientes objetivos parciales:

= Estudio de la evolucién de la concentracion y composicion de las
proantocianidinas de hollejos y semillas de las uvas de las variedades
Monastrell, Cabernet Sauvignon y Syrah desde pre-envero hasta el momento

de cosecha.

=  Determinar el efecto de las condiciones edafoclimaticas durante el ciclo de
formacién y maduracion de uvas de la variedad Monastrell sobre Ia

concentracion y composicion de proantocianidinas.

» Efecto de distintas técnicas de elaboracion (maceracidon prefermentativa en
frio, congelacion de las bayas y utilizacién de enzimas de maceracion) sobre el
perfil y cantidad de proantocianidinas en los vinos de Monastrell, Cabernet

Sauvignon y Syrah.

= Efecto de diferentes actividades enzimaticas, normalmente presentes en los

enzimas de maceracidn comerciales, en la extraccion y composicion de las
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proantocianidinas de semillas de las variedades Monastrell y Cabernet

Sauvignon.

Dindmica de extraccién y composicion de las proantocianidinas de la uva
durante el proceso de maceracion, asi como la determinacién y composicién de
las mismas en el vino de las variedades Monastrell, Cabernet Sauvignon y

Syrah.

Influencia de la ausencia de semillas en el perfil fenélico y cromatico del vino de

uvas Monastrell durante el proceso de vinificacion.






Il. INTRODUCCION






Capitulo Il. Introduccion

1.1 LOS COMPUESTOS POLIFENOLICOS DE LAS UVAS

Los polifenoles son constituyentes fundamentales del mundo vegetal. Se
encuentran en todos los drganos de las plantas, desde las raices a los frutos, con
estructuras quimicas variadas. En la uva, los compuestos fendlicos juegan un papel
importante en la calidad, y la manera en la cual estas sustancias son transformadas
durante la vinificaciéon influye directa o indirectamente sobre las caracteristicas de los
vinos, confiriéndoles una gran parte de su estructura, su color y de sus propiedades

sensoriales.

El estudio de los compuestos fendlicos de la uva siempre ha sido de gran
interés por los investigadores cuyos primeros aportes decisivos de deben al endlogo
francés Ribéreau-Gayon en la década de los afios 60. En los ultimos afios, los
polifenoles de los vinos han sido sujeto de un creciente estudio debido a sus

propiedades antioxidantes y sus potenciales efectos sobre la salud.

Desde el punto de vista quimico, los compuestos fénolicos se caracterizan por
presentar un nucleo arématico acompafado por uno a o varios nucleos hidroxilo. Estos

se clasifican como compuestos no flavonoides y flavonoides (Figura 11.1).

Figura 1.1 Clasificacion de los compuestos fendlicos (Zamora, 2003).

Acidos Benzoicos
Acidos Fenoles

No Flavonoides Acidos Cindmicos
Estilbenos
Flavonoles
Catequinas
Flavonoides < Flavanoles Procianidinas
Taninos Condenasados
Prodelfinidas
Antocianos
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La uva contiene compuestos no flavonoides en la pulpa, piel, semillas y raspén,
mientras que los compuestos flavonoides se encuentran fundamentalmente en la piel,

semilla y raspon.

11.1.1 FLAVANOLES Y PROANTOCIANIDINAS

Los flavanoles representan una compleja familia compuesta por las diferentes

formas isoméricas de la catequina y sus polimeros (Cheynier et al., 2000) (Figura Il. 2).

Figura 1.2 Estructura quimica de los flavan-3-oles.

R=H (+)-Catequina R=H (-)-Catequina
R=OH (+)-Galocatequina R=0OH (-)-Galocatequina
?H IOH
H
K H ij@
4 | |
O
HO~_ \' N R H o\ AN R
---H
| -H | H
\OH N
OH non OH i
OH OH
H H
/
|
O
HO~_ \' .- \ \R HOw O\ \R
---H
- OH OH
\H ’\
oH H H oH A

R=H (-)-Epicatequina R=H (+)-Epicatequina
R=OH (-)-Epigalocatequina R=OH (+)-Epigalocatequina

La estructura bdsica de la catequina presenta dos carbonos asimétricos por lo

gue existen 4 isoméros: (+)/(-) catequina y epicatequina. Ademas el anillo aromatico
externo puede presentar un tercer grupo OH, dando lugar a las correspondientes (+)/

(-) galocatequina y epigalocatequina. Por otra parte el grupo OH en posiciéon 3 del

10
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heterociclo puede estar galoilado, es decir, puede estar esterificado con una molécula
de acido galico, por lo que también se puede incluir los 3-galatos de (+)/(-) (galo)

catequina y epi (galo) catequina.

Los flavanoles polimeros reciben el nombre de taninos condenados o
proantocianidinas y corresponden a cadenas formados por diferente numero de
unidades de los diversos flavanoles unidas mediante enlaces C4-C8 o C4-C6 (Ricardo
da Silva et al., 1991). La figura 1.3 corresponde a los polimeros que se denominan de
tipo B. También existen los polimeros de tipo A, que poseen una unidn suplementaria
de tipo éter entre el carbono 3 y el carbono 7. Su presencia ha sido detectada en la uva

recientemente (Passos et al., 2007).

Figura 1.3 Estructura quimica de las proantocianidinas.

Unidades de extension

OH
R1=H,0H o O <+— Unidad terminal

R2 =0H,

OH

En la uva, las estructuras mayoritarias son la (+)-catequina, la (-)-epicatequina,
la (-)-epigalocatequina y la (-)-epicatequina-3-O-galato (Cheynier et al., 2000). No

obstante, los flavanoles mondmeros representan tan sélo una pequeia proporcion de

11
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la cantidad de estos compuestos en las uvas, ya que la mayor parte de ellos se

encuentran en forma de polimeros (Czochanska et al., 1980).

Estas moléculas pueden presentar un nimero muy elevado de unidades, ya que
los grados de polimerizacién medios pueden llegar a ser del orden de 11 en las semillas
(Prieur et al., 1994) y de 30 en los hollejos (Souquet et al.,1996), siendo el grado medio

de polimerizacion en el vino de aproximadamente 7 (Sarni-Manchado et al.,1999).

El nombre de procianidinas por el que también se conoce a los polimeros de
flavanoles tiene su origen en la propiedad que presentan en medio fuertemente 4cido,
de dar lugar, por hidrélisis, a cianidina. No obstante en el caso de que el polimero esté
formado por unidades de galocatequina y/o epigalocatequina se obtendria por
hidrdlisis acida delfinidina y por tanto se hablaria de prodelfinidinas (Porter et al.,
1986). Por ello, lo mas correcto es hablar de proantocianidinas. Los taninos de los
hollejos estan constituidos por procianidinas y prodelfinidinas (Souquet et al., 1996),
mientras que los de las semillas Unicamente por procianidinas parcialmente galoiladas

(Prieur et al., 1994).

Las proantocianidinas son las responsables del sabor amargo y de la
astringencia del vino (Glories, 1999; Noble, 1990; Robichaud et al., 1990), pero
también de parte de la componente amarilla del color (Glories, 1984, Ribéreau-Gayon
et al., 1999), de la sensacién de estructura y cuerpo del vino (Fischer, 1999; Ribéreau-
Gayon et al., 1999; Montedoro y Bertuccioli, 1988) y de la capacidad del vino para
envejecer (Fischer, 1999; Saucier et al., 1997), entendiendo por ello la capacidad de

mantener el color a lo largo del tiempo.

1.2 DETERMINACION DE PROANTOCINIDINAS EN UVA Y VINO

Para poder determinar el contenido y la composicién de proantocianidas en las
uvas y en los vinos se requiere de una amplia seleccidon de técnicas de analisis para

poder cuantificarlas de manera eficiente. Hasta la fecha, se han utilizado numerosos

12
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métodos de determinacidn e identificacion de proantocianidinas, tanto de uva como

de vino, y algunos de ellos se muestran a continuacion.

11.2.1 DETERMINACION POR PRECIPITACION DE PROTEINAS

Los estudios existentes sobre las proantocianidinas son menores que en otros
flavonoides, fundamentalmente por su mayor dificultad de analisis. Tradicionalmente
se utilizaban los métodos de precipitacién de taninos con proteinas para conocer su
concentracién. Hagerman y Butler (1978) desarrollaron un método con albumina del
suero bovino (BSA) y numerosas variaciones de este método han sido utilizadas
posteriormente. Glories (1984) propuso un indice de gelatina donde las procianidinas
se miden por su capacidad de precipitar gelatina. También se han propuesto métodos
para la cuantificacién de procianidinas que se basan en redisolver el complejo tanino-
proteina y cuantificar indirectamente los taninos por colorimetria con FeCl; a 510 nm
(Harbertson et al., 2003). En general, todos los ensayos de precipitaciéon de proteinas
dependen mucho de variables como el pH, punto isoeléctrico de la proteina, fuerza
idnica, tipo de proteina y la temperatura. Por ello, es dificil comparar resultados entre
distintos métodos. Esto podria corregirse estableciendo un método de validacién; sin
embargo, todos los ensayos de precipitacion de proteinas se ven obstaculizados por la
incapacidad de medir directamente el tanino eliminado ya que el espectro en el cual se
miden es a 280 nm vy sufre interferencias con la absorbancia debida a la proteina

anadida.

La modulacién o inhibicién de la actividad enzimatica por la interaccién de
taninos también ha sido utilizada para la cuantificacion de taninos. Los ejemplos
incluyen la determinacion indirecta de estos a través de la medicidon de la fosfatasa
alcalina (lttah et al.,, 1991; Adams y Habertson, 1999), la inhibicion de la B-
galactosidasa (Dick et al., 1988) o la acciéon degradativa de la tripsina en proteinas

(McNabb et al., 1998).

Un punto interesante de los ensayos de precipitacién de proteinas es que

pueden ser usados para modelar la sensacion de astringencia en humanos. Pero estos
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métodos no permiten ningun conocimiento sobre que composicion tienen esos
taninos, aun cuando se sabe que la astringencia, por ejemplo, depende no solo de la

concentracion de taninos sino también de su tamafio y su grado de galoilacién.

1.2.2 DETERMINACION POR METODOS COLORIMETRICOS

También se han utilizado métodos colorimétricos para determinar Ia
concentracion de proantocianidinas, aunque todos los métodos descritos fallan por su
falta de selectividad, funcionando bien solo en muestras muy purificadas. Uno de estos

métodos incluye el uso de butanol-HCl (95:5) y calor (Figura 11.4).

Figura Il.4 Formacion de antocianidinas en medio acido.
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En estas condiciones los taninos se despolimerizan dando subunidades que son
oxidadas a antocianidinas (Porter et al., 1986). Este ensayo se usa ampliamente como
ensayo diagnodstico ya que es selectivo para los taninos condensados. Este método
puede presentar variaciones en el contenido de agua y el tipo de metal utilizado, por lo

que debe de usarse con precaucién como ensayo cuantitativo. Nitao et al. (2001)
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adaptaron el método del butanol-HCl a una reaccién de flujo continuo para aumentar
el rendimiento de la reaccidon. Otros métodos estdn basados en reacciones de
oxidacion-reduccion para la determinacidon de proantociaidinas totales utilizando como
por ejemplo el azul de Prusia (Butler et al., 1994), pero una vez mas estos ensayos no

son muy especificos ya que otros compuestos del vino pueden interferir.

Recientemente se han descrito métodos enzimaticos que se basan en la
utilizaron de la enzima peroxidasa la cual cataliza la oxidacién de los fenoles a radicales
fenoxi pudiendo reaccionar con compuestos aromaticos para dar lugar a aductos

intensamente coloreados (Stevanato et al. 2004).

Otros de los métodos colorimétricos son los ensayos de vainillina (Sun et al.,
1998) o el 4-dimetilaminocinamaldehido (DMACA). El ensayo de la vainillina se ha
usado extensamente para la determinacion cuantitativa de taninos condensados. El
ensayo es bastante sensible, relativamente simple y especifico, dando una reaccién

coloreada con un maximo de absorbancia a 500 nm (Figura 11.5).

Figura II.5 Reaccion de los taninos con la vainillina.
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Su principal problema es una falta de repetitividad entre muestras, dias y
laboratorios. El método de DMACA emplea la absorbancia a 635 nm para medir los
aductos formados entre el DMACA vy los taninos (Treutter, 1989). Se cree que esta
reaccion es mas especifica que la de la vainillina. Ademas, el uso de la derivatizacién
postcolumna con DMACA también se ha usado para la deteccidn de taninos en el

analisis de HPLC (Treutter et al., 1994).

11.2.3 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION Y COMPOSICION DE
PROANTOCIANIDINAS UTILIZANDO AGENTES NUCLEOFILICOS

Para realmente acceder a informacién sobre la composicion de las
proantocianidinas y su grado medio de polimerizacion es necesario recurrir a métodos
de tidlisis o floroglucindlisis (Kennedy y Jones, 2001). Estos métodos estan basados en
la ruptura de los enlaces interflavdnicos en medio acido y en presencia de un agente
nucleofilico (Figuras 1.6 y I.7) (bencilmercaptano o fluoroglucinol), seguido de un
analisis por HPLC de los productos de reaccién. Esto nos da idea de la naturaleza y
proporcién de las diferentes unidades constitutivas de los taninos condensados vy

permite calcular su grado medio de polimerizacion.

Los dos agentes nucleofilicos mas comunmente utilizados son el fluoroglucinol
y el bencilmercaptano, los cuales se utilizaron por primera vez en la década de 1960 y
a principios de 1970 (Geissman et al., 1966; Jurd et al., 1967; Thompson et al., 1972).
Cuando se desea una conversién cuantitativa de proantocianidinas en sus
subunidades, algunos estudios han sugerido que el bencilmercaptano es el reactivo
preferido (Matthews et al., 1997; Gupta et al., 1978), sin embargo, este reactivo tiene
un olor muy desagradable y su uso esta muy limitado ya que necesita condiciones
especiales de manipulacidn. Por otro lado, el fluoroglucinol como reactivo, tiene varias
ventajas potenciales respecto al bencilmercaptano. La primera es que el fluroglucinol

es inodoro, por tanto, no requiere de condiciones especiales de manipulaciéon y en
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segundo lugar es que tiene la capacidad de formar aductos muy polares (Hemingway

et al., 1989).

Figura I1.6 Mecanismo hipotético de ruptura de las procianidinas en medio acido y en presencia de un
agente nucleofilico.

Fluoroglucinol Tolueno-alfa-tiol

LA

Kennedy et al. (2001) realizaron un ensayo utilizando y comparando los dos

agentes; fluoroglucinol y el bencil mercaptano. Para las proantocianidinas de semilla,
la composicidon de las subunidades, el grado medio de polimerizacién asi como el
rendimiento de conversién fueron muy similares en ambos métodos. En el caso de las
proantocianidinas del hollejo, las composiciones de las subunidades fueron diferentes,
pero no hay explicacion evidente para esta diferencia. El rendimiento de conversion de
las proantocianidinas de semilla fue de 56,4% para Syrah y 80,1% para Chardonnay,
aparentemente bajo y variado, pero eso puede ser indicativo de la heterogeneidad en
la union entre los flavanoides y esto no significa debilidad de estos métodos. En un

primer estudio, utilizando el método de la fluoroglucinolis para supervisar el desarrollo
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de proantocianidinas en la semilla de Syrah, el rendimiento de conversidn también
vario considerablemente a lo largo del periodo de maduracion (Kennedy et al., 2000a),
las proantocianidinas procedentes de uvas del pre-envero mostraron un el
rendimiento de conversion del 89%, y después del envero dicho rendimiento

disminuyé considerablemente (69%).

Figura 1.7 Aductos que se forman por el ataque del fluoroglucinol.
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Si se usa el fluoroglucinol como agente, los productos de ruptura se estiman
usando factores de respuesta relativos a la (+)-catequina, utilizada como patréon de
cuantificacion. Para calcular el grado medio de polimerizacién (GPm), la suma de todas

las subunidades (mondmeros y aductos del fluoroglucinol, en moles) se divide por la
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suma de todos los mondmeros (en moles), también puede ser determinado el
porcentaje de galoilacién, como la suma de los porcentajes de unidades galoiladas y la

masa molecular (PM).

11.2.4 OTRAS DETERMINACIONES CROMATOGRAFICAS

La cromatografia liquida se ha utilizado de forma habitual para la
determinacién y cuantificacion de taninos. La cromatografia en fase reversa sirve para
la cuantificacién de taninos de pequefio tamafio (hasta tetrdmeros) y para las unidades
despolimerizadas de los métodos de despolimerizacidon con agentes nucleofilicos. Para
separar estructuras mas grandes se puede recurrir a otras técnicas como la
cromatografia en fase normal, que tiene capacidad para separar procianidinas de bajo
y medio peso molecular (Rigaud et al., 1993; Gu et al., 2002; Kelm et al., 2006;
Appeldoom et al., 2009). Kennedy y Waterhouse (2000) desarrollaron un método para
el analisis de compuestos fendlicos de alto peso molecular por cromatografia en fase
normal, optimizando el método para que la presencia de antocianos no interfiriese en

las medidas.

Para el andlisis de la distribucién de pesos moleculares de compuestos de
naturaleza polimérica, la técnica mas utilizada es la cromatografia de permeacién en
gel (GPC), también Illamada de exclusién por tamafio (SEC). Esta técnica
cromatografica, muy utilizada en la caracterizacién de polisacéaridos (Hellin et al., 2001;
Ros et al.,, 2004; Tao y Zhang, 2008), también se ha aplicado en el estudio de
compuestos polifendlicos (Kennedy y Taylor, 2003; Kurumatani et al., 2005; Kasai et

al., 2006; Pietarinen et al., 2006a,b).

La GPC puede proporcionar, a diferencia de la catdlisis acida, mayor
informacidén sobre la distribucion de la masa en muestras de taninos. En la Figura 11.8
podemos observar, para seis taninos enolégicos comerciales, la distinta distribucién de

fracciones de diversos tamarfios moleculares en las muestras.
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Figura 11.8 Andlisis por SEC de la distribucidon de distintas fracciones de distinta masa molecular en
muestras de taninos enoldgicos comerciales.
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11.2.5 DETERMINACION POR ESPECTROMETRIA DE MASAS

La espectrometria de masas es método instrumental muy util para obtener
informacién composicional de las proantocianidinas. Se pueden aplicar diversas
técnicas: (1) HPLC/EM o HPLC/EM?, lo que permite obtener informacién cuantitativa e
informacién estructural y (2) analisis directo sin separaciéon por HPLC, usando
introduccion directa e ionizacion por electrospray o ionizacién por MALDI (ionizacién
por desorcién asistida por matriz laser), lo que da informacion estructural rdpidamente

y sin preparacién complicada de las muestras.

Entre las técnicas de espectrometria de masas para la identificacion de las
distintas unidades que componen las proantocianidinas de uvas y vinos, la
espectrometria de masas con ionizacion mediante electro-spray se considera muy
eficiente para el andlisis estructural de polifenoles (Fulcrand et al., 1999; Lazarus et al.,

1999; Hayasaka et al., 2003; Karonen et al., 2004; Flamini, 2003).
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Los compuestos fendlicos se pueden detectar por espectrometria de masas ya
sea en positivo o en el modo de iones negativos. El modo positivo esta muy bien
adaptado para la deteccidn de antocianinas que se encuentran presentes en los
extractos acidos en sus formas catidnicas (ion flavilium). El modo negativo, por el
contrario, es mas eficiente en los derivados de antocianinas que llevan un grupo
carboxilico (Fulcrand et al., 1998). Ambos modos han sido exitosamente utilizados para

analizar flavonoides no cargados como los flavan-3-oles.

La espectrometria de masas con ESI tiene limitaciones en la evaluacién de
muestras con una amplia distribucion de pesos moleculares, ya que el espectro
siempre estd dominado por el compuesto de peso molecular mas bajo y las
intensidades de los picos disminuyen conforme aumenta la longitud de la cadena. Esto
también se observa con la técnica de espectrometria de masas mediante ionizacion
por desorcion asistida por laser y tiempo de vuelo (MALDI-TOF), si bien esta técnica

permite identificar mejor polimeros grandes (Shoji et al., 2006; Es-Safi et al., 2006).

MALDI es una técnica altamente sensible, muy adecuada para el analisis de
mezclas complejas y polidispersas. Permite la deteccidon de iones moleculares intactos
(MNa+, MK+, o MH+) con una gran precision. Esta técnica se ha aplicado para
determinar informaciéon estructural de los taninos, tal y como la naturaleza de la
unidad bdsica, la presencia de galoilacién y el rango de masas. La Figura 1.9 presenta
un tipico espectro de masas obtenido por MALDI de un extracto de semillas de uvas,
donde se observa claramente la informacion que se puede obtener: la unidad basica es
la (epi)catequina, no pudiendose distinguir entre los dos isémeros (la repeticion de la
unidad de 288 Da es una huella de esta unidad bdsica) y la galoilacién también se
puede observar (la repeticion de unidades de 152 Da confirma la presencia de

unidades galoiladas).
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Figura I1.9 Espectro de masas de una muestra de taninos determinado por MALDI.
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.3 LAS PROANTOCIANIDINAS EN LAS UVAS Y SU
TRANSFERENCIA AL VINO

Los taninos estan presentes, tanto en variedades tintas como en variedades
blancas, en el hollejo, en la semilla y en la pulpa de las uvas. Los taninos presentes en
los hollejos pueden ser clasificados en tres categorias en funcién de su localizacién
(Amrani Joutei et al., 1994): (1) taninos de las vacuolas, que estan en forma
condensada en las células préximas a la epidermis, (2) taninos ligados a la membrana
proteofosfolipidica de las células de la piel y (3) taninos integrados en la pared
celulopectidica. 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.

En las semillas, los taninos se encuentran tanto en la epidermis como en el

tegumento externo e interno.
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Los taninos se extraen durante la vinificacién desde las partes sdélidas de los
racimos (Bourzeix et al., 1986; Sun et al.,, 1999). Por tanto, los taninos del vino

contienen tanto procianidinas como prodelfinidinas (Gonzalez-Manzano et al., 2004).

La extraccion de los taninos de la uva al mosto-vino ha sido descrita como una
difusién (Boulton, 1995), e incluye a los flavan-3-oles, sus oligémeros de 2 a 8
unidades, polimeros de mayor nimero unidades y también las formas galoiladas de
ellos. Los taninos de los hollejos y semillas poseen diferentes cinéticas de extraccion,
basadas, fundamentalmente, en su diferente localizacion. Los taninos de los hollejos
comienzan a solubilizarse conjuntamente con los antocianos al inicio de la maceracion,
si bien su extraccién se prolonga mucho mas en el tiempo. Por el contrario, los taninos
de las semillas presentan una extraccién mas lenta, acelerandose hacia la mitad de la
fermentacion, cuando la cantidad de alcohol en el medio comienza a ser importante.
Estas diferentes dinamicas de extraccion de los flavanoles y procianidinas desde las
semillas al mosto-vino es un aspecto importante a la hora de considerar la técnica de
vinificacion a seguir (Singleton y Draper, 1964; Boulton, 1995). Ademas, los trabajos de
Fournand et al. (2006) también determinaron que, ademas de la localizacién, la
extractibilidad de los taninos parece ser dependiente del tamaiio de las moléculas,
siendo las de mads alto grado de polimerizacidon las mas dificilmente extraidas. El

porcentaje de galoilacién es también mas alto en los taninos que no se extraen.

Asimismo, se ha observado que la presencia de antocianos en un vino tinto es
un factor que favorece la extraccidn y retencion en solucion de grandes cantidades de
taninos oligdmeros y polimeros (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.

La extraccion y la difusidon de los compuestos fendlicos aumentan, por tanto,
con la duracién de la maceracion y con la renovacién del mosto-vino que impregna las

partes soélidas, lo cual se consigue mediante la realizacién de remontados o por
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hundimiento del sombrero. La temperatura y el SO, también favorecen la extraccién

de taninos de la uva al mosto-vino.

Tradicionalmente se ha establecido que los taninos de las pieles son
organolépticamente mejores que los de las semillas, mas “suaves” y “redondos” y
menos astringentes. Es interesante destacar que la proporcién de taninos de pieles y
semillas en los vinos podria ser modulada por la eleccién de la técnica de vinificacion.
Numerosos estudios han investigado el efecto de practicas enoldgicas como tiempo de
maceracion (Ribereau-Gayon et al., 1970; Scudamore-Smith et al., 1990), temperatura
de fermentacidon (Kovac et al., 1992), utilizacidn de enzimas pectoliticos (Bautista-Ortin
et al., 2005; Ducasse et al., 2010), maceraciones prefermentativas (Parley, 1997; Ponte
et al., 2004) sobre la extraccidon de proantocianidinas, tanto del hollejo como de las
semillas. El uso de algunas de estas técnicas enoldgicas son objeto de estudio en esta

Tesis Doctoral.

No queremos dejar de comentar los nuevos estudios que indican que en la
extraccion de taninos de las uvas al mosto-vino, las interacciones de estos con las
paredes celulares del hollejo y de la pulpa pueden jugar un papel muy determinante.
Bindon et al. (2010a) estudiaron la interaccién entre las proantocianidinas de la uva y
el material de la pared celular (MPC), encontrando dos aspectos importantes: (1) que
durante el estrujado y fermentacién de la uva el material de la pared celular resulta ser
una barrera para la extraccién de las proantocianidinas, y (2) que el material de pared
celular suspendido en el mosto podria unirse y eliminar una gran cantidad de
proantocianidinas extraidas del hollejo y semillas. De este modo, el material de la
pared celular altera significativamente la composicion de las proantocianidinas a través

de su afinidad por estas moléculas.

Un reciente estudio sobre la extractabilidad de las proantocinidinas de la uva,
ha llamado la atencidn sobre las implicaciones potenciales de la interaccion del
material de la pared celular (MPC) y las proantocianidnas (PAs) en la eliminacién de las
PAs libres durante el proceso de fermentacién (Halin et al., 2010; Pinelo et al., 2006).
Experimentos modelo han verificado que el MPC, especialmente el derivado de la

pulpa, puede eliminar un proporcién significante de PA durante la vinificacion (Bindon
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et al., 2010a). En el vino, por tanto, el incremento de éstas durante la fermentacién
alcohodlica es el resultado de una compleja secuencia de etapas, tal y como se observa

en la Figura 11.10.

Figura 11.10 Modelo de extraccidn, adsorcion y desorcidn de las proantocianidinas durante la vinificacién
(Bindon et al., 2010a).
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Cuando representamos la trayectoria del movimiento de las PAs fuera de la
vacuola como un ratio constante (Kg), éste sera determinado por la concentracion de la
PAs vacuolares y la concentracidon de PAs y otros solutos en el medio, determinando
asi el gradiente de concentracidn. Las limitaciones de “K¢” vendran dadas por la
permeabilidad de la pared celular y la habilidad de las PAs para adsorberse sobre las
paredes y otros contenidos celulares (pardmetro representado por Ka). El punto de
adsorcidn podria ser cualquier espacio intracelular o extracelular. La posibilidad de que
las PAs adsorbidas puedan desorberse se expresa como “Kp”, constante de desorcidn.
A parte de los factores obvios los cuales influirdan sobre el proceso de extraccion, tales

como la concentracion de etanol en el vino o el contenido de proantocianidinas,
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también hay factores de la vinificacion que pueden influir sobre los ratios constantes

definidos anteriormente.

1.4 IMPORTANCIA DE LAS PROANTOCIANIDINAS EN LOS VINOS

Uno de los principales hechos que despiertan el interés por el estudio de las
proantocianidinas es su importante relacidon con las caracteristicas sensoriales de los
vinos tintos, como el color, amargor y astringencia. Los taninos se identifican por su
habilidad para complejarse y precipitar proteinas. Esta propiedad se cree que es la
responsable de la astringencia de los taninos del vino (Gawel, 1997). La astringencia
oral es una sensacion tdctil donde la normal lubricacién de las superficies orales se
pierde por la precipitacién de las proteinas de la saliva (Haslam vy Lilley, 1988; Green,
1993; Gawel, 1997; Clifford, 1998). Se ha demostrado que la astringencia depende de
caracteristicas estructurales de la proantocianidina tal y como el grado medio de
polimerizacién (GPm) y el porcentaje de galoilacion (Vidal et al., 2003). Por tanto, el
conocimiento de la concentracion y la composicion estructural de las
proantocianidinas de la uva y del vino podria ser esencial para definir las caracteristicas

del vino.

La astringencia es un proceso complejo que implica muchos mecanismos no
muy bien conocidos, incluyendo un aumento en la friccién (Rossetti et al., 2009; Wijk
et al., 2005), interacciones entre taninos y proteinas epiteliares (Payne et al., 2009) o
con los receptores del gusto amargo, particularmente los taninos condensados mas
pequeiios (Kallithraka et al., 1997; Kallithraka et al., 2001; Brossaud et al., 2001). La
composicion exacta de la saliva puede variar entre individuos pero se ha demostrado
gue se compone por proteinas ricas en prolina (PRP), asi como en proteinas ricas en
histidina o a-amilasa, lactoferrina y mucinoglicoproteinas (Charlton et al., 2002; Bajec
et al., 2008; Condelli et al., 2006; De Freitas et al., 2001), siendo la prolina y la histidina
las principales proteinas de unién de los taninos. La prolina son proteinas desplegadas
con multiples repeticiones en tandem proporcionando numerosos sitios de union para

la interaccion de los taninos.
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Sin embargo, la complejidad de la sensacidn de astringencia se observa en los
estudios de Obreque-Slier et al. (2010), quienes demostraron que la reaccion entre
taninos hidrolizables (del tipo galotaninos y elagitaninos, cuya presencia en el vino solo
ocurre si el vino ha estado en contacto con madera) y gelatina in vitro no produce
agregados insolubles, y sin embargo, producian una sensacidn astringente in vivo, lo
que sugiere que la precipitacion no es una condiciéon necesaria para que los taninos

sean percibidos como astringentes.

Otro causa de la dificultad para evaluar la astringencia de las proantocianidinas
in vivo es la distinta repuesta fisioldgica de los individuos a la hora de catar el vino y
percibir la astringencia del mismo, ya que el flujo salival, la viscosidad y la composicién
proteica varia entre personas, teniendo ésto un efecto significativo sobre la percepcién
de la astringencia (Demiglio et al., 2008; Dinnella et al., 2009; Condelli et al., 2006). La
concentracion de las proteinas y en particular una mayor tasa de flujo en la saliva han
demostrado que, generalmente, reducen la sensacién de astringencia. La viscosidad no
estd directamente relacionada con la lubricacién, sin embargo, la sensacién de
astringencia si que puede ser producida por una disminucién en la viscosidad de la

saliva aumentando la friccidn (Wijk et al., 2005).

De todas formas, no hay que olvidar que la astringencia no siempre es
considerada como un aspecto negativo del vino; algunos autores afirman que la
astringencia del vino, cuando no es excesiva, mejora la sensacion de complejidad y

persistencia (Gawel et al., 2001).

El otro proceso de fundamental importancia de las proantocianidinas en el vino
es su importancia en las reacciones que asegura el color del vino en el tiempo. Durante
el proceso de elaboracién y envejecimiento de un vino, la concentracién de antocianos
libres va disminuyendo hasta incluso desaparecer, sin que el color rojo del vino se
pierda en la misma proporcion. Esta disminucidn de la concentracion de antocianos se
debe tanto a reacciones de degradacién como de estabilizacidén. Las reacciones de
estabilizacién tienen, la mayoria de las veces, su origen en la formacidon de
combinaciones entre antocianos y taninos. Los antocianos son inestables y deben estar

combinados con taninos para formar pigmentos estables, que realmente son los
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responsables del color de los vinos con el tiempo. Estos pigmentos estables pueden
producirse por condensaciones directas antociano-tanino (A-T) o tanino-antociano (T-
A) o bien mediadas por puente de etilo, reaccién favorecida en presencia de

acetaldehido (Fulcrand et al., 2006).

Ademas, también se han detectado en los vinos otros compuestos, los flavanil-
piranoantocianos, compuestos que aparecen por la unién de un tanino mas o menos
polimerizado o un piranoantociano (compuestos formados durante la fermentacion o
post-fermentacion) (Francia-Aricha et al., 1997). Los piranoantocianos se forman por
reaccion de los antocianos con compuestos de bajo peso molecular, principalmente
metabolitos producidos por las levaduras, como el acetaldehido, dcido pirdvico o
vinilfenol, por medio de una reaccion de cicloadicién (Fulcrand et al., 1996; Fulcrand 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.

1.5 EVOLUCION DE LAS PROANTOCIANIDINAS EN LOS VINOS
DURANTE EL ENVEJECIMIENTO

Los taninos son especies muy reactivas y la formacion y la ruptura de enlaces
entre flavanoles ocurre continuamente al pH del vino (Cheynier et al., 2000). También
las procianidinas se enlazan y precipitan con proteinas y son sustratos de reacciones de
oxidacién enzimatica y no enzimatica (Cheynier et al., 2000). Esto significa que ellos
también juegan un papel importante en el potencial redox y el estado de oxidacién del

vino.

Dos son las posibles vias que siguen los taninos para su polimerizacién, en

funcidn de la forma de interactuar entre ellos:
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Condensacion directa: en el vino las procianidinas se hidrolizan formando un

carbocatién, que a su vez reacciona con la carga negativa de otra procianidina,
formando un polimero de mayor peso molecular mediante uniones C4-C8 o C4-C6

(Figura 11.11).

Figura Il.11 Condensacion directa de taninos.

Condensaciones mediadas por acetaldehido: en presencia de oxigeno, la oxidacion del

etanol forma etanal, el cual es capaz de unir moléculas de procianidinas, formando un

polimero de elevado peso molecular (Figura 11.12).

Los compuestos formados mediante puentes de acetaldehido 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 polimerizacidon lineal, lo que conduce a la formacion rapida de
compuestos polimeros grandes susceptibles de precipitar en funcidon del grado de
polimerizacién y de la concentracidén. Pero también las procianidinas se pueden
hidrolizar formando carbocationes de carga eléctrica positiva que pueden sufrir una

adicién nucleofilica por otra molécula de flavanol, o bien, por un antociano en su
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forma hemiacetal. Este proceso conduce a la reduccién de la longitud media de las
cadenas de procianidinas y finalmente, a la acumulacion de proantocianidinas

oligoméricas (Vidal et al., 2002).

Figura 11.12 Condensacidén de taninos mediada por acetaldehido.
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Las procianidinas polimeras reaccionan mas lentamente que las oligoméricas y
las procianidinas formadas por puente de etilo son las que mdas 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).

Con el tiempo, un vino tinto muestra un descenso de proantocianidinas totales,
particularmente prodelfinidinas, aunque un menor descenso de compuestos galoilados
(Cheynier et al., 1997). Los cambios en las proantocianidinas del vino son ademas
complejos porque implican la formacién de aductos con los antocianos (Vidal et al.
2002). En los vinos, tal y como se ha comentado anteriormente, los taninos reaccionan

con los antocianos y con ellos mismos cambiando su grado de polimerizacién y
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afectando a la astringencia. Su ruptura en medio acido puede hacer decrecer su
tamafio medio haciéndolos menos astringentes. La identificacién de las condiciones
que favorecen el incremento o descenso del tamafio de los taninos y su impacto en las
propiedades sensoriales y estabilidad del vino son cuestiones que todavia no estan
suficientemente estudiadas. Los estudios de Jorgensen et al. (2004) mostraron que
aunque los taninos de las uvas son facilmente despolimerizados en medio 4cido, los
del vino no lo son tan facilmente. Por tanto, una de las preguntas que normalmente se
plantean los diversos autores es como influye el tamafio de los taninos del vino en la
astringencia. Se podria pensar que lo hace de igual forma que los de la uva, pero las
estructuras encontradas en el vino no son iguales que las que se encuentran en la uva
y no se sabe con claridad como la incorporacién de antocianos o el grado de oxidacion
de los taninos influye en la astringencia, ni como caracterizar el grado de oxidacion de

los taninos del vino.

Los estudios de Poncet-Legrand et al. (2010) mostraron que la oxidacion de
taninos crea nuevos enlaces que son resistentes a las reacciones de tidlisis y por tanto
se incrementa mucho la dificultad de su andlisis. Estos nuevos enlaces pueden ser intra
o intermoleculares y cuando los taninos estan en alta concentracion, el grado medio
de polimerizacién se incrementa, lo que parece indicar que se forman grandes,

ramificadas y complejas macromoléculas.
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1.1 UVA

111.1.1 MATERIAL VEGETAL

El trabajo experimental de esta Tesis Doctoral se realizé durante tres campafias
consecutivas:

- Campaiia 2009: en esta campafia se utilizaron uvas (Vitis vinifera L.) de las variedades

Monastrell, Cabernet Sauvignon y Syrah, cultivadas en secano y sistema de vaso en
una parcela de la D.O. de Jumilla, pertenecientes a la bodega Finca Luzodn. La edad del
vifiedo era de diez anos, éptima para la obtencion de vinos de calidad. Cuando las uvas
alcanzaron un grado de maduracién entorno a 159Be (26,8 9Brix), se procedidé a la

vendimia y a la recogida de muestras representativas de uva y por triplicado.

- Campana 2010: el material vegetal de estudio en esta campaiia también fue uvas de
las variedades Monastrell, Cabernet Sauvignon y Syrah cultivadas en la misma parcela
gue en la campafia anterior. Este afio se llevd a cabo un control de maduracién de la
uva desde pre-envero hasta la recoleccién de la misma, mediante la realizacion de un
muestreo semanal. Para la obtencion de una muestra representativa se cogieron sobre
unas 2000 bayas de todas las direcciones del racimo y de los distintos brazos de la cepa

de varias filas distribuidas en el vifiedo.

-Campaina 2011: en esta campaiia solo se utilizd uva de la variedad Monastrell

cultivada en secano y sistema de vaso de tres parcelas de la D.O. de Bullas situadas a
diferentes altitudes. La parcela 1 o zona 1 estaba situada a una altura de 650 metros, la
parcela 2 o zona 2 a 730 metros y la parcela 3 o zona 3 a 835 metros. En esta campana
también se llevd a cabo un control de la maduracion de la uva, mediante la realizacion
de un muestreo semanal desde pre-envero hasta que la uva alcanzé un contenido de
azucares entorno a 122Be (21,5 2Brix). La caida de granizo durante la primera quincena
del mes septiembre en las parcelas 1 y 2 hizo que el estudio no pudiera continuar
hasta que la uva alcanzara el punto de madurez mas éptimo. También en esta

campafa se conté con uva de Monastrell cultivada en secano y sistema de vaso en una
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parcela de la D.O. de Jumilla, perteneciente a la bodega Finca Luzdn, vendimiada

cuando esta alcanzé el punto de madurez éptimo (142Be).

Todos los muestreos se realizaron por triplicado y las muestras de uva fueron
transportadas rapidamente al laboratorio donde una parte de las mismas fue utilizada
para el analisis de los parametros fisico-quimicos, mientras la otra parte fue congelada

a -20°C para el posterior analisis de proantocianidinas.

l11.2 VINO

111.2.1 VINIFICACIONES

111.2.1.1 CAMPANA 2009

El objetivo de las elaboraciones de esta campafia fue determinar el efecto de la
aplicacién de distintas practicas enoldgicas en uvas de Monastrell, Cabernet Sauvignon
y Syrah, tales como la adicién de enzimas de maceracién, adicidon de nieve carbdnica o
hielo seco y la aplicacién de una maceracién prefermentativa en frio en el contenido y
composicion de las proantocianidinas, tanto durante la maceracion fermentativa
(como en el caso de las uvas Monastrell), como en el vino terminado (vinos de

Monastrell, Cabernet Sauvignon y Syrah).

La uva fue vendimiada de forma manual en cajas de 20 Kg y transportada
rapidamente a la bodega experimental de Jumilla. A continuacion, la uva se introdujo
en una camara frigorifica para disminuir su temperatura a 102C y que el inicio de la
maceracion tuviera lugar a baja temperatura. En todas las vinificaciones, la uva fue
despalillada, estrujada y sulfitada con una dosis de 8 g de SO, por cada 100 Kg de uva.
La acidez total fue corregida a 5,5 g/L. Todas las vinificaciones se realizaron por
triplicado en depdsitos de 100 L de acero inoxidable, conteniendo 90 Kg de uva

estrujada y despalillada.
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111.2.1.1.1 Diseio de las vinificaciones:

a) Congelacidn con nieve carbdnica

Para determinar el efecto de la nieve carbdnica sobre el contenido vy
composicion de las proantocianidinas se adicionaron 100 Kg de nieve carbdnica
directamente a los depdsitos de 100 litros, conteniendo 90 kg de uvas estrujadas y
despalilladas. El uso de la nieve carbdnica mantuvo el mosto congelado durante 3 dias.
Después se afiadio levadura de fermentacién Levuline GALA (Oenofrane, Francia) a

una dosis de 10 g/100 Kg de uva. El tiempo de maceracion fermentativa fue de 10 dias.

b) Maceracidn prefermentativa en frio

Para determinar el efecto de la maceracion prefermentativa a baja temperatura
sobre el contenido y composicién de las proantocianidinas, los depdsitos de 100 litros
se introdujeron en una camara de refrigeracién a 102C durante 10 dias, practicdndose
remontados dos veces al dia. Transcurrido este tiempo, los depdsitos fueron traslados
a la bodega y se afadié como levadura de fermentaciéon Levuline GALA (Oenofrane,
Francia) con una dosis de 10 g/100 Kg de uva. El tiempo de maceracién fermentativa se

prolongo durante 10 dias.

c) Enzimas

Para determinar el efecto de los enzimas comerciales sobre el contenido vy
composicion de las proantocianidinas, en el momento del encubado se afiadié un
enzima comercial (Enozym Vintange, Agrovin S.A., Espafia) a una dosis de 5 g/100 Kg
de uva. La levadura de fermentacion utilizada fue Levuline GALA (Oenofrane, Francia)

con una dosis de 10 g/100 Kg de uva y el tiempo de maceracién fue de 10 dias.
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d) Testigo

La vinificacion testigo se llevd a cabo en depdsitos de 100 litros. La levadura de
fermentacion utilizada fue Levuline GALA (Oenofrane, Francia) con una dosis de 10

g/100 Kg de uva y el tiempo de maceracion fue de 10 dias.

La fermentacion de todos los vinos se realizé a 252C y se tomaron lecturas de
temperatura y densidad del mosto, dos veces al dia hasta que el 2Be llegé a cero.
Durante el proceso de maceracion se realizaron dos remontados diarios para favorecer
el proceso de oxigenacidon y de extraccion de compuestos fendlicos. Transcurrido ese
tiempo de maceracién, se procedié al descube para obtener finalmente un vino,

mezcla del vino flor y el vino prensa.

Finalizadas la fermentacion alcohdlica y la fermentacién malolactica, la cual
tuvo lugar de manera espontanea, los vinos fueron trasegados y se recogieron las
muestras de los vinos ya finalizados, para cada vino de las diferentes variedades y cada

tratamiento para la realizacion de los analisis de proantocianidinas.

Ademas, en el caso de las elaboraciones de vinos de la variedad Monastrell, se
realizd un muestreo cada dos dias durante los 10 dias de maceracion fermentativa

para llevar a cabo los andlisis de proantocianidinas.

111.2.1.2 CAMPANA 2010

El objetivo de las elaboraciones de esta campafa fue determinar, para las uvas
de Monastrell, Cabernet Sauvignon y Syrah, la dindmica de extraccion y la
composicion de las proantocinidinas durante la vinificacién, aplicando una maceracién
fermentativa de 20 dias. Asimismo, se determind el efecto de la aplicacién de
diferentes tiempos de maceracion (descubes a 5, 10 y 20 dias) en el contenido y
composicion de las proantocianidinas en los vinos de las diferentes variedades tras

finalizar la fermentacion alcohdlica.
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La uva fue vendimiada cuidadosamente y transportada a la bodega en cajas de
20 Kg. Todos los vinos se hicieron por triplicado en depdsitos de acero inoxidable de
100 litros utilizando en cada uno de ellos 90 Kg de uva. En todas las vinificaciones y
antes de que empezara la fermentacién alcohdlica la acidez se corrigié a 5,5 g/L y se
adicionaron levaduras seleccionadas (Levuline GALA, Oenofrane, Francia, levaduras
rehidratadas usando 10 g de levadura/100 kg de uva). Todas las vinificaciones se
realizaron a una temperatura aproximada de 259C. Se llevaron a cabo dos remontados

diarios y se fue registrando la temperatura y densidad durante todo el proceso.

Se aplicaron tres diferentes tiempos de maceracion (5, 10 y 20 dias).
Transcurridos los distintos tiempos maceracion, se procedid al descube para obtener
finalmente un vino, mezcla del vino flor y el vino prensa. Hasta este momento, se
recogieron muestras del mosto-vino cada dos dias durante los 20 dias de maceracién
fermentativa que durd la maceraciéon mas larga, para llevar a cabo los analisis de

proantocianidinas.

Al finalizar la fermentacidon alcohdlica, los vinos fueron trasegados y se
almacenaron a temperatura controlada (12-152C) adicionando ademas nitrégeno en el
espacio de cabeza de los depdsitos para evitar el inicio de la fermentacién maloldctica.
Los andlisis de proantocianidinas y sensorial para todos los vinos se realizd un mes

después del final de la fermentacion alcohdlica.

111.2.1.3 CAMPANA 2011

El objetivo de las elaboraciones de esta campafia era determinar el efecto de la
ausencia de semillas durante el proceso de vinificacion de uva Monastrell sobre el

contenido y composicion de proantocianidinas y en los parametros cromaticos.

Para ello, se seleccionaron y desgranaron a mano 12 kilos de uva. A la mitad de
esos kilos se le quitaron las semillas abriendo la baya por la mitad con la ayuda de un
bisturi y a los otros seis kilos restantes solo se abrié la baya por la mitad. Las
vinificaciones se llevaron a cabo con 2 kilos de uva con y sin semillas (vino testigo) en

tarros de cristal de 5 litros con una tapa agujereada y revestida de teflon para dejar
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salir el gas carbdnico generado durante el proceso de fermentacion alcohdlica. En
todas las vinificaciones, la uva fue sulfitada con una dosis de 80 mg de SO, por cada Kg
de uva y también se le adiciond nieve carbdnica (sobre 100 g) para desplazar el
oxigeno del espacio de cabeza de los tarros de cristal. La acidez total fue corregida a
5,5 g/L y se adicionaron levaduras seleccionadas a una dosis de 20 g/hL (Zymaflores

Rx60, Laffort, Francia).

La fermentacién tuvo lugar a unos 252C y a medida que avanzaba el proceso el
sombrero fue sumergido con la ayuda de unas tapas de plastico. La maceracién duro
10 dias. Terminada la fermentacidon alcohdlica los vinos fueron embotellados vy
almacenados a 202C. Los vinos fueron analizados a los 4, 7 y 10 dias de maceracién, al
finalizar la fermentacion alcohdlica y después de 3 meses de envejecimiento en

botella.

111.3. METODOLOGIA

111.3.1 DETERMINACIONES FiSICO-QUIMICAS DE LA UVA

Se preparé 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 trituracién, 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 centrifugacidon del triturado de la uva a 4400 rpm
durante 15 minutos, se determinaron el grado Brix, acidez total, pH, acido malico y

tartarico.
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111.3.1.1 GRADO BRIX

La medida se realizdé en un refractdmetro 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 Beaumé, contenido de

azUcares, densidad y grado probable del vino.

111.3.1.2 pH

Se mide con un valorador automatico Metrohm modelo 686 (Metrohm, Suiza),

siguiendo el método oficial CEE, Reglamento N2 2676/90.

111.3.1.3 ACIDEZ TOTAL

Se obtiene potenciométricamente con un valorador automdtico Metrohm
modelo 686 (Metrohm, Suiza), segun el método oficial CEE, Reglamento N2 2676/90.

Los resultados se expresan en g/L de acido tartarico.

111.3.1.4 ACIDO L-MALICO

Se determina mediante test enzimatico con secuenciador automatico Hycel,
modelo Lisa 200 (Hycel Diagnostics, EEUU), segun el método oficial CEE Reglamento N2

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

111.3.1.5 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.
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111.3.2 DETERMINACION DE PROANTOCIANIDINAS EN UVA Y VINO POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA

Para poder tener informacion sobre el contenido, composicidon y grado medio
de polimerizacién de las proantocianidinas en uva y vino se ha utilizado el método de
la fluoroglucinolisis propuesto por Kennedy y Jones (2001). Este método esta basado
en la ruptura de los enlaces interflavanicos en medio 4cido y en presencia de un
agente nucleofilico (fluoroglucinol), seguido de un analisis de HPLC de los productos de

reaccion.

111.3.2.1 EXTRACCION DE PROANTOCIANIDINAS
111.3.2.1.1 Extraccion de proantocianidinas de uva utilizando acetona al 70%

Se utilizé el método descrito por Hernandez-Jiménez et al. (2009). Diez bayas
de cada una de las tres variedades, Monastrell, Cabernet Sauvignon y Syrah fueron
peladas, separando las pepitas y los hollejos de la pulpa. Después las pepitas y hollejos
fueron introducidos por separado en tubos Falcom con 10 mL de una disolucién de
acetona/H,0 (70%). También se afadié nitrégeno gaseoso en el espacio de cabeza
para evitar posibles oxidaciones. La extraccion, se llevd a cabo en un agitador orbital a
200 rpm y a temperatura ambiente durante 24 horas y en oscuridad. Transcurrido el
tiempo de extraccion, el sobrenadante fue separado y concentrado en un centrivap
(Figura 111.1) (Labconco, USA) a 352C durante 24 horas. Después de liofilizarlo el

extracto seco obtenido fue redisuelto en 2 mL de metanol.

Figura lll.1 Concentrador a vacio (Centrivap).
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111.3.2.1.2 Extraccion de proantocianidinas de uva utilizando una solucién etandlica al

12,5%

Treinta bayas de cada una de las tres variedades Monastrell, Cabernet
Sauvignon y Syrah fueron peladas separando manualmente las semillas y los hollejos
de la pulpa. Después las semillas y los hollejos fueron introducidos en tubos Falcom
con 50 mL de una solucion hidroalcohdlica (12,5% de etanol, 2 g/L de acido tartarico y
pH 3,6). También se afiadid nitrogeno gaseoso en el espacio de cabeza para evitar
posibles oxidaciones. La extraccion, se llevd a cabo en un agitador orbital a 200 rpm y a
temperatura ambiente durante 72 horas y en oscuridad. Transcurrido el tiempo de
extraccién, el sobrenadante fue separado y concentrado en un centrivap (Labconco,
USA) a 352C durante 24 horas. Después de liofilizarlo, el extracto seco fue redisuelto

en metanol.

111.3.2.1.3 Extraccion de las proantocianidinas de semilla utilizando soluciones

modelo y enzimas de maceracion

0,5 g de semillas procedentes de 1000 bayas de uva de las variedades
Monastrell y Cabernet Sauvignon fueron introducidos en frascos de cristal de 25 mL
con 15 mL de diferentes soluciones: una solucién control acuosa (5 g/L de &cido
tartarico a pH 3,6), una solucién control hidroalcohdlica (idéntica a la solucién control
acuosa pero conteniendo 12,5% de etanol) y ambas soluciones a las cuales se les
adiciond cuatro enzimas puros (todos ellos proporcionados por Sigma, St. Luis, MO,
EEUU) y un enzima comercial. Los enzimas puros fueron xilanasa de Thermomyces
lanuginosus (EC 3.2.1.8, 2,5 unidades/mg de sdlido), celulasa de Aspergillus Niger (EC
3.2.1.4, 1,92 unidades/mg de sdlido) y dos enzimas pécticos: poligalacturonasa de
Rhizopus sp (EC 3.2.2.15, ca. 600 units/g de sélido) y pectinmetilesterasa de Orange
Peel (EC 3.1.1.11, 137 unidades/mg de sdélido). El enzima comercial fue Enozym Vintage
(Agrovim, S.A., Espafia), utilizado en el proceso de vinificacion de las uvas de la
vendimia de 2009. Este enzima se obtiene a partir de cultivos de Aspergillus niger y

contiene actividades enzimaticas pectoliticas: poligalacturonasa, pectinliasa y

43



Capitulo lll. Material y Métodos

pectinesterasa, estando presentes también las actividades B-glucanasa, celulasa,

hemicelulosa y proteasa.

Las enzimas se afadieron a una dosis de 100 mg/L, excepto en el caso de
pectinmetilesterasa que fue de 5 mg/L debido a su alta actividad enzimatica y de la
enzima comercial que fue de 10 mg/L (dosis recomendada por el fabricante). La
concentracién final de las enzimas fue de 0,25 unidades/mL para xilanasa, 0,19
unidades/mL para celulosa, 0,06 unidades/mL para poligalacturonasa y 0,68

unidades/mL para pectinmetilesterasa. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

Para minimizar la posible oxidacién de las proantocianidinas y el crecimiento de
levaduras se adiciond nitrégeno en el espacio de cabeza de los tubos y la extraccidn se
llevé a cabo en un agitador magnético a 700 rpm y a temperatura ambiente durante 48
horas, todo ello en oscuridad. El sobrenadante fue concentrado en un centrivap
(Labconco, USA) a 352C durante 24 horas. Después de liofilizarlo, el extracto seco

obtenido fue redisuelto en metanol.

111.3.2.1.4 Extraccion de proantocianidinas del vino

Para la extraccién de proantociandinas del vino se utilizé una optimizacién del

método propuesto por Pastor del Rio et al. (2006) y que se muestra en la Figura Ill.2.

Para ello, 5 mL de cada vino fueron concentrados en un centrivap a 509C
durante 12 horas. A continuacion, los extractos secos fueron redisueltos en 3 mL de
agua y pasados por cartuchos Sep-Pak C18 (1g, Waters, Mildford, USA) previamente
acondicionados con 10 mL de metanol y 15 mL de agua. Después, los cartuchos se
lavaron con 15 mL de agua para eliminar compuestos interferentes (acidos fendlicos,
azucares, etc) y los compuestos de interés se eluyeron con 10 mL de metanol. El
extracto metandlico fue concentrado de nuevo en el centrivap a 359C durante 10

horas, liofilizado y redisuelto posteriormente en 1 mL de metanol.
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Figura 1.2 Fraccionamiento de proantocianidinas en el vino.

Sequedad
Centrivap a 50 C,12 horas

!

Redisolver 3 mL H,0

!

Acondicionamiento
10 mL MeOH —_— | Sep -Pak C18 (1g) |
15 mL H,0 l

20 mL H,0 | —— | Acidos fendlicos , azticares...

10 mL MeOH

Sequedad
Centrivap 342C 10 horas

l

Redisolucién ImL MeOH
Reaccion

111.3.2.2 ANALISIS CROMATOGRAFICO DE PROANTOCIANIDINAS

Para la determinacién de proancianidinas de semillas, hollejos y vino se utilizé
una optimizacién del método descrito por Kennedy y Taylor (2003). Para ello, a 100 uL
de extracto metandlico de cada una de las muestras se le afiadié 100 pL del reactivo de
floroglucinolisis conteniendo 100 g/L de floroglucinol y 20 g/L de acido ascérbico en

HCl 0,2 N en metanol.

La reaccién se llevo a cabo a 509C durante 20 minutos. Transcurrido este
tiempo, se adicionaron 2 volumenes de acetato de sodio 200 mM para parar la
reaccion. Después las muestras fueron centrifugadas durante 10 minutos a 13000 rpm

y colocadas en viales para su posterior inyeccién en el HPLC.
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Para poder determinar los taninos monoméricos presentes de forma natural, el
extracto metandlico, se analizd también sin la reaccién de fluoroglucinol en las mismas

condiciones descritas anteriormente.

111.3.2.3 IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE LAS PROANTOCIANIDINAS

La separacion de los productos de reaccién (unidades terminales y aductos con
el fluoroglucinol) se llevé a cabo en un cromatégrafo liquido Waters 2695 (Waters, PA,
USA), equipado con un detector diodo-array Waters 2696. La columna utilizada fue
una Atlantis C18 (250 x 4,6mm, 5um de tamano de particula) protegida con una
precolumna del mismo material (20 x 4,6mm, 5um de tamafio de particula) (Waters,

Milford, MA).

El volumen de muestra inyectada fue 10 uL y el analisis fue realizado a una
temperatura de 302C. Los disolventes utilizados fueron acido férmico al 2% (A) y una
mezcla de acetonitrilo/H,0/férmico (B) (80:18:2) con un flujo de 0,8 mL/min. Las

condiciones de gradiente fueron las mostradas en la tabla Ill.1.

Tabla lll.1 Condiciones cromatograficas.

T A
0 100 0
5 100 0
35 90 10
65 80 20
80 75 25
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Tabla lll. 2 Coeficientes molares.

Compuesto Coeficiente mM

(+)-Catequina terminal 4,57 x107
(-)-Epicatequina terminal 4,57 x 10"
(-)-Epicatequinagalato terminal 1,34x 10”7
(+)-Catequina extension 4,66 x 107
(-)-Epicatequina extension 4,66x 10"
(-)-Epigalocatequina extension 1,57 x 10
(-)-Epicatequinagalato extension 1,26 x 10”7

Figura lll.3 Cromatogramas de los diferentes compuestos identificados en el hollejo y pepita de la uva.
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Abreviaturas. 1: (-)-Epigalocatequina-fluoroglucinol; 2: (+)-Catequina-4-fluoroglucinol; 3: (-)-Epicatequina-4-
fluoroglucinol; 4: (-)-Epicatequina-2-fluoroglucinol; 5: (+)-Catequina; 6: (-)Epicatequina-3-O-galato-fluoroglucinol; 7:
(-)-Epicatequina; 8: (-)-Epicatequina-3-O-galato.
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Los diferentes compuestos fueron identificados a 280 nm (Figura 111.3)
comparando sus tiempos de retencidn y espectros respecto a patrones externos. Los
productos de ruptura se estiman usando los factores de respuesta relativos a la (+)-
catequina (Extrasyntheése, Geny, France), utilizada como patron de cuantificacidon
(Tabla 111.2). Para calcular el grado medio de polimerizaciéon (GPm), la suma de todas
las subunidades (mondmeros y aductos del fluoroglucinol, en moles) se divide por la
suma de todos los mondmeros (en moles). También puede ser determinado el
porcentaje de galoilacién, como la suma de los porcentajes de unidades galoiladas y la

masa molecular (Pm).

El porcentaje de las proantocianidinas del vino que proceden del hollejo y las
semillas derivadas del vino se determinaron siguiendo el método propuesto por Peyrot
des Gayons y Kennedy (2003). Segun este método, la relacion entre el porcentaje de (-
)-epigalocatequina de extension de las proantocianidinas presentes en el vino y la uva
multiplicado por 100 nos da el valor del porcentaje de proantocianidinas del hollejo,
mientras que el porcentaje de proantocianidinas de las semillas se obtuvo restando
este valor a 100. La concentracion de proantocianidinas del hollejo y de las semillas en
el vino se determind multiplicando estos porcentajes por el contenido de

proantocianidinas totales presentes en el mismo.

111.3.3 DETERMINACION DE LOS PARAMETROS CROMATICOS EN EL VINO

La intensidad de color (IC) fue calculada como la suma de las absorbancias a
620 nm, 520 nm y 420 nm (Glories, 1984) y el tono como el cociente entre las
absorbancias a 420 nm y 520 nm (Sudraud, 1958). Los antocianos totales fueron
determinados siguiendo el método descrito por Ho et al. (2001) y el indice de
polifenoles totales (IPT) fue calculado acorde con el método propuesto por Ribéreau-

Gayon et al. (1983).
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El cdlculo de los parametros de copigmentacion se llevé a cabo siguiendo el
método descrito por Levengood y Boulton (2004). Para la obtencién de estos

parametros es necesaria la determinacidn de varias medidas espectrofotométricas:

® Ayso v Asgs: La preparacion de la muestra es igual para la obtencion de estos
dos valores. En un vaso de precipitado de 150 mL se afiadieron 50 mL de agua a 0,5 mL
de muestra de vino. Se agitd y se midié la absorbancia en cubetas de 1 cm de paso

Optico a 280 y 365 nm, respectivamente.
En el vino previamente ajustado a pH 3,6 se determiné:

® Aucet: Se adicionaron 20 ulL de acetaldehido al 10% a 2 mL de la muestra de
vino, agitdndose inmediatamente. Después de 45 min, se midid la absorbancia a 520
nm en celdas de 0,1 cm de espesor. La medida se expresa referida a cubetas de 1 cm

de paso dptico.

® Ayo: En un tubo de 10 mL se mezclaron 200 pL de vino y 3,8 mL de vino
sintético (24 mL de etanol absoluto, 176 mL de agua destilada y 0,5 g de bitartrato
potasico, ajustando el pH a 3,6). Se agitdo y a los 10 min se midié la absorbancia a 520

nm en cubetas de 1 cm de espesor.

® Asop: 160 pL de SO, al 5% se afiadieron a 2 mL de muestra. Se agitd y tras 1
min se midi6 la absorbancia a 520 nm en cubetas de 0,2 cm de paso 6ptico. Se expresa

referida a cubetas de 1 cm de paso dptico.
Con los resultados de estas analiticas se obtuvieron los siguientes resultados:
e Color del vino debido a antocianos copigmentados: CC= Ageet — Agg
* Antocianos totales: AT= Ao — Aoz
e Color debido a pigmentos poliméricos: CP= A 5o,
¢ Estimacion del contenido en el factor flaconas: CF= Azgs
e Estimacion de fenoles totales (mondmeros y taninos): PT= A,gg
e Fraccioén de color debido a copigmentacion= (Aacet — Aso2) / Aacet

e Fraccién de color debido a antocianos libres= (Axg — Asoz) / Aacet
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e Fraccion de color debido a pigmentos poliméricos= Asoz / Aacet

Todas estas medidas fueron realizadas, en el mosto-vino y en el vino
previamente centrifugados, en un espectrofotémetro HEAIOS a (TermoSpectronic,

EEUU).

111.3.4 ANALISIS SENSORIAL

El andlisis sensorial de los vinos fue llevado a cabo en una sala aclimatada a

209Cy libre de olores, provista de cabinas individuales y luz blanca.

111.3.4.1 EVALUACION DE LA ASTRINGENCIA DE LOS VINOS

Diez-doce jueces del Departamento de Tecnologia de Alimentos de la
Universidad de Murcia fueron seleccionados en funcién a su disponibilidad. Estos
fueron entrenados para evaluar diferentes descriptores del vino utilizando para ello
soluciones modelo que simulaban las mismas condiciones de éste. Todas las catas se

realizaron en copas oscuras y a nariz tapada.

Para el entrenamiento, las soluciones modelo contenian etanol (12%), acido
tartarico (3, 5y 6 g/L) para la evaluacion de acidez, sulfato de quinina (0,05, 0,1y 0,2
g/L) para el amargor y sulfato de aluminio (0,5, 1y 2 g/L) para la astringencia. A cada
juez se le pidi6 que mantuviera la solucién modelo en su boca un cierto tiempo y que
después valorara la intensidad de cada uno de estos pardmetros en una escala de 0-7
puntos. Entre las distintas soluciones los panelistas se iban enjuagando la boca con
agua mineral, después comieron rosquillas durante 30s y finalmente se volvian a

enjuagar la boca con agua mineral durante 45s.

Para la cata de vinos, las muestras fueron presentadas a los jueces de forma
aleatoria y cataron cuatro muestras por sesion. Antes de la cata, las tres repeticiones
de cada uno de los vinos fueron mezcladas para obtener una muestra mas

representativa y evitar posibles diferencias entre las mismas.
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111.3.4.2 PRUEBA TRIANGULAR

La prueba triangular se aplica para determinar si existen diferencias entre las
caracteristicas de los 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 comprueba mediante tablas estadisticas si la diferencia es
significativa. Los catadores que participaron en esta prueban fueron 12, sin
entrenamiento previo, a los que se les presenté una ficha de cata en la que debian de
evaluar el grado de diferencia apreciado para los atributos de la fase visual, olfativa y

gustativa.

111.3.4.3 ANALISIS DESCRIPTIVO

En el andlisis descriptivo los atributos a valorar son previamente descritos
(Figura 1ll.4) y se les pide a los catadores que cuantifiguen 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 prueba esta formado por 10 catadores experimentados, miembros

de la universidad de Murcia.

El vino se dejo durante aproximadamente 30 min a temperatura ambiente
antes de su evaluacion. Después, unos 40 mL del mismo fueron introducidos en copas

codificadas y presentadas a los panelistas.
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Figura lll.4 Ficha de cata descriptiva.

rT—— UNIVERSIDAD DE MURCIA

DEPARTAMENTO DE TECNOLOGIA DE ALIMENTOS,
NUTRICION Y BROMATOLOGIA

Facultad de Veterinaria

FECHA: CATADOR:
MUESTRA:

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

COLOR: Puntuacién |GUSTO: Puntuacién
INTENSIDAD
INTENSIDAD CALIDAD
TONALIDAD CUERPO
AROMA: Puntuaciéon |EQUILIBRIO
INTENSIDAD PERSISTENCIA
CALIDAD AMARGOR
VEGETAL ASTRINGENCIA
AFRUTADO SEQUEDAD
CONFITURA VERDOR
ESPECIADOS MADUREZ
TOSTADOS
COMPOTA

Observaciones:

111.3.5 ANALISIS ESTADISTICO

Todos los andlisis estadisticos han sido realizados utilizando el paquete

estadistico Statgraphics 5.0 Plus.

El andlisis de la varianza se ha utilizado para determinar si existen diferencias
significativas entre medias. La separacién de medias se ha realizado aplicando el test

LSD.
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El uso de las técnicas estadisticas multivariables, nos han permitido 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 CLUSTER que busca y

agrupa individuos o grupos tan similares como sea posible.
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Capitulo IV. Proantocianidinas en la uva

IV.1 INTRODUCCION

Las proantocianidinas de la uva son importantes en la calidad organoléptica del
vino. El conocimiento de la cantidad y composicion de las proantocianidinas antes de
vendimia nos puede dar informacidn sobre los taninos que pueden ser extraidos al
vino durante el proceso de maceracion, lo cual puede ser importante desde un punto
de vista cualitativo. Los estudios de Mercurio et al. (2010) y Kassadra y Kennedy (2011)
han mostrado como el precio que puede llegar a alcanzar un vino estd muy
relacionado con la cantidad de compuestos fendlicos, especialmente taninos,

presentes en los vinos.

IV.1.1 LOCALIZACION DE PROANTOCIANIDINAS EN LAS UVAS

Durante la vinificacién en tinto, la maceracion es la etapa durante la cual tiene
lugar la extracciéon de los compuestos fendlicos desde las partes sdélidas de la uva al
mosto-vino. En la dindmica de esta transferencia juega un papel muy importante la

localizacion celular de estos compuestos en la baya.

Los taninos estan presentes, tanto en variedades tintas como en variedades
blancas, en el hollejo, en la semilla y en la pulpa. Los taninos presentes en los hollejos
pueden ser clasificados en tres categorias en funcion de su localizacion (Amrani Joutei

et al., 1994) (Figuras IV.1y IV.2):

a) Taninos de las vacuolas, que estdn 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 accion de ultrasonidos.

¢) Taninos integrados en la pared celulopectidica.
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Figura IV.1 Localizacién de los taninos en la baya (Saint - Cricq et al., 1999).

a) Pieles
O
taninos libres ™5, O membrana vacuoclar
O
o ‘\ taninos ligados a la membrana
b) Pepitas

-¢— cuticula

<4— epidermis (*)

44— envoltura externa (*)
" envoltura media (*)
< albumen

(*) presencia de taninos (reaccion al FeCly)

- J

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

trihidroxiladas (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, fundamentalmente las
localizadas en la epidermis del hollejo, mientras que otras contienen pequeiias

cantidades e incluso ninguna (Glories y Saucier, 2000).
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Figura IV.2 Localizacidn de taninos en las vacuolas de las células de la piel.
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En las semillas, los taninos ocupan una posicion de defensa del embridn,
estando presentes en la epidermis, la parte media del tegumento externo y la capa
interna del tegumento interno (Cadot et al., 2006a) (Figura 1V.3). Los flavan-3-oles
mondémeros estan concentrados en el tegumento externo, por tanto, estos
compuestos son mas facilmente extraidos durante el proceso de elaboracion del vino.
Cadot et al. (2006a) indicaron que la zona que se encuentra entre la cuticula y las
capas internas lignificadas es, tal vez, la mas importante en cuanto a la concentracién
de polifenoles, ya que ella contiene la mayor parte de compuestos solubles. La
presencia del tegumento medio, el cual es impermeable y muy duro, podria impedir la
extractabilidad de los compuestos fendlicos del tegumento interno durante el proceso
de elaboraciéon del vino. Estos mismos autores no detectaron proantocianidinas en el
endosperma. Esta observacién estd en desacuerdo con Thorngate y Singleton (1994),
guienes encontraron flavan-3-oles en el endosperma aunque en cantidades mas bajas

qgue aquellas encontradas en la cubierta externa blanda de las semillas. La presencia de
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estos compuestos en el endosperma podria ser atribuida simplemente a la

contaminacion de éste con material de la cubierta de las semillas.

Figura IV.3 Seccion longitudinal de una semilla (Cadot et al., 2006a).

Abreviaciones. Cuticula (Cu), epidermis (Ep), tegumento externo (TE), tegumento interno (TI),
tegumento medio (TM), endosperma (En), Karina (Ka), Rafe (R), Fosetas (Fo)

Los taninos de las semillas se encuentran en estado libre y también
esterificados con el acido galico. Geny et al. (2003) observaron que la concentracion,
grado medio de polimerizacidn y proporcidn de epicatequina-3-O-galato de los taninos
en las pepitas era mas alta en aquellos localizados en las paredes de las células, que en
las partes mads internas de las mismas, siendo ademas esta diferencia mas grande

cuando las pepitas han madurado.

IV.1.2 SINTESIS DE PROANTOCIANIDINAS

La biosintesis de los taninos o proantocianidinas es parte de la ruta de los
flavonoides que también produce antocianos y flavonoles. La genética y bioquimica de

esta ruta ha sido caracterizada en varias plantas (Shirley et al., 1992; Holton y Cornish,
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1995; Boss et al., 1996; Winkel-Shirley, 2001). La sintesis de proantocianidinas y

antocianos comparten etapas en comun (Figura 1V.4), conduciendo a la sintesis de los

flavan-3,4-dioles (tales como las leucocianidinas), las cuales son precursores de la

sintesis de antocianos y de las unidades de extensiéon de las proantocianidinas

(Stafford, 1990). Se cree que la sintesis de las proantocianidinas ocurre por adicidon de

un intermediario derivado de un flavan-3,4-diol (tal como la leucoantocianidina) a una

unidad de flavan-3-ol terminal (tal como la catequina o epicatequina) con una adicién

secuencial de unidades de extensiéon como se muestra en la figura. Segun este modelo,

para la produccién de proantocianidinas de alto grado de polimerizacion se requiere

una mayor transformaciéon de flavan-3,4-dioles en unidades de extensién, que de

flavan-3-oles en unidades terminales (Haslam, 1998).

Figura IV.4 Biosintesis de procianidinas en la uva (Bog et al., 2006 y 2007).
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La biosintesis de los flavan-3-oles ha sido considerada tradicionalmente como
un producto del enzima leucoantocianidina reductasa (LAR), que convierte a la
leucoantocianidina en catequina y su posterior transformacion en epicatequina por la
accion de una epimerasa (Stafford, 1990). La actividad de la enzima LAR ha sido
encontrada en varias plantas, estando correlacionada con la acumulacién de
proantocianidinas (Stafford, 1990; Joseph et al., 1998; Marles et al., 2003). Hasta afos
después no se encontré un enzima (ANR, antocianidina reductasa) capaz de convertir
las antocianidinas a (-)-epicatequina (Xie et al., 2003). De esta forma, la alteracién en la
estereoquimica se realiza a través de un intermediario aquiral (antocianidina) y no por
la accion de una epimerasa, como se habia propuesto antes. De esta forma, ANS
(antocianidina sintetasa) no solo es un enzima relacionado con la sintesis de

antocianos sino también de los flavan-3-oles y las proantocianidinas

Los trabajos de Bogs et al. (2005, 2006 y 2007) en uva han demostrado que las
enzimas LAR y ANR pueden producir los flavanoles mondmeros requeridos para la
formacion de proantocianidinas, siendo responsables de la regulacién de los procesos
de acumulacién y composicion de las mismas durante el desarrollo de la baya. Lo que
todavia no es totalmente conocido, a fecha de hoy, es la forma de sintesis de los
polimeros o proantocianidinas. Hay teorias que defienden que es simplemente una

reaccién quimica y otros defienden que es una reaccién catalizada enzimaticamente.

IV.1.3 EVOLUCION DE LAS PROANTOCIANIDINAS DURANTE EL PROCESO
DE MADURACION

En general, se ha considerado tradicionalmente que los taninos de las pepitas,
con un bajo grado de polimerizacidon y alto de galoilacidn, presentan sensaciones
sensoriales de notable acidez y astringencia, mientras que los taninos de los hollejos
presentan estructuras complejas, con altos grados de polimerizacién que varian poco
durante la maduracion, comunican sensaciones muy apreciadas de tipo mds suaves,

carnosas y grasas (Ribéreau-Gayon y Glories, 1980). Por ello es importante conocer
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como evolucionan estos compuestos, tanto en el hollejo como en la semilla, durante la

maduracién por su importante implicacion en la calidad final del vino

Las vias de biosintesis de los taninos estan activas ya al inicio del desarrollo de
la uva. La acumulacion de procianidinas en pepitas y hollejos parece ser independiente
y comienza en la etapa del cuajado, alcanzando los niveles mas altos entorno al
envero. Después, durante la maduracién, los contenidos de proantocianidinas en
pepitas y hollejos disminuyen (Downey et al., 2003; Pastor del Rio y Kennedy, 2006).
Ristic e lland (2005) mostraron que el descenso en el contenido de proantocianidinas
en las pepitas va acompanado de cambios de color en las mismas. Kennedy et al.
(2000a,b) han sugerido que estos cambios de color en las semillas son debidas a la
oxidaciéon de taninos durante la maduracion, pero la estructura quimica de los

compuestos resultantes de esta supuesta oxidacidn, todavia no ha sido descrita.

Pero no todos los estudios han encontrado un descenso en el contenido de
taninos durante la maduracion. Asi, algunos autores han encontrado fluctuaciones e
incluso incrementos en estos compuestos (Saint-Cricq de Gaulejac et al.,, 1997;

Harbertson et al., 2002; Delgado et al., 2004; Canals et al., 2005; Bordiga et al., 2011).

Hay varios motivos que podrian explicar las diferencias observadas entre
distintos estudios. Una variable muy importante podria ser la metodologia analitica
utilizada para la extraccion de los taninos, que es diferente entre algunos estudios y
por tanto los datos no serian totalmente comparables. Ademas, esta demostrado que
la variedad, el afio climatoldgico y factores edafoldgicos pueden también jugar un
papel muy importante en las diferencias observadas (Ricardo de Silva et al., 1991,
1992; Katalinic y Males 1997; Chira et al., 2009, 2011; Mattivi et al., 2009; Hernandez-
Jiménez et al., 2009). La composicién y concentracion de estos compuestos pueden
verse afectados por el estado hidrico (Ojeda et al., 2002, Matthews et al., 1988; Roby
et al.,, 2004), nitrégeno disponible (Delgado et al., 2004), exposicion al sol y
temperatura (Downey et al., 2004). De todas formas, es de destacar que se ha
observado que las condiciones edafoclimaticas afectan notablemente a la composicién

de proantocianidinas en las pieles pero no tanto a la de las semillas.
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Entre los factores ambientales, la composicién polifendlica depende en gran
medida del clima (Guiloux et al., 1981). En muchas zonas viticolas, parte de los vifiedos
estdn situados en las laderas de los valles, y las condiciones climaticas son diferentes
de un vifiedo a otro. Por ejemplo, la temperatura y la humedad estan estrictamente
relacionadas con la altitud del vifiedo. A mayor altitud, la temperatura y la humedad
son mas bajas en aquellos que estdn situados, por ejemplo, al lado de rios. La
humedad y la temperatura, entre otros factores, pueden tener una gran influencia en
la acumulacion de antocianinas en las bayas (Darné et al., 1991; Guiloux et al., 1981;
Kliewer et al., 1972), pero parece ser que hay pocos estudios sobre la correlacién entre

los taninos y la humedad y temperatura del vifiedo.

IV.2 RESULTADOS

IV.2.1 CONTENIDO Y COMPOSICION DE PROANTOCIANIDINAS DE UVA DE
LAS VARIEDADES MONASTRELL, CABERNET SAUVIGON Y SYRAH EN EL
MOMENTO DE VENDIMIA

En las tablas IV.1, IV.2 y IV.3 se puede observar las caracteristicas fisico-
guimicas de la uva, asi como el contenido y composicidén de las proantocianidinas en el
hollejo y semillas de la uva de las tres variedades en el momento de vendimia en la

campafia 2009 y 2010.

Las uvas del la campafia del 2009 fueron vendimiadas con un contenido de
azucar bastante similar (Tabla IV.1), aunque se pueden observar algunas diferencias en
cuanto a su acidez, siendo Syrah la variedad que presenté un mayor valor, debido
principalmente a un mayor contenido de acido malico. Respecto al pH, las tres

variedades presentaron valores muy similares.
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Tabla IV.1 Caracteristicas fisico-quimicas de las uvas en el momento de la vendimia en 2009 y 2010.

Monsatrell CabernetS. Syrah Monsatrell CabernetS. Syrah

2009 2010
2Brix 28,2 a 28,2a 29,0a 239a 24,7 a 246a
Acidez Total (g/L) 4,2 a 4,53 5,6b 3,1a 3,4b 4,1c
pH 3,6a 3,8b 3,9b 3,7a 3,8b 3,7a
Ac. Tartarico (g/L) 5,3a 5,3a 5,4 a 4,2 a 52b 5,1b
Ac. Malico (g/L) 09a 2,5b 4,1c 0,9a 1,1b 2,1c

Letras diferentes en una misma fila y para cada vendimia indica diferencias estadisticamente
significativas (P<0,05).

Las uvas de la campafia 2010 fueron también vendimiadas con un contenido de
azucar bastante similar entre las tres variedades, pero con un valor inferior respecto a
aquellas de la campafia anterior. Los valores de acidez observados son también
inferiores respecto a las uvas del 2009, encontrandose ademas diferencias
significativas entre las tres variedades. Esta menor acidez es debida a un menor
contenido de los acidos malico y tartarico, aunque estos predominan en Cabernet
Sauvignon y Syrah, dando por tanto valores de acidez mayores respecto a Monastrell.

Los valores de pH son bastante similares a los de la campafa anterior.

IV.2.1.1 PROANTOCIANIDINAS DEL HOLLEJO DE LA UVA

La Tabla IV.2 muestra la concentracion de proantocianidinas en los hollejos de
las tres variedades los dos afios de estudio. En la campafa 2009, la variedad Syrah
muestra la concentracion mas baja de estos compuestos, expresada en ug/g de hollejo
y por mg/kg de bayas; en cambio, Monastrell presenta los valores mas altos (duplican
a los de Syrah) mientras que Cabernet Sauvignon presenta valores intermedios. En la
campana 2010, la concentracion de estos compuestos se incrementa para las
variedades Syrah y Cabernet Sauvignon, siendo dicho incremento del doble para esta

ultima variedad. En cambio para las uvas de Monastrell, la concentracién de taninos en
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los hollejos es inferior respecto a la obtenida en la campana anterior.

Tabla IV.2 Concentracion y composicion de proantocianidinas en los hollejos de la uva en la campania

2009y 2010.
Monastrell CabernetS. Syrah Monastrell CabernetS. Syrah
2009 2010

Taninos pg/g 7746,6 c 5299,6 b 3443,8 a 6051,9 b 10406,2 c 4947,3 a
Taninos pg/baya 1386,5 ¢ 706,5b 414,4 a 823,0 ab 1057,2 b 605,2 a
Taninos mg/Kg 720,8 b 667,8 b 282,0a 667,1a 1329,1b 547,7 a
GPm 14,1b 26,6 c 8,5a 16,5a 21,6 b 16,3 a
%Galoilacion 1,4a 1,6a 6,6 b 2,4b 1,1a 2,5b
%Cat-term 4,1a 3,6a 9,4b 3,6b 2,6a 43c
%Ecat-term 2,3b 0,0a 2,5b 2,4Db 2,0ab 1,7a
%Cat-ext 1,0b 1,6c 0,0a 1,6a 1,5a 1,4a
%Ecat-ext 63,7 c 43,8 a 58,5b 55,2 ¢ 40,4 a 496 b
%Egcat-ext 27,5a 494 b 23,0a 349a 52,5¢ 40,5b
%Ecatg-ext 1,4a 1,6a 6,6 b 2,3b 0,9a 2,3b

Abreviaciones. GPm, grado medio de polimerizacidn; Cat-term, (+)-catequina terminal; Ecat-term, (-)-
epicatequina terminal; Cat-ext, (+)-catequina de extensidn; Ecat-ext, (-)-epicatequina de extension;
Egcat-ext, (-)-epigalatocatequina de extensidn; Ecatg-ext, (-)-epicatequinagalato de extension. Letras
diferentes en una misma fila y para cada vendimia indica diferencias estadisticamente significativas
(P<0,05).

Los resultados obtenidos para Syrah son muy similares a los medidos por
Hernandez-Jiménez et al. (2009) para uvas cultivadas en el misma area, aunque para
Monastrell encontraron concentraciones mads altas que las obtenidas en esta
experiencia. Los valores encontrados en Cabernet S. son mas bajos que los descritos
por Cosme et al. (2009). Se sabe que el afio climatoldgico y la localizacion del vifiedo

tienen un gran efecto sobre la concentracién de taninos en los hollejos.

También se encontraron diferencias en el GPm entre las variedades del 2009,
siendo Cabernet S. la que presentaba los valores mas altos. En la vendimia del 2010, el
valor de este parametro se incrementa ligeramente para las proantocianidinas de
Monastrell, se duplica para aquellas de Syrah, y disminuye para Cabernet S., aunque
ésta sigue presentando las proantocianidinas mas polimerizadas. De todas formas, los
valores obtenidos en este estudio, tanto para Syrah como para Cabernet S., son mas

bajos que los determinados por otros autores. Asi, por ejemplo, Cosme et al. (2009)
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encontraron un GPm de 27 para hollejos de Syrah y de 41,7 para Cabernet S. y Bogs et
al. (2005) entre 25-40 para Syrah.

En el caso del porcentaje de galoilacion, en la campafa 2009 no se observan
diferencias entre Monastrell y Cabernet S., presentando Syrah los valores mas altos
(6,6%), mientras que en el 2010 los valores de éste parametro descienden bastante
para Syrah, aproximandose a aquellos encontrados para Monastrell. Souquet et al.
(1996) encontraron que las unidades galoiladas en hollejos de uva se hallaban entre 3-
6% y que eran independientes del GPm, aunque contrariamente a ésto, Hernadndez-
Jiménez et al. (2009) encontraron una correlacion positiva entre el grado medio de

polimerizacién y el porcentaje de galoilacion.

En lo que respecta a la composicién de taninos, tanto en la vendimia 2009 vy
2010, el principal constituyente de las subunidades terminales en los hollejos de las
tres variedades fue la (+)-catequina, resultado observado también por Downey et al.
(2003), no detectandose la (-)-epicatequina-3-0O-galato, coincidiendo asi con Hanlin y

Downey (2009).

En la vendimia de 2009, no se detectd (-)-epicatequina terminal en Cabernet S.
En cambio, el contenido de esta subunidad fue detectada tanto en Monastrell como en
Syrah. La (-)-epicatequina de extension fue la subunidad mas abundante en Monastrell
y Syrah, coincidiendo con los estudios de Kennedy y Jones (2001) y Downey et al.
(2003) y la (-)-epigalocatequina fue la mas abundante en Cabernet S. El nivel de

porcentaje de prodelfidinas es similar al descrito por Cosme et al. (2009).

En la vendimia de 2010 destaca la presencia de (-)-epicatequina terminal en
Cabernet S. (no detectada en el afio anterior) y la presencia de mayores porcentajes de
la (-)-epigalocatequina, sobre todo para Syrah, donde éstos practicamente se duplican.
El mayor contenido de prodelfinidinas en las uvas de este afo podria dar lugar a vinos

con mejores sensaciones en boca que aquellos elaborados con las uvas de 2009.
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IV.2.1.2 PROANTOCIANIDINAS EN SEMILLA DE LA UVA

Las semillas presentaron mayor cantidad de proantocianidinas que los hollejos

como se puede observar en la tabla IV.3.

Tabla IV.3 Concentracion y composicion de proantocianidinas en semillas de la uva en la campafia 2009
y 2010.

Monastrell CabernetS. Syrah Monastrell CabernetS.
2009 2010

Taninos mg/g 38,1a 35,7 a 32,6a 31,1b 24,9 ab 22,0a
Taninos g/baya 3,0b 2,2a 3,0b 1,8b 1,3a 1,8b
Taninos mg/Kg 1562,4 a 2105,2 b 2011,9b 1464,3 a 1690,7 a 1644,9 a
GPm 6,8b 6,1 ab 55a 7,6b 6,0a 6,1a
%Galoilacion 15,2 b 12,4 a 17,5¢ 17,4c 14,3 a 156 b
%Cat-term 6,0a 6,4a 6,1a 49a 6,9b 6,5b
%Ecat-term 58a 7,0b 7,1b 4,6a 6,3¢C 56b
%Ecatg-term 3,1a 3,1a 50b 0 0 0
%Cat-ext 10,0 b 6,3a 6,5a 7,6b 6,0 a 7,3b
%Ecat-ext 63,1a 67,8b 62,8 a 65,5a 66,5 a 65,0a
%Ecatg-ext 12,1b 9,3a 12,5b 13,7 b 10,7 a 11,3 a

Abreviaciones. GPm, grado medio de polimerizacidn; Cat-term, (+)-catequina terminal; Ecat-term, (-)-
epicatequina terminal; Cat-ext, (+)-catequina de extensidn; Ecat-ext, (-)-epicatequina de extensidn;
Ecatg-ext, (-)-epicatequinagalato de extension. Letras diferentes en una misma fila y para cada vendimia
indica diferencias estadisticamente significativas (P<0,05).

En la vendimia 2009, cuando los valores fueron expresados en mg/g de semilla,
las cantidades encontradas fueron muy similares para las tres variedades, en un rango
entre 32,6 mg/g para Syrah y 38,1 mg/g para Monastrell. Sin embargo, cuando los
valores se expresan en mg/kg de baya fresca, Cabernet S. y Syrah presentan valores
similares y superiores a los de Monastrell. En la vendimia 2010, la concentracién de
proantocianidinas fue inferior a la campafia anterior, encontrdndose diferencias
significativas entre Monastrell y Syrah cuando dicha concentracion fue expresada en
mg/g de semilla y valores similares entre las tres variedades cuando ésta fue
expresada en mg/kg de baya. Hernandez-Jiménez et al. (2009) también encontraron
diferencias entre las proantocianidinas de Syrah y Monastrell cuando estas fueron

expresadas como mg/g de semilla, aunque en este caso, Syrah mostraba valores
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superiores a Monastrell. Los estudios de Harbeston et al. (2002) con Syrah obtuvieron
valores de 1,4 mg/baya en pepitas, mientras que Ristic et al. (2007) obtuvieron valores
entre 1,61-1,93 mg/baya para esta misma variedad. En cambio, Cosme et al. (2009)
encontraron valores de procianidinas en las semillas de Cabernet S. muy altos (90,3

mg/g).

Con respecto a la composicién de las proantocianidianas, una de las mayores
diferencias que hay respecto a los hollejos es la ausencia de unidades de (-)-
epigalocatequina y el alto porcentaje de galoilacién. En la vendimia de 2009,
Monastrell presenté el mayor grado de polimerizacidén de las procianidinas, mientras
Syrah mostré el mas bajo, pero con un mayor porcentaje de galoilacién. En la vendimia
de 2010, los valores de GPm son bastantes similares a la campafia anterior, mientras el
porcentaje de galoilacién se incrementa para las proantocianidinas de Monastrell y
Cabernet S. y disminuye para aquellas de Syrah, mostrando ademas Monastrell los
valores mas altos. Los valores de GPm y de galoilacion estan en los rangos obtenidos
por Prieur et al. (1994), quienes encontraron valores de 13-29% para la galoilaciéon y de

2,3-15,1 para GPm.

El andlisis de la composicion de las unidades terminales de las
proantocianidinas de las uvas vendimiadas en el 2009 mostré que (+)-catequina y (-)-
epicatequina fueron las unidades predominantes, presentando Cabernet S. y Syrah los
valores mas altos en el porcentaje de (-)-epicatequina y Syrah en los de (-)-
epicatequina-3-0O-galato. En el caso de las unidades de extension la (-)-epicatequina
fue la unidad predominante en las tres variedades, observandose los valores mas altos
en Cabernet Sauvignon. Monastrell presenté el mayor porcentaje de (+)-catequina y
epicatequina-3-0-galato junto con Syrah. En el caso de la composicion de las uvas
vendimiadas en el 2010 no hay grandes diferencias respecto a aquellas de la campaiia
anterior. Mattivi et al. (2009) encontraron en las semillas de diferentes variedades
contenidos de (+)-catequina y (-)-epicatequina superiores a los de este estudio, la
variedad Syrah presentando un 76,1% de (-)-epicatequina, sin embargo Cabernet S. tan
solo un 55,4% a diferencia de los 67,8% encontrados en nuestro caso. Downey et al.

(2003) encontraron en las semillas de Syrah que la (-)-epicatequina constituia un 65%
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de las unidades de extension, valores muy similares a los nuestros y ligeramente
inferiores para la variedad de Cabernet S. y un 25% en el caso de la (-)-epicatequina-3-

O-galato, valores superiores a los obtenidos por nuestros.

IV.2.2 EVOLUCION DEL CONTENIDO Y COMPOSICION DE LAS
PROANTOCIANIDINAS DURANTE LA MADURACION DE UVA

En los graficos IV.1-IV.5 y IV.6-IV.9 se puede observar la evolucion de las
caracteristicas fisico-quimicas, asi como del contenido y composicién de las
proantocianidinas en el hollejo y semillas de la uva durante la maduracién de las

variedades Monastrell, Cabernet Sauvignon y Syrah en la campafia 2010.

Los graficos IV.1 y IV.2 muestran la evolucién del peso de la baya y sélidos

solubles de las tres variedades durante el periodo de maduracién de la uva.

Grafico IV.1 Evolucion del peso de 100 bayas durante el periodo de maduracién en las tres variedades.

140 +
. 120~
20
@
> 100 A
©
o
o
S 80
[J]
°
o
7] 60 -
g —@— Monastrell
—— Cabernet Sauvignon
40 - —&— Syrah
20 - T T T T T T T T T T T T
Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q S
N Y N N N > > N N N N N
A S S A S MU S S S S M

70



Capitulo IV. Proantocianidinas en la uva

Los muestreos se iniciaron a principios de julio y el envero ocurrié sobre el 20
de julio para las uvas de la variedad Cabernet Sauvignon y Syrah y el 7 de agosto para
las de Monastrell. El periodo mas corto de maduracion se observd para la variedad
Syrah, cuyas uvas fueron cosechadas 21 dias antes que Monastrell y 15 dias antes que
Cabernet Sauvignon. Las bayas mas grandes fueron encontradas en uvas de la variedad

Monastrell, y las mas pequefias en Cabernet Sauvignon.

En el caso del contenido de sélidos solubles expresado en 2Brix, la evolucidon es
bastante similar para las tres variedades y fueron cosechadas con el mismo valor de

estos compuestos.

Grafico IV.2 Evolucion de los sélidos solubles durante el periodo de maduracién en las tres variedades.
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IV.2.2.1 EVOLUCION DEL CONTENIDO Y COMPOSICION DE PROANTOCIANIDINAS EN
EL HOLLEJO DE LA UVA DURANTE LA MADURACION

Los graficos IV.3-1V.5 muestran la evolucidn del contenido de proantocianidinas
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y composicidn de las mismas en hollejos de uva de las variedades Monastrell, Cabernet

Sauvignon y Syrah durante la maduracion.

1V.2.2.1.1 Proantocianidinas totales

La concentracion de proantocinidinas (Grafico IV.3) fue maxima para las tres
variedades en los primeros muestreos (antes del envero), siendo alcanzada primero
por Syrah, seguida de Monastrell y Cabernet Sauvignon y después desciende con el

avance de la maduracion.

Grafico IV.3 Evolucion del contenido de proantocianidinas del hollejo durante el periodo de maduracion
en las tres variedades.
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Otros autores también han encontrado que la mayor parte de la sintesis de
taninos tiene lugar inmediatamente después de la fructificacién y ésta es mdaxima
varias semanas antes del envero. Normalmente, también se observa una segunda fase
de acumulacién de taninos justo antes del envero, momento en que se alcanzan las
maximas concentraciones de estos compuestos (Downey et al.,, 2003). Bogs et al.

(2005) demostraron que los genes mas relacionados con la sintesis de taninos no eran
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ya detectados a partir del momento del envero. Esto puede explicar en parte por qué
los taninos no se acumulan durante la maduracién (después del envero) pero no
explica completamente el descenso observado en nuestro estudio. Otros autores han
atribuido el descenso en los niveles de taninos después del envero bien a un proceso
de extraccion menos eficiente conforme avanza la maduracién de la uva o a una
degradacion de los mismos. Ya que no se ha podido demostrar ningin proceso
catabdlico de degradacidn de los taninos en la uva, la hipétesis de la disminucién de la
extractabilidad es mds pausible. Esa disminucidon de la extractabilidad podria ser
debida a una conjugacién de taninos con otros componentes celulares (Downey et al.,
2003), una polimerizacién simultanea de taninos cerca de las paredes celulares (Gagne
et al., 2006) o a un proceso oxidativo de los taninos poliméricos (Kennedy et al., 2000b;

Cadot et al., 2006b).

Aunque los valores de taninos maximos alcanzados por estas tres variedades
fueron bastantes similares, al final del proceso de maduracién fue Cabernet Sauvignon
la que mostré el mayor contenido de estos compuestos, seguida de Monastrell y

Syrah.

IV.2.2.1.2 Composicidn de las proantocianidinas

El GPm de las proantocianidinas (Grafico IV.4) se incrementa de forma
importante durante los primeros muestreos para Monastrell y sobre todo, para
Cabernet Sauvignon, para después mantenerse constante, como es el caso de
Monastrell, o descender en el caso de Cabernet Sauvignon durante la segunda
quincena de agosto para volver a incrementar después, hasta el momento de
vendimia. En cambio, para Syrah, las proantocianidinas van incrementando

ligeramente su tamafio durante todo el periodo estudiado.

Las proantocianidinas de Cabernet Sauvignon son las mas polimerizadas desde
el inicio del estudio hasta el momento de vendimia, mientras que no se observan

diferencias en los valores de GPm de aquellas presentes en Monastrell y Syrah.

Bindon y Kennedy (2011) no observaron grandes cambios en los valores de
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GPm en uvas de Cabernet Sauvignon durante la maduracion y el valor final obtenido
fue de 28, un poco mas alto al encontrado en este estudio. Por el contrario, Bordiga et
al. (2011) observaron un aumento significativo del GPm de las proantocianidinas en
uvas de Cabernet Sauvignon a lo largo de la maduracion salvo en el Ultimo muestreo

donde el GPm descendio.

Grafico IV.4 Evolucion del grado medio de polimerizacidn de las proantocianidinas del hollejo durante el
periodo de maduracidn en las tres variedades.
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El grafico IV.5 muestra la evolucién de la composicion de los taninos del hollejo
de las tres variedades durante el periodo de maduracion. Respecto a las unidades
terminales, la (+)-catequina fue la subunidad mas abundante, seguida de la (-)-
epicatequina, sin embargo, (-)-epicatequina-3-0-galato presentd cantidades muy bajas
en todo el periodo de maduracidn. Las subunidades de extensidén presentaron valores
mas elevados que las terminales, destacando la (-)-epigalocatequina como la
subunidad mas importante en Cabernet Sauvignon y Syrah y la (-)-epicatequina en
Monastrell. La (+)-catequina y la (-)-epicatequina-3-O-galato presentaron valores
inferiores en las tres variedades, aunque ésta ultima predomind sobre (+)-catequina en

Syrah y Monastrell.
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Grafico IV.5 Evoluciéon de la composicion de las proantocianidinas del hollejo de la uva durante el
periodo de maduracién en las tres variedades. Abreviaciones. Cat-term, (+)-catequina terminal; Ecat-
term, (-)-epicatequina terminal; Ecatg-ext, (-)-epicatequinagalato terminal; Cat-ext, (+)-catequina de
extension; Ecat-ext, (-)-epicatequina de extensidn; Egcat-ext, (-)-epigalatocatequina de extensidn; Ecatg-
ext, (-)-epicatequinagalato de extensién.
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IV.2.2.2 EVOLUCION DEL CONTENIDO Y COMPOSICION DE PROANTOCIANIDINAS EN
SEMILLAS DE UVA DURANTE LA MADURACION

Los graficos IV.6-1V.9 muestran la evolucion del contenido de proantocianidinas
y composicién de las mismas en semillas de las variedades Monastrell, Cabernet

Sauvignon y Syrah durante la maduracién.

1V.2.2.2.1 Proantocianidinas totales

La evolucidn de los taninos poliméricos para las tres variedades alcanzé un

maximo en el envero y después decrecio con el avance de la maduracién (Gréfico IV.6).

Grafico IV.6 Evolucion de proantocianidinas poliméricas de las semillas durante el periodo de
maduracidn en las tres variedades.
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Esta disminucion también fue observada por Liu et al. (2010) para Cabernet
Sauvignon. Estos resultados son similares a aquellos obtenidos para las

proantocianidinas extraidas del hollejo, justificdndose este comportamiento de forma
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similar.

En el momento de vendimia, las variedades Monastrell y Syrah presentaron la
mayor concentracion de taninos poliméricos extraidos de las semillas. Las cantidades
encontradas durante la maduracion expresadas como mg/baya coinciden con las
obtenidas con uvas de estas mismas variedades en la campana de 2009. Las diferencias
observadas pueden ser debidas a factores tales como la localizacién del vifiedo, el afio
de vendimia o a la variedad, teniendo todos ellos un efecto sobre el contenido final de

taninos (Cortell et al., 2005; Chira et al., 2009; Hanlin y Downey, 2009).

IV.2.2.2.2 Composicidn de las proantocianidinas

El GPm de las proantocianidinas (Grafico IV.7) no sufrié grandes cambios

durante el periodo de maduracién.

Grafico IV.7 Evolucidon del grado medio de polimerizacion de las proantocianidinas de las semillas
durante el periodo de maduracién en las tres variedades.
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De forma similar, Downey et al. (2003) también encontraron que el GPm
permanecia constante durante la maduracién en Syrah, con un valor entorno a 5,
similar al valor reportado por Chira et al. (2009). En este estudio, se observa un
descenso en los valores de GPm de 7,5 a 6 para las variedades Cabernet Sauvignon y
Syrah, mientras que para Monastrell, aunque hay fluctuaciones en GPm durante la
maduracién, éste mostrd casi el mismo valor en los primeros y ultimos muestreos
(entorno a 8). Chira et al. (2011) también encontraron que Monastrell tenia las
proantocianidinas mas polimerizadas de todas las variedades mediterraneas que ellos

estudiaron.

Respecto a la composicién de las proantocianidinas, los gréaficos IV.8 y IV.9
muestran la concentracion de cada una de las subunidades terminales y de extension,
asi como el contenido de mondmeros para las tres variedades. En el caso de las
subunidades terminales para uvas de Monastrell (Grafico IV.8), la (-)-epicatequina y la
epicatequina-3-0O-galato se encuentran en mayor concentracién que la (+)-catequina,
especialmente en el envero. Con el avance de la maduracién, las diferencias son
menos pronunciadas y la concentracion de las tres subunidades es muy similar en el

momento de la vendimia.

Los taninos de las semillas de Cabernet Sauvignon presentaron concentraciones
y composiciones muy similares a las de Monastrell, aunque en este caso, desde
principios de septiembre, la (+)-catequina fue la subunidad terminal mayoritaria.
Resultados muy parecidos son también encontrados para semillas de Syrah,

destacando una alta concentracion de (-)-epicatequina-3-0-galato cerca del envero.

Con respecto a las subunidades de extensidn (Grafico 1V.8), la (-)-epicatequina
mostrd la mayor concentracion en las tres variedades, triplicando casi los valores de
las otras unidades. (+)-Catequina presentd los valores mads bajos. Estos resultados son
similares a los encontrados en otros estudios (Downey et al., 2003; Obreque-Slier et

al., 2010).
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Grafico IV.8 Evolucion de la composicion de las proantocianidinas de las semillas de la uva durante el
periodo de maduracién para las tres variedades. Abreviaciones. Cat-term, (+)-catequina terminal; Ecat-
term, (-)-epicatequina terminal; Ecatg-ext, (-)-epicatequinagalato terminal; Cat-ext, (+)-catequina de
extensioén; Ecat-ext, (-)-epicatequina de extension; Ecatg-ext, (-)-epicatequinagalato de extensidn.
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El grafico IV.9 muestra la composicion y concentracién de los flavanoles

mondmeros en las semillas de las tres variedades.

Grafico IV.9 Evolucién de la concentracion de diferentes flavanoles monoméricos durante el periodo de
maduracidn en las tres variedades.
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Las concentraciones mas altas de estos compuestos son observadas para las
uvas de Cabernet Sauvignon y Syrah cerca del envero, aunque, estas mismas
variedades mostraron una disminucidon considerable desde mediados de agosto,
terminando con concentraciones muy similares a las observadas en uvas de
Monastrell. Esta rapida disminucion en el contenido de mondmeros fue también
observada por Cadot et al. (2006b). Al comienzo de la maduracién, (+)-catequina
parece dominar los perfiles, pero al final del proceso, la (-)-epicatequina presenta
concentraciones similares, mientras que (-)-epicatequina-3-O-galato es detectada en

concentraciones muy bajas.

Estos resultados son muy similares a los de otros estudios donde se utilizé la
misma metodologia, es decir, los taninos de las semillas alcanzan un maximo en el
momento del envero y desciende con el avance de la maduracion, mientras que los

valores de GPm sélo varian ligeramente.

IV.2.2.3 EFECTO DE LA ALTITUD EN EL CONTENIDO Y COMPOSICION DE
PROANTOCIANIDINAS DURANTE LA MADURACION DE LA UVA DE LA VARIEDAD
MONSTRELL

En los graficos IV.10-1V.19 se puede observar la evolucidn de las caracteristicas
fisico-quimicas de la uva, asi como del contenido y composicion de las
proantocianidinas en el hollejo y semillas durante el periodo de maduraciéon de uva de
la variedad Monastrell cultivada en tres zonas de la D.O. de Bullas que se diferencian

fundamentalmente por su altitud.

Los gréficos IV.10 y IV.11 muestran la evolucién del peso de la baya y sélidos
solubles de uva Monastrell en las tres zonas a diferente altitud durante el periodo de

maduracion.
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Grafico IV.10 Evolucion del peso de 100 bayas durante la maduracion de uva Monastrell cultivada a
diferente altitud.
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Los muestreos se iniciaron la segunda quincena de julio y acabaron para la zona
1y 2 aprimeros de septiembre y para la zona 3 a finales de octubre. El envero ocurrio
sobre el 2 de agosto para la uva de las zonas 1y 2 y 20 dias mas tarde para la uva de la
zona 3. Se observa claramente que el ciclo de maduracién para las uvas de las zonas 1
y 2 es bastante similar y mas corto que para aquellas de la zona 3. Esto implica que
para una misma fecha de vendimia, las uvas de las zonas 1 y 2 muestran una mayor
madurez de la pulpa (mayor contenido de azlcares) y mayor tamafio de la baya que las
observadas en las uvas de la 3. Mateus et al. (2001), en un estudio similar, encontraron
que el ritmo de acumulacién de los azlcares en la uva ademas de depender de la

altitud, también dependia de la variedad.

Hay que destacar que las uvas de la zona 1 presentan un tamano de la baya
ligeramente superior respecto a las uvas de la zona 2 durante todo el proceso de
maduracién, presentando un contenido de azucares ligeramente inferior al final del
estudio. Las uvas de la zona 3 alcanzaron al final del estudio un valor de 2Brix y tamafio

de la baya bastante similar al mostrado por aquellas uvas de la zona 2.
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Grafico IV.11 Evolucion de los sélidos solubles durante la maduracion de uva Monastrell cultivada a
diferente altitud.
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IV.2.2.3.1 Proantocianidinas totales en el hollejo

Los resultados se muestran en el Grafico IV. 12. Se observan grandes
diferencias en el contenido de proantocianidinas del hollejo de la uva en las tres zonas
durante los muestreos realizados en el mes de julio, aunque estas diferencias
disminuyen con el avance del proceso de maduracién, sobre todo, en el caso de las

proantocianidinas de las uvas de las zonas 1y 2.

Los valores de proantocianidinas descienden durante todo el proceso de
maduracién para las uvas de las tres zonas, siendo el descenso mds acusado desde el

inicio de los muestreos hasta mitad de agosto.

En el momento del envero, 2 de agosto para la uva de las zonas 1y 2 y 22 de
agosto para la uva de la zona 3, no se observan diferencias en los valores de
proantocinaidinas de la uva de las tres zonas. Pero al final del estudio, las uvas de las
zonas 1y 2 muestran valores similares de proantocianidinas, mientras que en la uva de

la zona 3 la concentracidn de estos compuestos es inferior.

83



Capitulo IV. Proantocianidinas en la uva

Grafico IV.12 Evolucién del contenido de proantocianidinas del hollejo durante el periodo de
maduracion de uva Monastrell cultivada a diferente altitud.
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Mateus et al. (2001) también observaron un descenso, con ciertas
fluctuaciones, en los valores de proantocianidinas del hollejo desde el envero hasta
vendimia, encontrando ademas en los ultimos muestreos valores de proantocianidinas
mayores en la uva cultivada a menor altitud. Estos resultados ponen de manifiesto que
la altitud tiene un efecto sobre las proantocianidinas contrario a aquel observado para
los antocianos, cuya concentraciéon se ve incrementada al aumentar la misma (Mateus

et al., 1999).

Hay que destacar que en estas uvas de Monastrell cultivadas en tres zonas
diferentes de Bullas, a diferencia de aquella cultivada en Jumilla, no se observa una

segunda fase de acumulacién de proantocianidinas antes del envero.

IV.2.2.3.2 Composicidn de las proantocianidinas del hollejo

En cuanto al GPm de las proantocianidinas del hollejo, este en general se
incrementa a lo largo del proceso de maduracion, observdandose solamente ligeras

diferencias entre las uvas de las tres zonas.
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Grafico V.13 Evolucién del grado medio de polimerizacidn de las proantocianidinas del hollejo durante
el periodo de maduracion de uva Monastrell cultivada a diferente altitud.
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Inicialmente, el valor de GPm mas bajo es mostrado por las proantocianidinas
de la uva de la zona 2, no observandose diferencias entre aquel mostrado por las
proantocianidinas de las uvas de las zonas 1 y 3 (entre las cuales hay mayor diferencia
de altitud). Al final del estudio, los valores de GPm mas altos son encontrados en las
proantocianidinas de las uvas de la zona 3, seguidas de aquellas de las zonas 2 y 1.
También se observa que el estado de polimerizacién de las proantocianidinas de las
uvas cultivadas en Bullas es menor que el encontrado en las proantocianidinas de la

uva de Jumilla.

En lo que respecta al porcentaje de galoilacion (Grafico IV.14), este pardametro
sufre ligeras oscilaciones en sus valores durante el proceso de maduracién, aunque los
valores obtenidos al final del estudio son bastantes similares a aquellos obtenidos al

inicio del mismo.
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Grafico 1V.14 Evolucién del porcentaje de galoilacion de las proantocianidinas del hollejo durante el
periodo de maduracion de uva Monastrell cultivada a diferente altitud.
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Hay que destacar que las proantocianidinas del hollejo de la uva de la zona 1
muestra los valores mas bajos del porcentaje de galoilacién durante todo el proceso de
maduracién, en cambio aquellas de la uva de las zonas 2 y 3 son mas galoiladas, y

ademas, no se observan diferencias en su porcentaje de galoilacion.

El grafico IV.15 muestra la composicion de las proantocianidinas del hollejo de

la uva en las tres zonas durante el proceso de maduracion.

Respecto a las unidades terminales, la (+)-catequina y la (-)-epicatequina fueron
las que presentaron los valores mas altos para las tres zonas, sin embargo, la (-)-
epicatequina-3-O-galato mostré valores muy bajos y solo estuvo presente en los
primeros muestreos realizados durante el proceso de maduracién. Hay que destacar
que los valores de (-)-epicatequina terminal predominan sobre los de (+)-catequina en
los primeros muestreos realizados en la uva de la zona 1, en el primero y el Ultimo de
la zona 3y en el Ultimo de la zona 2. Ademas, los valores de subunidades terminales en
los primeros muestreos en la zona 1 son mucho mas bajos que en la zona 2 y 3, siendo

en estos ultimos mas préximos.
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Grafico IV.15 Evolucién de la concentracién de las unidades terminales y de extensién de las
proantocianidinas del hollejo de uva Monastrell cultivada a diferente altitud. Abreviaciones. Cat-term,
(+)-catequina terminal; Ecat-term, (-)-epicatequina terminal; Ecatg-ext, (-)-epicatequinagalato terminal;

Cat-ext,
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En las tres zonas, el contenido de las unidades terminales fue decreciendo a

medida que iba avanzando el periodo de maduracion, mostrando al final del estudio

los valores mds bajos de estas unidades las proantocianidinas de la zona 3 (esto se

corresponde con valores mas altos de GPm, como se ha visto anteriormente).

Las subunidades de extensidn presentan valores mucho mas altos que las

terminales, destacando la (-)-epicatequina como la subunidad mas importante. La (+)-

catequina y la (-)-epicatequina-3-O-galato presentaron los valores mas bajos en las
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proantocianidinas de las uvas cultivadas en las tres zonas. En los primeros muestreos,
los valores de subunidades de extension son mucho mayores en las proantocianidinas

de la uva de la zona 3 y menores en aquellas de la zona 1.

Los valores de las subunidades de extension descienden a lo largo del proceso
de maduracién, observandose al final de estudio un contenido mas bajo de éstas en las

proantocianidinas de la uva de la zona 3.

1V.2.2.3.3 Proantocianidinas totales en las semillas

Solamente las proantocianidinas de las semillas de la uva de las zonas 2 y 3
incrementan su concentracién a lo largo de la maduracion, alcanzando valores mas
altos aquellas presentes en la uva de la zona 3. Después, los valores disminuyen hasta el
final del estudio. En cambio, las proantocianidinas de la zona 1 evolucionan de manera
diferente, inicialmente muestran valores de estos compuestos superiores respecto a
aquellos de la uva de las otras dos zonas, descendiendo a lo largo de la maduracion e

incrementando ligeramente en la uva de los Ultimos muestreos.

Grafico V.16 Evolucién de la concentracién de la proantocianidinas de las semillas durante el periodo
de maduracién de uva Monastrell cultivada a diferente altitud.
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Mateus et al. (2001) también encontraron algunas diferencias con respecto a la
altitud del vifiedo. Observaron un descenso en los valores de proantocianidinas de las
semillas durante el proceso de maduracién, aunque este fue mds acusado para la uva
cultivada a menor altitud en el caso de la variedad Touriga Nacional. Sin embargo, no
encontraron diferencias en funcion de la altitud del vifiedo para las uvas de la variedad
Touriga Francesa. Esto pone de manifiesto que la evolucién de estos compuestos

también es bastante dependiente de la variedad.

Al final del estudio de maduracién, la mayor concentracidn de proantocianidinas
es mostrada por la uva de la zona 1 y los mas bajos por aquella cultivada en la zona 3. El
trabajo de Torchio et al. (2010) con uvas de Barbera cultivadas en diferentes areas
también mostré diferencias en los valores de proantocianidinas cuando estas

presentaron un contenido de azucares proximo al alcanzado en este estudio.

También hay que destacar que las cantidades de proantocianidinas de semillas
encontradas en la uva cultivada en Bullas son mayores que aquellas encontradas en el
estudio de maduracién de la uva Monastrell de Jumilla. Estas diferencias encontradas

en la uva seran reflejadas en el vino, el cual podria ser mas astringente y amargo.

IV.2.2.3.4 Composicidn de las proantocianidinas de las semillas

Inicialmente se observan grandes diferencias en los valores de GPm de las
proantocianidinas de la uva cultivada en las tres zonas (Grafico IV.17). Este parametro
solo tuvo grandes cambios en las proantocianidinas de la uva cultivada en la zona 3
durante los primeros muestreos, donde sufriéo un descenso acusado desde julio hasta
agosto, para después incrementarse ligeramente hasta el final del estudio. En este
momento, las proantocianidinas de la zona 3 son las mas polimerizadas, mientras que

aquellas de la zona 1 son las que muestran un menor GPm.

Al final del estudio no se observan diferencias entre los valores de GPm de las
proantocianidinas de las zonas 1 y 2, siendo ademas estos valores mas bajos que

aquellos observados en las proantocianidinas de la uva de la zona 3.

89



Capitulo IV. Proantocianidinas en la uva

Grafico V.17 Evolucién del grado medio de polimerizacidn de las proantocianidinas de las semillas
durante el periodo de maduracién de uva Monastrell cultivada a diferente altitud.
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El porcentaje de galoilacion (Grafico 1V.18) es mayor inicialmente para las
proantocianidinas de la uva de la zona 2, no observandose diferencias entre aquellas

de las otras dos zonas.

Grafico V.18 Evolucién del porcentaje de galoilacion de las proantocianidinas de las semillas durante el
periodo de maduracion de uva Monastrell cultivada a diferente altitud.
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Los valores de este parametro descienden a lo largo de la maduracién,
incrementando ligeramente durante los Ultimos muestreos. Al final de estudio, no se
observan grandes diferencias en los valores de este parametro en las
proantocianidinas de la uva de las tres zonas, aunque estos son ligeramente mayores
en las zonas 1y 2. Una evolucién similar a este parametro fue también observada por
Mateus et al. (2001) en los valores de (-)-epicatequina-3-O-galato durante la
maduracién de uvas Touriga Nacional y Touriga Francesa, encontrando en el ultimo
muestreo mayores valores de estos compuestos en la uva de la variedad Touriga
cultivada a menor altitud, mientras que un resultado contrario fue observado para la

variedad Touriga Francesa.

La composicion de las proantocianidinas se muestra en el Grafico IV. 19, para

las subunidades terminales y de extensidn.

En el caso de las subunidades terminales, en general la (-)-epicatequina seguida
de (-)-epicatequina-3-O-galato se encuentran en mayor proporcién que la (+)-
catequina. Aunque esta subunidad predomind sobre (-)-epicatequina-3-O-galato antes
y después del envero en la uva de la zona 3. Al final del estudio, los mayores

contenidos de subunidades terminales son encontrados en la uva de las zonas 1y 2.

En el caso de las subunidades de extension, la (+)-catequina mostré los valores
mas bajos y la (-)-epicatequna los mds altos, triplicando el contenido de las otras
subunidades, resultado también observado en el estudio de maduracion de la uva de
Jumilla. Ademas, los contenidos de estas subunidades son mayores en las uvas de las
zonas 1 y 2 que en aquellas de la zona 3, tanto antes del envero como al final del

estudio.

91



Capitulo IV. Proantocianidinas en la uva

Grafico 1V.19 Evolucién de la concentracién de las unidades terminales y de extensién de las
proantocinaidinas de las semillas durante el periodo de maduracion de uva Monastrell cultivada a
diferente altitud. Abreviaciones. Cat-term, (+)-catequina terminal; Ecat-term, (-)-epicatequina terminal;
Ecatg-ext, (-)-epicatequinagalato terminal; Cat-ext, (+)-catequina de extensién; Ecat-ext, (-)-epicatequina
de extensidn; Ecatg-ext, (-)-epicatequinagalato de extensién.
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Este estudio demuestra que la diferente altitud del vifiedo solo afecté a la
cantidad de taninos en la uva y no a su composicion, presentando las uvas cultivadas a
mas altura menor cantidad de taninos, tanto en hollejo como en semillas, efecto
contrario al observado en los antocianos, cuyos niveles se incrementan al aumentar la

altura del vifiedo (Mateus et al., 1999).
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IV.2.3 PAPEL DEL DISOLVENTE DE EXTRACCION EN LA CONCENTRACION
DE PROANTOCIANIDINAS EXTRAIDAS DE UVA MONASTRELL DURANTE LA
MADURACION

El disolvente mas comuUnmente usado para la extraccién y analisis de las
proantocianidinas de la uva ha sido siempre la acetona 70%, ya que se considera como
el disolvente mas efectivo para este fin (Downey y Hanlin 2010; Harbertson y Downey
2009; Kallithraka et al., 1995). Trabajar con este disolvente nos puede proporcionar
informacién sobre la cantidad total de taninos extraibles de las uvas, pero algunos
estudios previos también consideran que la extracciéon usando este disolvente puede
sobrestimar la cantidad de taninos que seran extraidos durante el proceso de
maceracion en la elaboraciéon del vino. Por tanto, la estimacion de la concentracion de
proantocianidinas en las uvas utilizando como medio de extraccién una disolucién de
vino sintético podria ser mas apropiada. En este estudio se ha comparado los
resultados obtenidos con el método que utiliza acetona 70% para la extracciéon con un

método que implica una extraccion de 72 horas con etanol 12,5% y pH 3,6.

IV.2.3.1 PAPEL DEL DISOLVENTE DE EXTRACCION EN LA CONCENTRACION DE
PROANTOCIANIDINAS EXTRAIDAS DEL HOLLEJO DE UVA MONASTRELL DURANTE LA
MADURACION

1V.2.3.1.1 Proantocianidinas totales

La evolucion de los taninos del hollejo en la variedad Monastrell cuando se
utilizé como disolvente de extraccidon etanol al 12,5% dio resultados sorprendentes
(Gréfico 1V.20). A partir del primer muestreo, los taninos extraidos con la solucién
modelo eran casi tres veces mas altos que los extraidos con acetona, disminuyendo de
manera significativa después de esta fecha. Desde el 29 de agosto (22 2Brix) hasta el
momento de vendimia se observd el mismo rango de valores de taninos con ambos

métodos.
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Grafico 1V.20 Evolucién del contenido de proantocianidinas del hollejo de uva Monastrell durante el
periodo de maduracion extraidas con acetona al 70% vy etanol al 12,5%.
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Lo que probablemente explique la diferencia que hay entre los dos métodos de
extraccién es una combinacién de dos factores: por un lado, los tiempos de extraccién
(72 horas con el método de etanol frente a las 24 horas utilizadas con acetona) y por
otro lado, el estado de los hollejos y las interacciones entre taninos y las paredes
celulares. Un estudio cinético realizado por Geny et al. (2003) indicé que los taninos
son rapidamente extraidos de la vacuola aunque, la extraccién completa de la fraccion
de taninos unidos a la pared celular tardaria unas 14 veces mas. En uvas inmaduras, el
mayor tiempo de extraccion empleado con etanol podria explicar la mayor cantidad de
taninos extraidos con este método. Con el avance de la maduracion, los taninos son
transferidos de las vacuolas a las paredes celulares y los cambios en la estructura de las
paredes celulares durante dicha maduracidon podria reducir la extractabilidad de los
taninos (Le Bourvellec et al., 2004; Le Bourvellec et al., 2007; Downey y Hanlin, 2010).
Estos compuestos parecen ser mas dificiles de extraer, incluso cuando se utilizan largos
tiempos de extraccién como con el método del etanol. El método de la acetona implica
un menor tiempo de extraccion, pero, sin embargo, este podria ser compensado por
una mayor capacidad de la acetona para romper los enlaces de hidrogeno vy liberar los

taninos unidos covalentemente a la pared celular.
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IV.2.3.1.2 Composicién de las proantocianidinas

El GPm de las proantocianidinas de Monastrell extraidas con acetona y etanol
fue muy similar en los primeros muestreos, pero después de esto, los valores de GPm
son siempre mayores con el método de la acetona (Grafico 1V.21). Harbertson y
Downey (2009) y Downey y Hanlin (2010) compararon la extraccién de taninos con
etanol y acetona, encontrando que la acetona extraia taninos con un mayor peso

molecular.

Grafico V.21 Evolucién del grado medio de polimerizacidn de las proantocianidinas del hollejo de uva
Monastrell durante el periodo de maduracién extraidas con acetona al 70% vy etanol al 12,5%.
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Los taninos de mayor peso molecular se encuentran principalmente asociados a
las paredes celulares y la acetona tiene una mayor capacidad para romper los enlaces
de hidrogeno que une a los taninos con dichas paredes que el etanol. Mattivi et al.
(2009) también encontraron que los valores del GPm de los taninos extraidos del
hollejo con una solucién similar al vino eran mds bajos que aquellos extraidos con
otros disolventes. Estos autores indicaron que estas diferencias eran de esperar, ya

que los taninos de gran tamafio no pueden ser extraidos en gran medida por una
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solucién hidroalcohdlica que simule las condiciones del vino.

Al comparar la composicién de los taninos del hollejo para la variedad
Monastrell con los métodos de acetona y etanol (Graficos 1V.22 y IV.23) se observa
gue en ambos casos, (+)-catequina era la unidad terminal mas abundante, seguida de
(-)-epicatequina, observandose cantidades muy bajas de (-)-epicatequina-3-O-galato.
Respecto a las subunidades de extensién, (+)-catequina y (-)-epicatequina-3-0O-galato
estaban presentes en porcentajes muy bajos, siendo (-)-epicatequina la subunidad mas

abundante, seguida de (-)-epigalocatequina.

La composicién de los taninos cambid ligeramente durante el periodo de
maduracién. Respecto a los diferentes métodos de extraccién, casi no se observan
diferencias en los porcentajes de las subunidades de extensidon pero si en las
subunidades terminales, donde el porcentaje de (+)-catequina fue siempre mayor en
los taninos extraidos con etanol al 12,5%. Estos resultados fueron muy similares a los
encontrados por Mattivi et al. (2009), quienes obtuvieron altos porcentajes de (+)-

catequina terminal.

Grafico V.22 Evolucién de la composicién de las unidades terminales de las proantocianidinas del
hollejo de uva Monastrell durante el periodo de maduracidn extraidas con acetona al 70% y etanol al
12,5%. Abreviaciones. Cat-term, (+)-catequina terminal; Ecat-term, (-)-epicatequina terminal; Ecatg-
term, (-)-epicatequinagalato terminal.
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Grafico IV.23 Evolucion de la composicion de las unidades de extensidn de las proantocianidinas del
hollejo de uva Monastrell durante el periodo de maduracién extraidas con acetona al 70% vy etanol al
12,5%. Abreviaciones. Cat-ext, (+)-catequina de extensidn; Ecat-ext, (-)-epicatequina de extension;
Ecatg-ext, (-)-epicatequinagalato de extensién; Egcat-ext, (-)-epigalocatequina de extension.
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Estos resultados ponen de manifiesto que el uso de acetona como método de
extraccion proporciona una prediccion bastante exacta de la cantidad de taninos del
hollejo que pueden ser extraidos en el vino durante el proceso de maceracién,
especialmente cuando la evaluacion se realiza con uva madura. Sin embargo, la
extraccidn con acetona sobreestimara el GPm de los taninos que se podran extraer del

hollejo durante la vinificacion.

IV.2.3.2 PAPEL DEL DISOLVENTE DE EXTRACCION EN LA CONCENTRACION DE
PROANTOCIANIDINAS EXTRAIDAS DE LAS SEMILLAS DE UVA MONASTRELL DURANTE
LA MADURACION

Esta bastante establecido que uvas insuficientemente maduras pueden dar
vinos mas astringentes y amargos y esto se ha atribuido al hecho de que las semillas de

estas uvas pueden liberar una mayor cantidad de proantocianidinas altamente
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galoiladas (Romeyer et al., 1986). Sin embargo, de nuevo, la mayoria de los estudios
gue hay sobre la evolucion de los taninos de las semillas durante la maduracion han
sido realizados utilizando acetona como disolvente de extraccion y la informacién que
obtenemos utilizando este disolvente puede no ser comparable con lo que ocurre
durante la fermentacion Por eso, también para las semillas hemos comparado los
resultados obtenidos desde pre-evero hasta el momento de vendimia con una
extraccién de taninos de semilla en acetona al 70% durante 24h, con un método que
implicaba una maceracién de 3 dias (72 horas) en una solucién modelo que contenia

12,5% de etanol.

1V.2.3.2.1 Proantocianidinas totales

La extraccion de proantocianidinas poliméricas utilizando la solucién de etanol
al 12,5% mostré un descenso de la concentracion de taninos con el avance de la
maduracion (Grafico 1V.24), al igual que los resultados obtenidos con acetona,
encontrando una correlacién positiva (r’= 0,87) al comparar la concentracién de
taninos obtenida con ambos disolventes (Grafico 1V.25). Sin embargo, la extraccién de
taninos con etanol al 12,5% fue mucho mayor que la obtenida con acetona al 70%,
hasta los ultimos muestreos donde esta situacion cambid. En el primer muestro, los
taninos extraidos con la solucién modelo fueron ocho veces superiores a los extraidos
con acetona al 70%, disminuyendo significativamente después de esta fecha.
Alrededor del 25 de agosto (22 2Brix) se observd el mismo rango de valores para
ambos métodos, mientras que en el momento de vendimia, la concentracion de
taninos fue cuatro veces mayor con el método de acetona (0,43mg/baya vs

1,80mg/baya).
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Grafico V.24 Evolucién de las proantocianidinas de las semillas de uva Monastrell durante el periodo de

maduracion extraidas con acetona al 70% o etanol al 12,5%.
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Grafico IV.25 Correlacion entre la concentracidn de proantocianidinas de semilla extraidas con acetona

Taninos extraidos con

acetona (mg/kg)

al 70% y con etanol al 12,5%.

*

y =0,0743x + 2,0812

3
r2=0,8716 (p<0,01)
2
1
0 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Taninos extraidos con etanol (mg/kg)

IV.2.3.2.2 Composicion de las proantocianidinas

El

GPm fue mayor para los taninos extraidos con etanol al 12,5% en los

primeros muestreos, pero a mitad de la maduracién esto cambid, y el mayor tamafio

de los taninos era mostrado por aquellos extraidos con acetona (Grafico 1V.26).
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Grafico V.26 Evolucién del grado medio de polimerizacidn y el porcentaje de galoilacién de las
proantocianidinas de semillas de uva Monastrell durante el periodo de maduracidn extraidas con
acetona al 70% o etanol al 12,5%.
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En el caso del porcentaje de galoilacién, no se observan diferencias en los
valores de este pardmetro en los dos primeros muestreos en lo que respecta al
disolvente utilizado, pero después, estos valores permanecen practicamente
constantes durante el resto del estudio con acetona, mientras que con etanol al 12,5%
sufren un descenso acentuado e incrementan de forma importante en los Ultimos

muestreos.
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Respecto a la composicion de los taninos (Tablas IV.4, IV.5 y IV.6) no se
observan diferencias en los porcentajes de las diferentes unidades de extension y
ademas, éstas fueron muy pequenas cuando se observa la composicion monomérica
(expresada en porcentaje), excepto en los Ultimos muestreos, donde las unidades
galoiladas no son detectadas en los taninos extraidos con la solucion modelo. Las
mayores diferencias se observaron en las unidades terminales donde (+)-catequina fue
siempre mayor en los taninos extraidos con etanol al 12,5%. Un ensayo similar fue
conducido por Mattivi et al. (2009) agitando semillas maduras durante 5 dias usando
una solucion modelo con etanol al 12,5%. Sus resultados también mostraron bajos

valores de GPm y un mayor porcentaje de (+)-catequina en las subunidades terminales.

Tabla IV.4 Comparacidn de las unidades terminales de las proantocianidinas (expresadas en porcentaje)
extraidas con etanol al 12,5% o con acetona al 70%.

%C-term %C-term %EC-term %EC-term %ECG-term %ECG-term

etanol acetona etanol acetona etanol acetona

28 de Julio 49,68+0,76 29,55+0,98 8,20+0,10 45,69+1,05 42,12+0,86 24,75+0,98

4 de Agosto 48,21+0,66 28,29+2,10 8,87+2,82 45,66+1,01 42,92+6,16 26,05+1,22
11 de Agosto 50,27+2,24 29,45+1,66 7,74+4,65 43,29+0,77 41,9945,05 27,26%1,74
18 de Agosto 52,50+0,66 30,37%0,12 11,71+4,61 43,19+1,46 35,7946,03 26,44+1,59
25 de Agosto 49,94+5,34  34,77+0,30 19,41+4,47 39,82+0,62 30,65+3,81 25,41+0,32

1 de Septiembre  44,01+1,63 34,44+0,16 30,27%2,46 39,13+2,21 25,72+3,28 26,44+2,02
8 de Septiembre  48,11+2,28 37,81+0,78 32,52+2,87 34,31+1,04 19,37+2,50 27,88+0,75
15 de Septiembre 41,65%4,31 35,48+1,03 36,5343,79 35,93+1,30 21,82+0,52 28,58+0,71
21 de Septiembre 45,91+0,36 36,98+1,49 26,02+0,50 34,91+1,36 28,08+0,43 28,11+1,38

Abreviaciones. %C-ext, porcentaje de (+)-catequina de extensidon; %EC-ext, porcentaje de (-)-
epicatequina de extension; %ECG-ext, porcentaje de (-)-epicatequinagalato de extension.
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Tabla IV.5 Comparacion de las unidades de extensidn de las proantocianidinas (expresadas en
porcentaje) extraidas con etanol al 12,5% o con acetona al 70%.

%C-ext %C-ext %EC-ext %EC-ext %ECG-ext %ECG-ext

etanol acetona etanol acetona etanol acetona

28 de Julio 8,60+0,49 8,50+0,15  76,60+0,52 76,17+1,04 14,80+0,03  15,34+0,97

4 de Agosto 9,29+0,21 8,86+0,13  76,90+0,04 76,26+0,57 13,82+0,19 14,88+0,70
11 de Agosto 9,59+0,21 9,00+0,28  77,31+0,24 76,56+0,57 13,10+0,10  14,44+0,38
18 de Agosto 10,28+0,79  8,56+0,38  76,31+0,59 76,87+0,10 13,41+0,20  14,58%0,38
25 de Agosto 10,58+0,63  8,98+0,69  78,69+0,09 76,20+0,37 10,74+0,80  14,81+0,32

1 de Septiembre 13,03+t0,43  8,85%#0,12  79,10+0,58 76,05+0,36  7,87+0,72 15,10+0,47
8 de Septiembre  18,46+2,20 9,84+0,42  75,09+1,38 75,50+0,37  6,45+1,03 14,66+0,71
15 de Septiembre 13,24+0,02  9,38+0,30  79,47+0,29 75,75+0,49  7,29+0,31 14,87+0,22

21 de Septiembre 11,17+0,35 8,79+1,21  78,36%0,03 75,48+1,29 10,47+0,38  15,74+0,57
Abreviaciones. %C-term, porcentaje de (+)-catequina terminal; %EC-term, porcentaje de (-)-
epicatequina terminal, %ECG-term, porcentaje de (-)-epicatequinagalato terminal.

Tabla IV.6 Comparacién de flavan-3-oles monoméricos (expresados en porcentaje) extraidos con etanol
al 12,5% o con acetona al 70%.

%C %C %EC %EC %ECG %ECG
Fecha etanol acetona etanol acetona etanol acetona

28 de Julio 53,02+0,27  48,99+2,50  30,56+1,97  31,11+2,03 16,42+1,92 19,90+0,66

4 de Agosto 49,23+1,49  46,61+4,62  39,04+1,63 35,45+1,33 11,73+0,18 17,9343,48
11 de Agosto 43,42+1,10  42,06+7,00  49,54+1,91  40,82+6,39 7,05+0,93 17,12+1,30
18 de Agosto 42,43+4,57  44,46+1,10  49,24+1,42  40,55+0,87 8,33+3,49 14,99+0,24
25 de Agosto 44,21+4,58  39,39+2,52  55,79+4,58  47,75+2,86 0,00+0,10 12,86+0,35

1 de Septiembre  45,28+1,84  38,40£2,20 54,72+1,84  50,08+1,12 0,00+0,10 11,51+1,08
8 de Septiembre  45,57+2,87  38,49+1,74  54,43+2,87  49,95%1,57 0,00+0,10 11,55+1,50
15 de Septiembre 47,95+0,10  36,32+4,39  52,05+0,10  54,75%2,35 0,00+0,10 8,93+2,19
21 de Septiembre 46,64+1,25  34,21+249  53,36%1,25 52,90+1,63 0,00+0,12 12,90+2,15

Abreviaciones. %C, porcentaje de (+)-catequina; %EC, porcentaje de (-)-epicatequina; %ECG, porcentaje
de (-)-epicatequinagalato.

Es probable una combinacién de dos efectos que expliquen las diferencias
obtenidas entre ambos métodos a lo largo de la maduraciéon: en primer lugar y al igual
que se ha comentado anteriormente, el mayor tiempo de extraccion (72h frente a 24h)

y en segundo lugar, el estado de las semillas. Los compuestos fendlicos han sido
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localizados en tres zonas de las semillas: la epidermis, una amplia parte del tegumento
externo y en la capa mas interna del tegumento interno (Cadot et al.,, 2006a). En
semillas inmaduras, la lignificacion es baja, y es facil que el disolvente pueda acceder al
tegumento interno, lo cual explicaria la gran cantidad de taninos extraidos en los
primeros muestreos después de macerar las semillas durante 3 dias con disolucién de
etanol al 12%. Con el avance de la maduracion, la solidificacion de las células externas,
las cuales son ricas en taninos, podria afectar a la extraccién de estos compuestos.
Ademads, con el progreso de la maduracién, también ha sido descrito que hay un
endurecimiento del tegumento medio y una lignificacién muy intensa, lo cual lo
convierte en impermeable (Cadot et al., 2006a). Esto impediria que los compuestos
fendlicos del tegumento interno fueran extraidos durante la maceracion etandlica,
mientras que la extraccion de estos compuestos si que seria posible con acetona al

70%.

Los resultados obtenidos muestran que existen bastantes diferencias en cuanto
a la concentracion de taninos de semilla en funcion del método que se utilice. Esto
puede tener un interés practico. En aquellas condiciones donde la madurez de la pulpa
se alcance antes que las semillas maduren (fendmeno que a veces ocurre en zonas
calidas con variedades que no estan bien adaptadas), la solucién hidroalcohdlica que
es el vino extraera mayor cantidad de taninos que lo esperado segun los resultados
gue nos mostraria una extraccion con acetona, y lo contrario ocurrird con semillas
maduras. Estos resultados sefialan la importancia de la metodologia de extraccién
utilizada para predecir los taninos de las semillas que seran transferidos al vino

durante la maduracion de las mismas.
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V.1 INFLUENCIA DE ALGUNAS TECNICAS ENOLOGICAS EN LA
CONCENTRACION Y COMPOSICION DE LAS
PROANTOCIANIDINAS

V.1.1 INTRODUCCION

Los compuestos fendlicos de la uva van a difundir durante la etapa de
maceracion de los hollejos y semillas con el mosto-vino, aunque sdélo una parte del
total de los fenoles de la uva serdn extraidos de las diversas partes como las pieles, las
semillas y la pulpa (Singleton y Draper, 1964; Kantz y Singleton, 1991; Boulton, 1995;
Klenar et al., 2004).

Los taninos de los hollejos y semillas poseen diferentes cinéticas de extraccion.
Los taninos de los hollejos comienzan a solubilizarse conjuntamente con los antocianos
al inicio de la maceracidn, si bien su extraccion se prolonga mucho mas en el tiempo.
Por el contrario, los taninos de las semillas difunden mas lentamente, sobre todo al
principio de la maceracién, y su extraccion se acelera cuando hay etanol en el medio,
y, por tanto, influye notablemente la duracidn de la maceracion en el contenido final
de taninos de los vinos, sobre todo de aquellos que provienen de las semillas
(Singleton y Draper, 1964; Boulton, 1995). Otros factores como la temperatura durante
la fermentacion y la adicion de SO, también van a influir positivamente en la
acumulacién de estos compuestos en el vino (Oszmanski et al., 1986). Asimismo, tanto
la extraccion como la difusién de los compuestos fendlicos aumentan con la
renovacion del mosto-vino que impregna las partes sdlidas, lo cual se consigue

mediante la realizacidon de remontados o por hundimiento del sombrero.

Ademas de las diferentes prdcticas enoldgicas, los trabajos de Fournand et al.
(2006) indicaron que la extractibilidad de los taninos también parece ser dependiente

del tamafio de las moléculas, siendo las de mas alto grado de polimerizacién mas
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dificilmente extraidas. El porcentaje de galoilacion es también mas alto en los taninos

que no se extraen.

Tradicionalmente se ha establecido que los taninos de las pieles son
organolépticamente mejores que los de las semillas y, dada la diferente localizacién de
estos taninos y sus distintas cinéticas de extraccion, diferentes técnicas de elaboracién
podrian modular la proporcién de taninos de pieles y semillas de los vinos. A
continuacioén, se presenta una revisién de algunas técnicas que se pueden utilizar para
modular la extraccién de proantocianidinas de la uva al vino y que han sido objeto de

estudio en esta Tesis Doctoral.

V.1.1.1 MACERACION PREFERMENTATIVA EN FRIO

Es una maceracion a baja temperatura y en ausencia de alcohol durante un
tiempo tal que permita la difusién selectiva de compuestos hidrosolubles de la uva:
antocianos, taninos del hollejo, aromas, polisacaridos etc. (Delteil et al., 2004). La
difusion prioritaria de antocianos durante la fase pre-fermentativa, asi como de
taninos del hollejo puede explicar el aumento de color normalmente observado en los
vinos obtenidos (Alvarez et al., 2005). La ausencia de etanol favoreceria la formacién
de especies poliméricas de mayor peso molecular, lo que también puede contribuir a
aumentar la intensidad de color (Timberlake y Bridle, 1976). Tradicionalmente se ha
mantenido que durante la fase prefermentativa no hay extracciéon de taninos de
semillas y que esta técnica permitiria moderar o incluso acortar los tiempos de
maceracion fermentativa y evitar posibles sobre-extracciones de taninos amargos y/o

herbaceos desde las semillas.

Esta practica facilita ademas la manifestacion de caracteres aromaticos propios
de la uva, ya que se favorece la liberacién, a partir de los fragmentos de los hollejos, de
aromas libres y ligados. Se obtienen vinos de mayor cuerpo y persistencia en boca
(Flanzy, 1999). Algunos autores condicionan el éxito de la técnica al nivel de madurez
de la uva (Llaudy et al., 2003), ya que obtienen mejores resultados con uvas menos

maduras.
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En la aplicacion de esta técnica se han utilizado temperaturas y tiempos
variables, entre 3-102C y entre 3 y 8 dias, en ausencia de oxigeno o en presencia de
éste, asi como con distintos momentos de inoculacion de levaduras (previo al inicio de
la maceracion pre-fermentativa o después de finalizada la misma). Es también comun
el uso simultaneo de enzimas pectoliticos (Parley, 1997), ya que la actividad enzimatica

natural de la uva es baja a las temperaturas de trabajo.

La maceracion pre-fermentativa es una técnica ampliamente empleada para la
vinificacidn en tinto de uvas con bajos niveles de compuestos fendlicos, como es el
caso de Pinot Noir (Heatherbell et al., 1996; Parley, 1997; Ponte et al., 2004) y
Sangiovese (Ferrari et al., 2004; Parenti et al., 2006), donde es usada para afiadir

complejidad a los vinos.

V.1.1.2 CONGELACION DEL MOSTO CON NIEVE CARBONICA

La congelacion del mosto de uva antes de fermentacién también es una técnica
gue puede tener un importante efecto sobre la extraccién de compuestos fendlicos,
como en el caso de la maceracion pre-fermentativa. La congelacién que se produce
incrementa el volumen del liquido intracelular produciendo una desorganizacién de las
paredes celulares de la baya, favoreciendo la liberacion de compuestos fendlicos al
medio. También se puede utilizar nitrégeno liquido con el mismo fin. La ventaja de
utilizar el didxido de carbono en estado sélido es que al sublimarse va a proteger a las
bayas de la actuacion del oxigeno antes del proceso de fermentacién (Sacchi et al.,

2005).

Los estudios de Couasnon (1999) mostraron que la utilizacion de nieve
carbdnica en uvas de Merlot, Cabernet Sauvignon y Cabernet Franc produjo en los
vinos un incremento de un 52% en el contenido de taninos y de un 50% para
antocianos. Este gran incremento en el contenido de taninos podria ser debido a que
la congelacion también produzca la ruptura de las células de las pepitas que contienen
los taninos, incrementando la extractabilidad de estos, aunque esto no ha sido

demostrado hasta la fecha.
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V.1.1.3 ENZIMAS PECTOLITICOS

La extraccion de compuestos fendlicos de las células del hollejo durante la
maceracion requiere que las paredes celulares de las células se rompan para permitir

liberar el contenido de las vacuolas.

Con este fin, los enzimas pectoliticos, también conocidos como enzimas de
maceracion, han sido utilizados desde hace afios en mostos tintos porque en estos se
podria mejorar la extraccién del color y los compuestos fendlicos de la uva tinta.
Numerosos estudios han mostrado estos resultados (Ough y Berg, 1974; Ough y

Crowell, 1979; Felix y Villettaz, 1983; Zent y Inama, 1992).

Los llamados enzimas de maceracidon son una mezcla de diferentes actividades
enzimaticas (celulasa, hemicelulasa, pectinasas y proteasas) disefiadas para
incrementar la degradacion de las paredes celulares de las células del hollejo y asi,
facilitar la liberacién de los compuestos fendlicos contenidos en su interior. Algunas de
estas actividades enzimaticas, como la actividad pectolitica, han sido también
observadas en cepas de Saccharomyces cerevisiae pero sus niveles son normalmente
demasiado bajos para jugar un papel significante durante la vinificacion (Eschstruth y

Divol, 2011).

La mayoria de los estudios realizados sobre el papel de los enzimas de
maceracion han estado muy ligados al efecto de estos enzimas sobre los compuestos
fendlicos contenidos en el hollejo, principalmente los antocianos, dejando de lado el
papel sobre otros compuestos fendlicos del hollejo como los taninos. Sin embargo, ya
en algunos estudios se encontrd una accion clara de los enzimas en la extraccion de
taninos (Watson et al., 2000; Bautista-Ortin, 2005; Romero-Cascales, 2008; Ducasse et
al., 2010), los cuales van a inducir la formacion de compuestos coloreados estables
aumentando la intensidad de color del vino durante el proceso de envejecimiento
(Revilla y Gonzalez-San José, 2001), ademas, confiriendo al vino una mayor sensacién

de cuerpo y estructura (Watson et al., 1999).

La mayoria de los trabajos han obviado el posible papel de los enzimas de

maceracion sobre las semillas. Cadot et al. (2006) observaron que los taninos de
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semilla estan localizados en la epidermis y en los tegumentos externos e internos de
las semillas. La presencia de actividades enzimaticas como celulasas, pectinasas,
hemicelulasas y proteasas podrian también favorecer la degradacién de las paredes
celulares de las semillas, facilitando una mayor difusién de sus taninos, aunque esto ha

sido muy poco estudiado.

En este capitulo se estudia el efecto de estas distintas técnicas de elaboracion
sobre la dinamica de difusién de los taninos del hollejo y la semilla, para determinar el

papel que pueden ejercer a la hora de modular la composicién tanica de los vinos.

V.1.2 RESULTADOS

V.1.2.1 EVOLUCION DEL CONTENIDO Y COMPOSICION DE PROANTOCIANIDINAS
DURANTE LA MACERACION FERMENTATIVA DE UVAS DE LA VARIEDAD MONASTRELL
EN FUNCION DE LA TECNICA ENOLOGICA APLICADA

En los graficos V.1, V.2, V.3 y V.4 se puede observar la evolucién de
proantocianidinas totales y la composicion de las mismas durante la maceracién
fermentativa de uvas Monastrell del afio 2009, comparando una vinificacién control
(VC) con la aplicacién de la maceracion prefermentativa en frio (MPF), nieve carbdnica
(NC) y el uso de un enzima de maceracion comercial (EM). Las muestras fueron

analizadas a los 2, 6 y 10 dias de maceracion fermentativa.

V.1.2.1.1 Proantocianidinas totales

El grafico V.1 muestra la evolucidn del contenido de proantocianidinas durante
los 10 dias de maceracién fermentativa. En general, el contenido de proantocianidinas
se incrementa en el mosto-vino para todas las vinificaciones al aumentar el tiempo de
contacto con las partes sélidas de la uva, siendo dicho incremento mucho mayor

durante los 6 primeros dias de maceracién, comportamiento que también fue
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encontrado por otros autores (Koyama et al., 2007; Sampaio et al., 2007; Llaudy et al.,

2008).

Grafico V.1 Evolucion de la concentracion de proantocianidinas totales (mg/L)
durante el proceso de maceracion fermentativa.
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Dias de maceracién

A los 2 dias de maceracion fermentativa, la vinificacion que previamente tuvo
una maceracion prefermentativa de diez dias en frio (MPF) presenta valores de
proantocianidinas aproximadamente tres veces superiores a los del resto de
vinificaciones, indicando una importante extractabilidad de estos compuestos en
ausencia de alcohol. En este momento inicial no se observan diferencias en los valores
de proantocianidinas entre el resto de tratamientos respecto al testigo. Es de destacar
el diferente comportamiento de la vinificacidn con nieve carbodnica respecto a la
vinificacion con maceracién prefermentativa en frio, lo que puede ser debido a que
todavia al inicio de la maceracion fermentativa, parte de la pasta en esta vinificacion se
encuentre aun congelada, viéndose impedido el paso de proantocianidinas al mosto-
vino. En la vinificacion MPF la cantidad de proantocianidinas se incrementd hasta el dia

6 de maceracién, manteniéndose después estable.
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Otros autores también han constatado una importante extraccién de taninos
tras varios dias de etapa prefermentativa a baja temperatura (Peyrot des Gachons y
Kennedy, 2003) y con 2 o 4 dias (Sampaio et al., 2007), pero los valores encontrados
por estos autores son inferiores a los encontrados por nosotros. Alvarez et al. (2005)
también encontraron un efecto positivo de la maceracion prefermentativa en la
concentraciéon y polimerizacién de proantocianidinas y el color y estabilidad en vinos

de Monastrell.

Las otras vinificaciones también mostraron un sustancial incremento en el
contenido de proantocianidinas durante la primera parte del proceso fermentativo,
pero éste se vio mas ralentizado desde el dia 6 hasta el 10 de maceracidon. Con el
avance del proceso de maceracion también comienzan a establecerse diferencias entre
las vinificaciones con enzima, nieve carbdnica y testigo. Al final del proceso macerativo,
la vinificacion con enzima mostrd valores de proantocianidinas similares a aquellos
presentados por MPF. En este momento, las concentraciones de proantocianidinas
presentadas por las diferentes vinificaciones se encuentran en el rango encontrado en
otros trabajos (Cerpa-Calderdn et al.,, 2008; Sampaio et al.,, 2007). Los trabajos de
Bautista-Ortin et al. (2005) con vinos de Monastrell también constataron un efecto
claro de los enzimas sobre el contenido de taninos. Mas tarde, Ducasse et al. (2010)
también reportaron mayores concentraciones de proantocianidinas en vinos de Merlot

tratados con la aplicacion de enzimas.

También la vinificacién donde se utilizd nieve carbdnica llegd al final de la
maceracion fermentativa con valores de proantocianidinas superiores a la vinificacion

control.

Por tanto, las tres técnicas ensayadas consiguen un aumento de las
proantocianidinas totales en los vinos al final de la etapa de maceracién fermentativa,
destacando sobre todo los niveles observados en la vinificacion MPF y cuando se

utilizé un enzima de maceracion.
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V.1.2.1.2 Composicion de las proantocianidinas

El valor del grado medio de polimerizacion (GPm), junto con el porcentaje de
galoilacidon (%G) y el porcentaje de (-)-epigalocatequina de extension (%Egcat-ext)
(Graficos V.2, V.3 y V.4) pueden proporcionar informacién de cémo la composicion de

las proantocianidinas del mosto-vino cambia durante la maceracién fermentativa.

Grafico V.2 Evolucion del grado medio de polimerizacion de las proantocianidinas
durante el proceso de maceracion.
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Las proantocianidinas del hollejo de la uva contienen unidades de (-)-
epigalocatequina, (la cual no estd presente en las proantocianidinas de las semillas) y
un mayor GPm que las proantocianidinas de las semillas. Por tanto, el porcentaje de (-
)-epigalocatequina de extensiéon podria darnos informacion de la cantidad de
proantocianidinas derivadas del hollejo que estdn presentes en el vino, mientras que el
porcentaje de galoilacién, el cual es mucho mayor en las proantocianidinas de las
semillas que en los hollejos (Souquet et al., 1996; Prieur et al., 1994), nos puede dar
informacién acerca de la extraccion de las proantocianidinas de las semillas durante el

proceso de maceracién.

114



Grafico V.3 Evolucién del porcentaje de galoilacidn durante el proceso de maceracion.
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Grafico V.4 Evolucién del porcentaje de (-)-epigalocatequina de extensién durante el proceso

maceracion.
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Un estudio muy interesante de Peyrot des Gachon y Kennedy (2003) mostré que

en el vino puede ser determinado el porcentaje de taninos que proceden de los hollejos

115



Capitulo V. Proantocianidinas en los vinos

y de las semillas. Estos autores demostraron que la composicion de las subunidades de
extension no era dependiente del tiempo de extraccién y la duracién de la maceracién,
y como las subunidades de extensién son diferentes en semillas y hollejos, concluyeron
gue era posible determinar el porcentaje de proantocianidinas de hollejos y semillas
extraidas en el vino, simplemente comparando la proporcion relativa de las
subunidades de extension de las proantocianidinas en el vino con sus subunidades
correspondientes en la uva. Asi, midiendo la cantidad relativa molar de las unidades de
extension de (-)-epigalocatequina y (-)-epicatequina deberia ser posible determinar la

proporcién relativa de proantocianidinas de semillas y hollejos.

Estos tres pardmetros evolucionan de manera diferente en las distintas
vinificaciones. En la vinificacién MPF, las proantocianidinas presentan un valor inicial
de GPm y de %Egcat elevado y un %G bajo, sugiriendo que en este momento (inicio de
la fermentacién alcohdlica), las proantocianidinas presentes en el mosto proceden
principalmente del hollejo de la uva. Asi, teniendo en cuenta la composicion de la uva
de partida (mostrada en el capitulo anterior) y siguiendo el método propuesto por
Peyrot des Gayons y Kennedy (2003), se ha calculado que el porcentaje de
proantocianidinas derivadas del hollejo en el mosto en el dia 2 de maceracién era de
87,2%, valor muy parecido a aquel encontrado por estos mismos autores en un ensayo
similar. Este resultado era esperado, ya que durante la maceracion de la uva a baja
temperatura y en ausencia de alcohol, la extraccién de proantocianidinas del hollejo
deberia estar favorecida frente la extraccién de proantocianidinas de las semillas

(Canal et al., 2005; Llaudy et al., 2010).

Cuando la fermentacién alcohdlica comenzd, la composicion de las
proantocianidinas de la vinificacion MPF cambié rapidamente, teniendo lugar un
importante descenso en los valores de GPm y el %Egcat y un incremento en los valores
de %G. Al final del proceso de maceracion fermentativa, la vinificacion MPF fue la que
presentd proantocianidinas con el mas bajo % Egcat y GPm y el mas alto %G, indicando
que esta vinificacién, contrariamente a lo que seria esperado, contenia la mas alta
proporcién de taninos derivados de las semillas (29%), mientras que las vinificaciones

control, tratada con enzima y con nieve carbdnica mostraron valores del 21,5, 19, y
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20% respectivamente. Estos valores son muy similares a aquellos mostrados por

Cerpa-Calderdn y Kennedy (2003) después de 9 dias de maceracion fermentativa.

Estos resultados nos hacen pensar que la maceracion prefermentativa en frio
también tiene un cierto efecto sobre la estructura de las semillas. De forma similar a lo
descrito por Hernandez-Jiménez et al. (2012), durante los dias que las semillas pasan
en el medio acuoso prefermentativo, éstas se hidratan y parece ser que se “preparan”
para que sus proantocianidinas difundan facilmente en las etapas posteriores, cuando
el etanol ya esté presente en el medio (maceracién fermentativa). Esto es importante
gue sea tenido en cuenta ya que esta técnica se utiliza normalmente para favorecer la

extracciéon de taninos de las pieles frente a las de las semillas.

En las vinificaciones control y EM, el GPm, el %G y el %Egcat evolucionan de
forma similar; parece que la acciéon del enzima facilita una mayor extraccion de
proantocianidinas, tanto de la piel como de las semillas, pero sin cambiar su
proporcién o composicién en comparaciéon con la vinificacion control. Ambos mostos
experimentaron un incremento en los valores de GPm y el %Egcat durante la primera
parte de la fermentacién, lo cual es indicativo de una féacil extraccion de las
proantocianidinas del hollejo al comienzo de fermentacién, mientras que después se
observé un descenso en la extraccion de estos compuestos en la segunda parte de la
maceracion fermentativa, coincidiendo con un incremento en la extraccién de

proantocianidinas procedentes de las semillas.

La vinificacion con nieve carbdnica se comporté de manera diferente a las
demas. Su concentracion final de proantocianidinas totales fue mas baja que para la
vinificacion MPF, pero el GPm de estas se incrementé a lo largo de la maceracion
fermentativa, mientras que el %G y el %Egcat fueron similares a aquellos valores
presentados por las proantocianidinas presentes en la vinificacién control. Estos
resultados indican que el uso de la nieve carbdnica claramente facilita la extraccién de
proantocianidinas de alto peso molecular del hollejo por degradacion de las
estructuras celulares de la piel de la uva. El trabajo de Koyama et al. (2007) también
constata que las procianidinas de bajo grado medio de polimerizacién del hollejo son

mas rapidamente extraidas que las de mayor grado medio de polimerizacion, de ahi
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que el grado de polimerizacidn incremente con el avance del proceso de maceracién si
el tipo de vinificacion lo favorece. Aunque ademas del tamafio, las propiedades
quimicas de las proantocinidinas, tales como la hidrofobicidad y el nimero de grupos
hidroxilo presentes en las mismas, también pueden influir en su cinética de extraccion.
Asi, las proantocianidinas de mayor hidrofobicidad y mayor numero de grupos
hidroxilo, indicativo de un mayor GPm, podrian estar mas fuertemente enlazadas a
otros compuestos en la uva, siendo liberadas en el mosto-vino mas tarde con la ayuda

del incremento de etanol.

De acuerdo con los resultados obtenidos por Gil-Mufioz et al. (2010), la nieve
carbdnica parece tener un efecto significativo en variedades con hollejos que
presenten paredes celulares rigidas, como es el caso de Monastrell (Ortega-Regules et
al., 2006). Sacchi et al. (2005) también indicaron que la congelacién podria romper las
células de las semillas que contienen taninos, incrementando el contenido de estas

proantocianidinas en el vino, pero nosotros no hemos observado este efecto.

Por tanto, los resultados obtenidos indican que la maceracién prefermentativa
en frio tiene un comportamiento distinto al esperado, ya que produce los vinos con el
mayor contenido de proantocianidinas de las semillas. Los enzimas de maceracién
también promueven una alta extraccién de proantocianidinas pero sin cambios
importantes en su composicidn respecto a la vinificacion control, indicando que quizas
el enzima promueve tanto la extraccion de proantocianidinas de la piel como de las
semillas. Sélo la nieve carbdnica parece favorecer la extraccion de proantocianidinas

del hollejo de elevado peso molecular.

Varios estudios han destacado que diferencias en la cantidad y composicion de
las proantocianidinas del vino podrian conducir a diferencias en las caracteristicas
sensoriales de éstos y que un incremento en el contenido de proantocianidinas
derivadas del hollejo en el vino mejora la astringencia del mismo. Siendo asi, el uso de
la nieve carbdnica podria ser considerado como una técnica interesante para obtener
vinos con baja astringencia, mientras que la técnica de maceracidon prefermentativa
podria conducir a vinos con alto nivel de astringencia, aunque podrian ser apropiados
para vinos destinados a envejecimiento.
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V.1.2.2 COMPROBACION DEL EFECTO DE LOS ENZIMAS DE MACERACION SOBRE LA
EXTRACCION DE PROANTOCIANIDINAS DE SEMILLAS

Para comprobar si realmente los enzimas de maceracion tienen capacidad para
actuar sobre las paredes celulares de las células de las semillas, liberando asi las
proantocianidinas presentes en las mismas, se llevé a cabo un ensayo con semillas de
uva de las variedades Monastrell y Cabernet Sauvignon, tanto en un medio acuoso
como en un medio hidroalcohdlico y en ausencia y en presencia de diferentes enzimas
puras y el enzima comercial utilizado en el proceso de elaboracion del vino, analizando

la presencia de proantocianidinas en los distintos medios.

Las tablas V.1 y V.2 muestran los resultados de la concentracion y composicion
de proantocianidinas de las variedades Monastrell y Cabernet Sauvignon en ambos

medios.

Los resultados para la variedad Monastrell, tanto en medio acuoso o
hidroalcohdlico (Tabla V.1) confirman la presencia de cantidades significativas de
proantocianidinas después del proceso de maceracion en la solucion modelo, incluso en
el caso de la soluciédn control sin enzima o alcohol (solucién acuosa), aunque, en
presencia de etanol, la extraccion de proantocianidinas de las semillas se incrementé en
un 43% comparado con la solucidn acuosa control. El etanol puede facilitar la
eliminacion de los lipidos que recubren la semilla (Glories y Saucier, 2000),
promoviendo ademas, una mayor degradacion de la cuticula y de las paredes celulares
de las células donde se encuentran presentes las proantocianidinas y favoreciendo la

difusion de las mismas al medio.

Respecto a la aplicacidn de los diferentes enzimas en medio acuoso, se observa
que la celulasa y la poligaracturonasa y el enzima comercial incrementan la extraccién
de proantocianidinas, mientras que el uso de xilanasa y pectinmetilesterasa no
incrementaron los valores de proantocianidinas de forma significativa con respecto a la
solucién testigo sin enzima. La poligalacturonasa consigue triplicar el contenido de

proantocianidinas y la celulasa duplicarlo, mientras que el complejo enzimatico
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comercial (que posee todas estas actividades) consigue cuadriplicar en el medio los

valores de estos compuestos.

Tabla V.1 Concentracién y composicion de proantociandinas en semillas de Monastrell en soluciéon
acuosa e hidroalcohdlica tras la adicion de diferentes enzimas.

Testigo Celulasa PG Xilanasa PE EV

Solucién acuosa

PAs (mg/L) 1126 a 2402 b 3345 ¢ 1535 ab 1168 a 4622 d
GPm 8,9a 9,5ab 9,1a 10,3 c 9,9 bc 9,0a
%Galoilacion 90a 10,6 b 14,7 c 10,6 b 7,9a 15,4 c

Solucién hidroalcohdlica

PAs (mg/L) 1616 a 4851 ¢ 4501 ¢ 2444 b 4603 ¢ 7727 d
GPm 9,1cd 8,9c 9,2 cd 9,3d 7,7 a 8,3b
%Galoilacion 10,2 a 13,1b 15,4 c 10,8 a 10,3 a 15,7 c

Abreviaciones. PG, poligalacturonasa; PE, pectinmetilesterasa; EV, enozym vintage; PAs,
proantocianidinas; GPm, grado medio de polimerizacidn. Letras diferentes en una misma fila y para cada
tipo de solucion indica diferencias estadisticamente significativas (P<0,05).

El incremento del contenido de proantocianidinas en el medio con la actuacién
de celulasa y poligalacturonasa y del enzima comercial es un resultado esperado ya que
estos enzimas pueden conseguir una mayor degradacién de la pared celular de las

semillas, ya que ésta pared esta compuesta por hemicelulosa, celulosa y pectinas.

Glories et al. (2003) ya observaron un efecto positivo de la poligalacturonasa y
celulasa en la degradacién del hollejo de la uva y la liberacion de proantocianidinas.
Estos autores describieron como la actividad poligalacturonasa degrada la laminilla
media y la pared primaria, favoreciendo la liberacién de proantocianidinas
principalmente granulados del interior de la vacuola, mientras que la celulasa degrada
las fibras de celulosa, permitiendo la liberacién de proantocianidinas de la pared. Un

efecto similar debe ocurrir en las estructuras de las semillas.
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La pectinmetilesterasa no incrementa la extracciéon de proantocianidinas de
semillas. Este efecto podria ser explicado por el tipo de ruptura que este enzima
cataliza. Este enzima lleva a cabo la desesterificacidon de la pectina, lo cual favorece la
actuacion secuencial de otros enzimas, sin embargo, cuando la pectinmetilesterasa se
aplica sola en la solucién parece no tener efecto. Lo mismo ocurre con xilanasa (uno de
los enzimas que degradan la hemicelulosa), la cual, por si sola no tiene capacidad

suficiente para degradar las paredes celulares de las semillas.

Con la presencia de alcohol, los enzimas también consiguen una mayor difusién
de proantocianidinas al medio, ya que el etanol puede ayudar a la solubilizacién de los
componentes de las paredes celulares (Sun-Waterhouse et al.,, 2011). En este caso,
todas las soluciones enzimaticas, incluyendo la pectinmetilesterasa (la cual no tenia
efecto en solucidn acuosa), incrementa el triple el contenido de proantocianidinas,
mientras que con el complejo enzimatico el incremento es alrededor de seis veces,
indicando que este es mas efectivo en la extraccidén de proantocianidinas que cualquier
actividad enzimatica individual. Estos resultados sugieren que, para las semillas de
Monastrell, la accién del alcohol y los enzimas es sinérgica. La degradacion de las capas
externas de las semillas por el alcohol facilita el acceso de los enzimas a las diferentes

estructuras.

El grado medio de polimerizacion de las proantocianidinas se incrementa
ligeramente con la adicion de enzimas, aunque solo se observan diferencias
significativas respecto al testigo con los enzimas xilanasa y pectinmetilesterasa. Esto
puede ser debido a que estos enzimas actlen solamente sobre las paredes de las
células de las semillas, lugar donde se encuentran las proantocianidinas mas
polimerizadas (Geny et al., 2003), mientras que los otros enzimas pueden también
llegar hasta zonas mas internas de las células (la laminilla media rica en pectinas)
favoreciendo la salida de proantocianidinas menos polimerizadas, viéndose de esta
manera compensado el tamafio de las mismas. La presencia de etanol no produce
cambios en los valores de GPm, excepto en el caso de la pectinmetilesterasa y el

enzima comercial, donde las proantocianidinas presentan un menor GPm.
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En el caso del porcentaje de galoilacidén, este aumenta significativamente en
presencia de cualquiera de los enzimas, excepto en el caso de la pectinmetilesterasa en
ambos medios y también de xilanasa en medio hidroalcohélico. El complejo enzimatico
y la poligalacturonasa presentan las proantocianidinas mas galoiladas. Geny et al.
(2003) encontraron que la proporcion de (-)-epicatequina-3-O-galato era mayor en la
fraccion de las paredes celulares que en la fraccion interna de las células de las semillas,
por lo que una mayor degradacion de dichas paredes por parte de estos enzimas podria

favorecer una mayor liberacion de proantocianidinas mas galoiladas.

Con la presencia de etanol, destaca un incremento importante en las unidades

galoiladas de extensién por parte de celulasa y poligalacturonasa.

La Tabla V.2 muestra los resultados obtenidos para semillas de Cabernet
Sauvignon. Para las dos soluciones control (en ausencia o en presencia de alcohol) se
obtienen valores de proantocinaidinas superiores respecto a los encontrados para
Monastrell. Ademas, en presencia de alcohol ese incremento es del 80% frente al 43%
obtenido para Monastrell. Estas diferencias observadas pueden ser debidas a diferentes
concentraciones de proantocianidinas en las semillas de ambas variedades y también,
posiblemente la existencia de diferencias a nivel estructural entre las semillas de ambas

variedades.

Con la aplicacion de enzimas, y en ambos medios, el incremento en el contenido
de proantocianidinas es significativo solamente con el enzima celulasa y el enzima
comercial. En general, los incrementos observados son mds bajos cuantitativamente

gue aquellos obtenidos con semillas de Monastrell.

En el caso del GPm, este es menor para las proantocianidinas de semillas de
Cabernet Sauvignon que para aquellas presentes en semillas de Monastrell. En
presencia de los diferentes enzimas y en medio acuoso, el valor de GPm es mayor con
xilanasa y menor con celulasa y poligalacturonasa (ambos comparados con la solucién
control), pero en presencia de etanol, sélo las proantocianidinas presentes en la

soluciéon control estdn mas polimerizadas.
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Tabla V.2 Concentracion y composicion de proantociandinas en semillas de Cabernet Sauvignon en
solucién acuosa e hidroalcohdlica tras la adicién de diferentes enzimas.

Testigo Celulasa PG Xilanasa

Solucién acuosa

PAs (mg/L) 2572 ab 3897d 2872 bc 2254 a 3135bcd 3464 cd
GPm 7,0c 55a 5,9 ab 7,8d 6,4 bc 6,2 ab
%Galoilacion 9,2c 9,2c 8,8 bc 6,7 a 8,1b 9,5c

Solucién hidroalcohdlica

PAs (mg/L) 4659 a 5751d 5161 bc 4525 a 5452 cd 4883 ab
GPm 8,6d 5,4a 8,2cd 8,0 bcd 7,2b 7,4 bc
%Galoilacion 10,8 a 11,0 ab 11,4b 116¢ 10,9 ab 11,0 ab

Abreviaciones. PG, poligalacturonasa; PE, pectinmetilesterasa; EV, enozym vintage; PAs,
proantocianidinas; GPm, grado medio de polimerizacidn. Letras diferentes en una misma fila y para cada
tipo de solucidn indica diferencias estadisticamente significativas (P<0,05).

El porcentaje de galoilacién de las proantocianidinas de las semillas de Cabernet
Sauvignon es muy similar al de aquellas presentes en Monastrell y este se incrementa
solo ligeramente con la presencia de etanol. Gonzalez-Manzano et al. (2004) también
observaron un incremento en el contenido de derivados galoilados con el aumento del

porcentaje de etanol en el medio.

Con el uso de enzimas, y en medio acuoso, el porcentaje de galoilacion o bien no
se ve afectado, como el caso de la celulasa, poligalacturonasa y el enzima comercial, o
bien disminuye con pectinmetilesterasa y xilanasa. En medio etandlico, este aumenta
ligeramente con la aplicacidn de todos los enzimas, aunque sélo con poligalacturonasa

lo hace de forma mas significativa.

El diferente comportamiento observado en los enzimas con semillas de
Cabernet Sauvignon respecto al obtenido en las semillas de Monastrell en el mismo
medio, puede ser indicativo de la existencia de diferencias a nivel estructural y
composicion entre las semillas de ambas variedades. Estas diferencias ya fueron

encontradas por Ortega-Regules et al. (2008) a nivel del hollejo.
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Los resultados de este estudio muestran, por tanto, que los enzimas de
maceracion normalmente usados en el proceso de elaboracion del vino para
incrementar el color, pueden favorecer la extraccion de proantocianidinas de las
semillas (y no solamente del hollejo), especialmente aquellos ricos en las actividades
celulasa y poligalacturonasa, aunque el efecto serd mds o menos marcado dependiendo

de la variedad de uva.

V.1.2.3 CONCENTRACION Y COMPOSICION DE LAS PROANTOCIANIDINAS DE VINOS DE
MONASTRELL, CABERNET SAUVIGNON Y SYRAH.

En las tablas V.3, V.4, V.5 y V.6 se observan, para vinos elaborados con uvas de
las variedades Monastrell, Cabernet Sauvignon y Syrah, las distintas concentraciones y
composiciones de las proantocianidinas de los vinos control y de los vinos obtenidos
con los distintos tratamientos enoldgicos aplicados. Los vinos fueron analizados un mes

después de finalizar la fermentacién malolactica.

V.1.2.3.1 Concentracion y composicion de proantocianidinas de los vinos control de

las tres variedades

Comparando los tres vinos control (Tabla V.3), el vino de Syrah mostré el
contenido mas bajo de proantocianidinas, el menor grado medio de polimerizacion y

mayor porcentaje de galoilacidn.

Los vinos de Monastrell y Cabernet Sauvignon presentan un perfil similar,
aunque el vino de Cabernet Sauvignon mostré valores mas altos de proantocianidinas,

GPm y porcentaje de galoilacién que el vino de Monastrell.

Adams y Scholz (2007), utilizando el método de la precipitacion proteica para la
cuantificacion de proantocianidinas, encontraron valores mas bajos de
proantocianidinas para vinos de Syrah (484 mg/L). Romero-Cascales (2005), utilizando

también el método de precipitacién proteica, obtuvo valores de taninos muy similares
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a los actuales en los vinos de Cabernet Sauvignon y Syrah y valores mas bajos para
Monastrell. No se puede olvidar que el contenido en proantocianidinas puede cambiar
notablemente afio a afio. Esto lo puso de manifiesto Cosme et al. (2009) al encontrar
concentraciones de proantocianidinas comprendidas entre 289-776 mg/L para los vinos

de Cabernet Sauvignon a lo largo de tres afios.

Tabla V.3 Concentracién y composicion de proantocianidinas en vinos de Monastell, Cabernet

Sauvignon y Syrah.

Monastrell Cabernet S. Syrah
Taninos (mg/L) 8349b 845,1c 591,6 a
Taninos (mg/g) 25,6 b 25,9b 17,5a
GPm 6,2b 6,6 c 30a
%Galoilacion 2,6a 3,6b 50c
%Cat-term 10,4 b 9,8a 16,5¢
%Ecat-term 4,3 a 4,83 16,1b
%Ecatg-term 0,2a 0,5b 0,6b
%Cat-ext 2,0a 2,2b 3,0c
%Ecat-ext 60,5c¢ 439a 46,9 b
%Egcat-ext 20,2 b 35,8¢ 12,5a
%Ecatg-ext 2,4 a 3,1b 45c

Abreviaciones. GPm, grado medio de polimerizacidn; Cat-term, (+)-catequina terminal; Ecat-term, (-)-
epicatequina terminal; Cat-ext, (+)-catequina de extensidn; Ecat-ext, (-)-epicatequina de extension;
Egcat-ext, (-)-epigalatocatequina de extensidn; Ecatg-ext, (-)-epicatequinagalato de extension. Letras
diferentes en una misma fila indica diferencias estadisticamente significativas (P<0,05).

Como se ha comentado anteriormente, la (-)-epigalocatequina de extensién
detectada en los vinos solo puede proceder de los hollejos. Los valores mas altos del
porcentaje de esta subunidad, con respecto al total de subunidades, se han encontrado
en los vinos de Cabernet Sauvignon y los mas bajos en los vinos de Syrah. Con respecto
a las unidades terminales, (+)-catequina fue la predominante en los vinos de Monastrell
y Cabernet Sauvignon, mientras que los vinos de Syrah presentaron porcentajes
similares de (+)-catequina y (-)-epicatequina. En cuanto a las unidades de extensiodn, la

(-)-epicatequina fue la mas importante en los tres vinos.
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Aplicando el método propuesto por Peyrot de Gachons y Kennedy (2003) a
nuestros resultados, el porcentaje de proantocianidinas de hollejos es respectivamente
del 73,4 para vinos de Monastrell, 72,4 para Cabernet Sauvignon y 54,3 para vinos
Syrah. Comparando con los resultados de Peyrot des Gachons y Kennedy (2003), estos
autores encontraron valores de proantocianidinas de hollejos del 56,6% en vinos de
Pinot Noir, después de 8 dias de fermentacién, mientras que Cerpa-Calderon y Kennedy
(2008) en el dia 9 de fermentacion encontraron que el 73% de los taninos en vinos de
Merlot provenia de los hollejos. Sampaio et al. (2009) encontraron una extraccién de
taninos del hollejo y semillas respectivamente del 41,7 y 57,6% en vinos terminados de
Pinot Noir elaborados a nivel industrial. Estos resultados mostraron que las
proantocianidinas de los hollejos proporcionan, en general, mas del 50% de las

proantocianidinas presentes en el vino.

Otro dato que puede ser interesante seria el calculo del porcentaje de
extraccién de las proantocianidinas del hollejo y las semillas a partir de los valores
tedricos maximos que, en funcién de los valores medidos en la uva, podrian haber sido
encontrados en el vino. Teniendo en cuenta que el rendimiento en vino en nuestra
prensa fue del 0,65 L/kg, la concentracion potencial de proantocianidinas de hollejos y
semillas (en funcion de la concentracién medida en las uvas) serd respectivamente de
1109 y 2404 mg/L para el vino de Monastrell, 1027 y 3239 mg/L para el vino de
Cabernet Sauvignon y 434 y 3095 mg/L para el vino de Syrah. Teniendo en cuenta las
cantidades encontradas realmente en los vinos control, esto supuso un porcentaje de
extraccion de proantocianidinas de hollejos y semillas respectivamente del 55,3y 9,2%
para Monastrell, 59,6 y 7,18% para Cabernet Sauvignon y 74,1 y 8,7% para Syrah.
Cerpa-Calderon y Kennedy (2008), también observaron que la cantidad de taninos
extraidos durante la fermentacién era una pequefia fraccién comparada con la
encontrada en la uva en el momento de vendimia, aunque ellos encontraron
porcentajes de proantocianidinas de hollejos mas bajos y de semillas mas altos que los
nuestros, respecto a la maxima extraccién tedrica. La comparacion entre variedades
indica que hay muy pocas diferencias entre las tres variedades en cuanto a la cantidad

de taninos que se extraen de las semillas y, sin embargo, hay diferencias notables en
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cuanto a la extraccion de proantocianidinas de los hollejos. Los valores de Cabernet
Sauvignon y Monastrell son similares pero Syrah mostré mucha mayor difusion de sus

proantocianidinas del hollejo al vino.

V.1.2.3.2 Efecto de distintos tratamientos enoldgicos sobre las proantocianidinas de

los vinos

Los resultados del efecto de las distintas técnicas enoldgicas para los vinos de

Monastrell se muestran en la Tabla V.4.

Cuando finalizé la elaboracién del vino de Monastrell, y comparando los tres
tratamientos con el vino testigo, se puede observar un ligero aumento, aunque no
estadisticamente significativo, en el contenido de proantocianidinas para la vinificacién
donde se usé el enzima de maceracion o la nieve carbdnica, siendo el incremento

estadisticamente significativo en el caso del vino con maceracion prefermentativa.

Tabla V.4 Concentracion y composicion de proantocianidinas en los vinos de Monastrell y sus distintos
tratamientos.

\'[e VMPF VEM VNC
Taninos (mg/L) 834,943 1111,4b 926,3 a 926,5 a
Taninos (mg/g) 25,6 a 359b 27,8 a 26,8 a
GPm 6,2a 6,4 ab 6,8 bc 6,9c¢c
%Galoilacion 2,6b 3,3c 2,6b 2,0a
%Cat-term 10,4 b 9,7a 9,9ab 9,8a
%Ecat-term 43b 3,6a 3,5a 3,7a
%Ecatg-term 0,2a 0,5b 0,2a 0,2a
%Cat-ext 2,0a 2,4b 1,8a 1,8a
%Ecat-ext 60,5a 60,8 a 61,2 a 62,5b
%Egcat-ext 20,2 a 20,2 a 210a 20,2 a
%Ecatg-ext 2,4b 2,8¢C 2,3b 1,8a

Abreviaciones. VC, vinificacion control; VEM, vinificacidn con un enzima de maceracién; VMPF,
vinificaciéon con maceracion prefermentativa en frio; VCN, vinificacién con nieve carbdnica; GPm, grado
medio de polimerizacion; Cat-term, (+)-catequina terminal; Ecat-term, (-)-epicatequina terminal; Cat-
ext, (+)-catequina de extensidén; Ecat-ext, (-)-epicatequina de extensién; Egcat-ext, (-)-
epigalatocatequina de extensidn; Ecatg-ext, (-)-epicatequinagalato de extensidon. Letras diferentes en
una misma fila indica diferencias estadisticamente significativas (P<0,05).
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Lo mismo observaron Alvarez et al. (2005), que también encontraron un efecto
positivo de la maceracion prefermentativa en la concentracion y polimerizacion de
proantocianidinas y el color y estabilidad en vinos de Monastrell. Estos autores
observaron que la concentracion polifendlica no estaba directamente relacionada con
la duracién de los tratamientos, ya que los resultados no mejoraban al incrementar el

tiempo de maceracién prefermentativa.

En los vinos de Cabernet Sauvignon (Tabla V.5), el contenido de
proantocianidinas es superior con la aplicacién de la maceracién prefermentativa y el
enzima comercial, consiguiendo un incremento del 13,2 y 11% respectivamente con
respecto al vino control, mientras que el tratamiento de nieve carbdnica presenta

valores mas parecidos al testigo.

Tabla V.5 Concentracion y composicion de proantocianidinas en el vino de Cabernet Sauvignon y sus
distintos tratamientos.

VT VMPF VE VCN
Taninos (mg/L) 845,1a 957,0b 937,6 b 819,6 a
Taninos (mg/g) 25,9 a 28,2 b 28,2 b 25,0 a
GPm 6,6 C 5,2a 6,1b 55a
%Galoilacion 3,6a 45c 42 b 41b
%Cat-term 9,8a 11,6 b 10,2 a 11,6 b
%Ecat-term 4,8a 6,8d 56b 6,2¢C
%Ecatg-term 0,5a 0,7c 0,6b 0,5a
%Cat-ext 2,2a 2,7c 2,5b 2,7c¢
%Ecat-ext 439a 48,5 bc 47,0b 49,5c
%Egcat-ext 35,8¢c 259a 30,6 b 25,9a
%Ecatg-ext 3,1a 3,8¢C 3,6b 3,6b

Abreviaciones. VC, vinificacion control; VEM, vinificacidn con un enzima de maceracién; VMPF,
vinificaciéon con maceracion prefermentativa en frio; VCN, vinificacién con nieve carbdnica; GPm, grado
medio de polimerizacion; Cat-term, (+)-catequina terminal; Ecat-term, (-)-epicatequina terminal; Cat-
ext, (+)-catequina de extensidén; Ecat-ext, (-)-epicatequina de extensién; Egcat-ext, (-)-
epigalatocatequina de extensidn; Ecatg-ext, (-)-epicatequinagalato de extensidon. Letras diferentes en
una misma fila indica diferencias estadisticamente significativas (P<0,05).

En los vinos de Syrah se observan pequefias diferencias (Tabla V.6). El

tratamiento de maceracidon prefermentativa en frio incrementé el contenido de
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proantocianidinas, mientras que con el enzima y la nieve carbdnica los valores fueron

inferiores al vino testigo.

Gil-Mufioz et al. (2009) no observaron un aumento en el contenido de
proantocianidinas en vinos de Syrah con la aplicacién de diferentes tratamientos a una
temperatura prefermentativa baja. Como indicaron los datos sobre el porcentaje de
extraccién de las proantocianidinas del hollejo al vino, la variedad Syrah no parece
tener dificultades en extraer sus proantocianidinas, por lo que técnicas enoldgicas
como los enzimas de maceracién o la nieve carbdnica, encaminadas a favorecer la
degradacion de paredes celulares rigidas, no tienen efecto en los vinos de esta

variedad.

Tabla V.6 Concentracidn y composicion de proantocianidinas en el vino de Syrah y sus distintos
tratamientos.

VT VMPF VE VCN
Taninos (mg/L) 591,6 bc 615,7 c 467,1 ab 445,8 a
Taninos (mg/g) 17,5b 19,1b 13,5a 13,5a
GPm 30b 2,6a 3,0b 2,6a
%Galoilacion 50a 56b 5,5ab 5,3 ab
%Cat-term 16,5a 17,2 a 16,4 a 18,4 a
%Ecat-term 16,1a 20,3 b 16,1a 20,1b
%Ecatg-term 0,6a 1,0b 0,7a 0,7a
%Cat-ext 3,0a 3,4b 2,9a 2,9a
%Ecat-ext 46,9b 43,6 ab 45,4 b 39,9a
%Egcat-ext 12,5b 10,0 a 13,7b 13,5b
%Ecatg-ext 4,5a 4,6 a 4,8 a 4,6 a

Abreviaciones. VC, vinificacion control; VEM, vinificacion con un enzima de maceracion; VMPF,
vinificaciéon con maceracion prefermentativa en frio; VCN, vinificacién con nieve carbdnica; GPm, grado
medio de polimerizacién; Cat-term, (+)-catequina terminal; Ecat-term, (-)-epicatequina terminal; Cat-
ext, (+)-catequina de extension; Ecat-ext, (-)-epicatequina de extensidn; Egcat-ext, (-)-
epigalatocatequina de extensidn; Ecatg-ext, (-)-epicatequinagalato de extension. Letras diferentes en
una misma fila indica diferencias estadisticamente significativas (P<0,05).

En cuanto a la composicion de las proantocinidinas, los diferentes tratamientos
no modifican los porcentajes de (-)-epigalocatequina en los vinos Monastrell, pero si

disminuyen, con respecto al control, para los de Cabernet Sauvignon y Syrah. Se
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encontraron pequefias diferencias en cuanto al GPm para los vinos de Monastrell y
Syrah (sdlo se observé un incremento en los vinos de Monastrell que fueron tratados
con nieve carbdnica). Para el caso de Cabernet Sauvignon, este mismo parametro

disminuye en todos los tratamientos respecto al vino control.

El porcentaje de galoilacidn se incrementa en todos los vinos tratados con nieve
carbdnica (aunque este incremento no fue significativo en vinos de Syrah). Este
resultado Ilama la atencidn ya que se esperaria que la aplicacién de técnicas de bajas
temperaturas y las enzimas de maceracion, las cuales deberian ayudar a la degradacion
fisica de las paredes celulares del hollejo, incrementaran la cantidad de
proantocianidinas derivadas del hollejo en estos vinos, pero nuestros resultados indican
gue no es esto lo que sucede. El que el porcentaje de (-)-epigalocatequina no se
incremente, unido a un descenso o estabilizacion del GPm y a un incremento en los
valores del porcentaje de galoilacion, es indicativo de que el incremento de las
proantocianidinas es debido principalmente a un incremento de aquellas procedentes
de las semillas. La justificacion de estos fendmenos observados ya ha sido comentada

en el punto anterior.

Estos resultados también muestran que la aplicacidon del enzima tiene solo un
efecto limitado sobre la concentracidon y composicion de proantocianidinas a diferencia
de los resultados de Ducasse et al. (2010), quienes observaron mayores contenidos de
proantocianidinas en vinos de Merlot tratados con la aplicacion de enzimas, un
aumento en el porcentaje de galoilacién y un alto porcentaje de (-)- epigalocatequina,
lo que indica que este tratamiento favorecid en estos vinos la extracciéon de
proantocianidinas de mayor peso molecular, como consecuencia de una mayor

degradacion enzimatica de la pared celular de la piel.

Uno de los analisis multivariantes que normalmente son utilizados para
determinar si las diferentes variables medidas en los vinos pueden proporcionar una
separacion entre muestras es el andlisis cluster (Figura V.1). Este andlisis tiene como
objetivo buscar grupos similares de muestras sin conocimiento alguno de su
procedencia, variedad o tratamiento enoldgico utilizado y fue utilizado con el fin de
determinar si existia algin agrupamiento de las muestras en funcién de la técnica
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enoldgica utilizada, utilizando como variables, los datos de la composicién de las
proantocianidinas de los distintos vinos. El analisis indica que las muestras de vino se
agrupan en funcidn del tipo de variedad de uva y no por la técnica enoldgica aplicada.
Hay dos grupos claramente diferenciados, por un lado tenemos los vinos de Monastrell
y Cabernet Sauvignon, ambos muy similares y por otro lado tenemos un cluster que
agrupa a los vinos de Syrah. Estos resultados fueron muy similares a los encontrados
por Harbertson et al. (2008), quienes estudiaron las proantocianidinas de vinos
comerciales (elaborados bajo diferentes condiciones enolégicas) a partir de cinco
variedades de uva, de tres paises y tres continentes. Estos autores observaron que los
vinos elaborados a partir de diferentes variedades de uva podrian ser diferenciados
unos de otros en funcion a la concentracién media de proantocianidinas, aunque a

veces hubiera cierta superposicion.

Figura V.1. Andlisis cluster de los distintos tratamientos y variedades relacionadas con el contenido de
proantocianidinas (VT: vinificacidon testigo, VE: vinificacién con un enzima de maceracion, VMPF:
vinificaciéon con maceracidn prefermentativa en frio, VCO2: vinificacidn con nieve carbodnica).
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Por tanto, los resultados obtenidos muestran que los diferentes tratamientos
solo conducen a pequefias diferencias en el perfil proantocianidinico cuantitativo y
cualitativo en los vinos, siendo estas diferencias mayores con la aplicacion de la
maceracion prefermentativa a baja temperatura. Los resultados también indican que
cuando se observa un incremento en la concentracién de proantocianidinas es
principalmente debido a un incremento de aquellas procedentes de semillas incluso
con el tratamiento de maceracidon prefermentativa en frio, el cual tiene lugar en
ausencia de etanol, sugiriendo que el etanol no es fundamental para la extraccion de

proantocianidinas de semilla.
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V.2 EFECTO DEL TIEMPO DE MACERACION EN EL CONTENIDO Y
COMPOSICION DE PROANTOCIANIDINAS EN EL VINO DE LAS
VARIEDADES MONASTRELL, CABERNET SAUVIGON Y SYRAH

V.2.1 INTRODUCCION

Es en el periodo de maceraciéon de los hollejos y semillas con el mosto-vino
cuando los compuestos fendlicos de la uva, entre ellos las proantocianidinas, van a
difundir al vino, aunque sélo una parte del total de los fenoles de la uva seran
extraidos de las pieles, las semillas y la pulpa (Singleton y Draper, 1964; Kantz y

Singleton, 1991; Boulton, 1995; Klenar et al., 2004).

La extraccion de los taninos puede ser descrita como una difusién (Boulton,
1995). Esta difusion incluye los flavan-3-oles, sus oligdmeros de 2 a 8 unidades,
polimeros de mayor nimero de unidades y también algunas formas galoiladas de ellos.
Los taninos de los hollejos y semillas poseen diferentes cinéticas de extraccién. La
mayor parte de los taninos de los hollejos, debido a su localizacién, comienzan a
solubilizarse conjuntamente con los antocianos, si bien su extraccidn se prolonga
mucho mas en el tiempo. Por el contrario, los taninos de las semillas presentan una
difusion mas lenta, la cual se acelera hasta mitad de la fermentacion, cuando el alcohol
facilita la disolucion de la cuticula. Por tanto, esta diferente dindmica de extraccidén de
los flavanoles y procianidinas desde las semillas al mosto-vino es un aspecto
importante al considerar la extensién del tiempo de maceracion (Singleton y Draper,
1964; Boulton, 1995). Ademas, los trabajos de Fournand et al. (2006) indican que
también el tiempo de maceracion puede influir sobre el tipo de tanino extraido, ya
gue determinaron que la extractibilidad de los taninos parece ser dependiente del
tamafio de las moléculas, siendo las de mas alto grado de polimerizacion mas
dificilmente extraidas. Por supuesto no hay que olvidar que otros factores como la

temperatura durante la fermentacién, la renovacion del mosto-vino que impregna las
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partes sélidas y la adicion de SO, van a influir positivamente en la acumulacién de

estos compuestos en el vino (Oszmanski et al., 1986).

Otro hecho que se ha observado es que la presencia de antocianos en un vino
tinto es muy importante para la extraccion y retencion en solucion en grandes
cantidades de taninos oligdmeros y polimeros (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 formacién de aductos antociano-tanino.

Tradicionalmente, la maceracidon corta es empleada para obtener vinos
jévenes, de consumo rapido, 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 y astringentes, ya que es esperable menos cantidad de taninos de las
semillas (Gil-Mufioz et al., 1999; Gémez-Plaza et al., 2001; Zamora, 2003; Llaudy et al.,

2008) (Figura V.2).

Figura V.2 Influencia del tiempo de maceracion en las sensaciones tanicas de los vinos (Zamora, 2003).
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El tiempo de maceracién se alargara en la elaboracién de vinos que
experimentaran un proceso de envejecimiento, para obtener la estructura necesaria y
poder garantizar la estabilidad del color (Auw et al., 1996). Estos vinos suelen pasar un
tiempo de afinamiento en botella, por lo que con el aumento del tiempo de
maceracidon la astringencia no tiene por qué volverse excesiva e incluso puede

disminuir después de este periodo (Scudamore-Smith et al., 1990; Sims y Bates, 1994).

En este estudio se pretende poner realmente de manifiesto como es la
dindmica de extraccion de taninos desde el hollejo y las semillas durante 20 dias de
maceracion, si esta dinamica es diferente dependiendo de la variedad de uva y como
es la composicion tanica de los vinos que resultan de elaboraciones con 5, 10 o 20 dias

de maceracién fermentativa.

V.2.2 RESULTADOS

V.2.2.1 EVOLUCION DEL CONTENIDO Y COMPOSICION DE PROANTOCIANIDINAS
DURANTE LA MACERACION FERMENTATIVA

En los gréaficos V.5-V.10 se puede observar la evolucion de proantocianidinas
totales, proantocianidinas procedentes del hollejo y de las semillas, asi como la
composicion de las mismas durante 20 dias de maceracién fermentativa de uvas
Monastrell, Cabernet Sauvignon y Syrah del afio 2010. Las muestras fueron analizadas

cada dos dias.

V.2.2.1.1 Concentracion de las proantocianidinas

En general, la cinética de extraccion de las proantocianidinas totales de la uva
(Gréfico V.5) mostré una extraccidn rapida durante los primeros dias de maceracién,
seguida de una estabilizacidon o ligera extraccién (como en el caso de la variedad

Monastrell), observandose un descenso hacia el final del proceso.
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Es conocido que la concentracién de proantocianidinas se incrementa durante
el proceso de maceracion fermentativa, y que estos compuestos siguen extrayéndose
después que el contenido de antocianos en el mosto-vino haya alcanzado el maximo
valor y ademas, altos niveles de prantocianidinas pueden estabilizar los antocianos y el
color del vino (Gémez-Plaza et al., 2001). El incremento en la extraccién de
proantocianidinas también puede conducir a una mayor formacién de pigmentos

poliméricos (Sacchi et al., 2005).

Grafico V.5 Evolucion de la concentracion de proantocianidinas totales (mg/L) durante el proceso de
maceracion.
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A los dos dias de maceracion, no se observaron diferencias en el contenido de
proantocianidinas entre los mostos-vinos de las tres variedades, aunque estas fueron
incrementandose con el aumento del tiempo de maceracién, debido a la diferente
velocidad de difusién de las proantocianidinas segun la variedad. Esta velocidad de
difusion fue mayor para las proantocianidinas de Syrah, seguidas de aquellas de

Cabernet Sauvignon y siendo mucho menor para aquellas de Monastrell.
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Para las tres variedades estudiadas, la concentracién mds alta de
proantocianidinas fue alcanzada a los 10 dias de maceracion en el vino de Cabernet
Sauvignon (950 mg/L), en el dia 12 por el vino de Syrah (1053 mg/L) y en el dia 18 en el
vino de Monastrell (649 mg/L). Después de la maxima extraccion, los valores de
proantocianidinas se mantuvieron estables para los vinos de Cabernet Sauvignon vy
Syrah, aunque cerca del final del proceso de maceracién la concentracién de estos
compuestos disminuyd ligeramente.

Durante todo el proceso de contacto de las partes sélidas de la uva con el
mosto-vino, el vino de Syrah presentd el mayor contenido de proantocianidinas
totales, aunque las uvas de Syrah presentaron el mas bajo contenido de
proantocianidinas del hollejo y un contenido similar de proantocianidinas de las
semillas al de las otras variedades. Las uvas de la variedad Monastrell dieron vinos con
el mas bajo contenido de proantocianidinas, mientras que las de Cabernet Sauvignon
produjeron vinos con valores intermedios de estos compuestos. Romero-Cascales et al.
(2005) también demostraron en su estudio, que las uvas de Syrah con un contenido
mas bajo en proantocianidas del hollejo que las uvas de Monastrell y un similar
contenido en proantocianidinas de las semillas, dieron un vino con un contenido de
proantocianidinas totales similar al vino de Monastrell. Estos autores concluyeron que
el contenido de proantocianidinas presentes en un vino no se correlacionaba con el
contenido de estos compuestos en la uva pero si que lo hacia con la extractabilidad
fendlica, parametro que parece estar estrechamente relacionado con la diferente
composicion de las paredes celulares en las diferentes variedades (Ortega-Regules et

al., 2006).

La cantidad de proantocianidinas presentes en los vinos solo son una parte de
las proantocianidinas presentes en la uva y aunque esta cantidad se incrementa en el
vino con el tiempo de maceracidn, también parece depender bastante de la variedad
gue se trate, ya que la uva de Cabernet Sauvignon, la cual presentaba una mayor
cantidad de proantocianidinas, no dio el vino con mayor concentracién de estos
compuestos. Otros autores también encontraron contenidos de proantocianidinas en

el hollejo y semillas de la uva, antes del proceso de elaboracién, mucho mas altas que
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los niveles de las mismas encontrados en el vino (Adams et al., 2008). Parece ser que la
extraccion de taninos puede ser muy variable en funcién de la variedad y que las
medidas del contenido de taninos totales en uva, en ocasiones, no podrian ser Utiles
para predecir el contenido de taninos que puede ser esperado en el vino, lo cual
ratifica los resultados obtenidos en el capitulo anterior y aquellos observados por

Adam y Scholz (2009).

Teniendo en cuenta los valores de la composicién de las proantocianidinas
medidos en las uvas de partida y siguiendo el método descrito por Peyrot des Gayonsy
Kennedy (2003), fue posible calcular la contribucién del hollejo y de las semillas en la
composicion proantocianidinica del mosto-vino. Asi, la extraccidon de proantocianidinas
del hollejo durante la maceracidon también presentd una cinética de extraccién muy
diferente para las tres variedades (Grafico V.6), pero bastante similar al obtenido con

las proantocianidinas totales.

Grafico V.6 Evolucion de la concentracion de proantocianidinas del hollejo (mg/L) durante el proceso de
maceracion.
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Monagas et al. (2003) también indicaron que las proantocianidinas del vino
tenian un perfil mas similar a las proantocianidinas del hollejo que a aquellas de las
semillas. En los vinos de Syrah, la extraccidon de proantocianidinas del hollejo alcanzé
su valor maximo a los 8 de maceracion, y en los vinos de Cabernet Sauvignon en el dia
10. Después, en los vinos de ambas variedades se produjo una estabilidad en la
concentracién de estos compuestos, seguido de un ligero descenso hasta el momento

del descube.

El tiempo de estabilizacidon de los valores de proantocianidinas del hollejo es
mayor para Syrah que para Cabernet Sauvignon. Los trabajos de Cerpa-Calderdn vy
Kennedy (2008) con uvas de Merlot encontraron la maxima proporcién de
proantocianidinas extraidas del hollejo sobre el dia 9 de maceracion, seguida de una
estabilizacién en la concentracion de estos compuestos hasta el dia 18, periodo
durante el cual no hay mas extraccién. Estos autores sugirieron que esto podria reflejar
una adsorcion continua de las proantocianidinas extraidas con material de pared
celular presente en suspension y con células de levaduras. Ademas, también podria
existir una saturacién de los lugares de enlace disponibles por este material con las
proantocianidinas en solucién, tal que el ratio de adsorcién de las proantocianidinas
permaneciera estatico en un cierto punto durante la fermentacién. Recientemente, ha
sido demostrada la existencia de estas interacciones entre el material de pared celular
de la uva y las proantocianidinas, tanto del hollejo, como de las semillas (Bindon et al.,

2010a,b).

En el caso de los vinos de Monastrell, la extraccion de las proantocianidinas del
hollejo continud hasta el dia 18 de maceracidn, justo dos dias antes del descube,
siendo mas lenta y en cantidad inferior respecto a las otras variedades. La menor
extraccién en esta variedad puede estar relacionada con la mayor cantidad de material
de paredes celulares y el mayor grosor de las mismas encontrados por Ortega-Regules
et al. (2008) en comparaciéon con Syrah y Cabernet Sauvignon, ya que esto podria
actuar como una mayor barrera para la extraccién de las proantocianidinas localizadas

en el interior de las células del hollejo.
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Respecto a la extraccion de proantocianidinas de las semillas (Grafico V.7), la
cinética de extraccion fue muy similar para las tres variedades y ésta fue

incrementandose desde el inicio hasta el final del proceso de maceracién.

Grafico V.7 Evolucion de la concentracion de proantocianidinas de las semillas (mg/L) durante el
proceso de maceracion.
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Ademas, no se observaron diferencias en las cantidades extraidas para las tres
variedades, aunque estas fueron mds bajas comparadas con las proantocianidinas
extraidas del hollejo, especialmente para Cabernet Sauvignon y Syrah, ya que en el
caso de Monastrell, los valores de proantocianidinas tanto del hollejo, como de las
semillas fueron mas préximos. Estos resultados concuerdan con aquellos obtenidos
por Gonzalez-Manzano et al. (2004), Del Llaudy et al. (2008) y Cerpa-Calderén y
Kennedy (2008).

Numerosos autores han encontrado que las proantocianidinas del hollejo son
mas facilmente extraibles que las de las semillas, ya que la extraccidon en estas ultimas
requiere mayores tiempos de maceracién, siendo favorecida ademadas con el
incremento del contenido de etanol en el mosto-vino (Canals et al., 2005; Llaudy et al.,
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2008; Gonzdlez-Manzano et al., 2008). Recientemente, ha sido demostrado que el
etanol no es esencial para la extracciéon de proantocianidinas de las semillas, aunque
dicha extraccion es mas intensa y rapida con la presencia de éste (Hernandez-Jiménez

et al., 2012).

V.2.2.1.2 Composicion de las proantocianidinas

Durante el proceso de fermentacidn macerativa también se estudid la
evolucién de la composicidn de las proantocianidinas del mosto-vino. El grado medio

de polimerizacién de las proantocianidinas (GPm) se muestra en el Grafico V.8.

Grafico V.8 Evolucion del grado medio de polimerizacion de las proantocianidinas durante el
proceso de maceracion.
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Este pardmetro se incrementa rapidamente para el vino de Syrah, alcanzando el
maximo valor en el dia 4 de maceracion, mientras que para Cabernet Sauvignon vy
Monastrell este valor maximo es alcanzado dos dias mas tarde (en el dia 6). Después,
los valores de este parametro disminuyeron ligeramente para Monastrell, mientras

que en el caso de Syrah este descenso fue prdacticamente de 2 unidades,
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manteniéndose después estables hasta el dia 18 de maceracién. En Cabernet
Sauvignon también se encontré un ligero descenso en los valores de GPm, descenso
que ocurrié unos dias mas tarde que para las otras dos variedades. Al final del proceso
de maceracion, los valores de GPm se incrementaron ligeramente para las tres

variedades.

Aunque las proantocianidinas del vino de Syrah alcanzaron el mayor valor de
GPm seguidas de aquellas presentes en el vino de Cabernet Sauvignon durante los
primeros dias de maceracién, desde mitad del proceso de maceracién, el valor mas
alto de este pardmetro fue presentado por éstas Ultimas, mientras las
proantocianidinas del vino de Syrah mostraron valores intermedios comparados con
los vinos de las otras variedades. Este resultado puede ser debido a que las
proantocianidinas del hollejo de Cabernet Sauvignon estén mas polimerizadas que las

de las otras variedades.

Por tanto, el GPm de las proantocianidinas presentes en el vino sélo se va a ver
principalmente afectado los primeros dias de maceracién, lo cual no coincide con los
trabajos de Llaudy et al. (2008), quienes no encontraron grandes variaciones en los

valores de GPm tras la aplicacién de 25 dias de maceracion.

El incremento en los valores de GPm observado en la primera mitad de la
maceracién es coincidente con un incremento en la extraccion de proantocianidinas
del hollejo en los vinos, las cuales presentan una alta polimerizacion. Pero los valores
del GPm de las proantocianidinas del mosto-vino no alcanzan nunca valores tan altos
como los de las proantocianidinas de los hollejos. Esto puede ser debido a varias
causas: (a) la extraccion simultanea de proantocianidinas derivadas de las semillas, las
cuales estan menos polimerizadas y pueden compensar los valores de GPm, (b) por la
adsorcién de estos compuestos, principalmente por el material de la pared celular de
la pulpa en suspensién, con el cual las proantocianidinas del hollejo de alto peso
molecular tienen gran afinidad (Bindon et al.,, 2010a) (c) a procesos de oxidacién
(Poncet-Legrand et al., 2010) y de interaccidn con otros compuestos fendlicos

presentes en el vino y (d) la baja eficiencia del medio hidroalcohdlico que es el mosto-
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vino en la extraccion de proantocianidinas de alto peso molecular, tal y como hemos

demostrado previamente.

El porcentaje de galoilacidon de las proantocianidinas afecta tanto al amargor
como a la astringencia de los vinos (Lesschaeve y Noble, 2005). El valor de este
parametro se incrementd para todas las variedades hasta el dia 18 de maceracién
(Gréfico V.9), lo cual puede ser explicado por la aportacién cada vez mayor de
proantocianidinas de las semillas, las cuales son mas galoiladas que aquellas del
hollejo, disminuyendo después ligeramente en el momento del descube. Este
descenso puede ser debido a liberaciones de unidades de dacido gdlico de sus

correspondientes precursores galoilados (Singleton y Trouslade, 1983).

Grafico V.9 Evolucion del porcentaje de galoilacidn durante el proceso de maceracién.
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Aunque las proantocianidinas de los vinos de Monastrell mostraron durante los
primeros dias de maceracién valores mas bajos del porcentaje de galoilaciéon que
aquellas presentes en los vinos de las otras variedades, después, éste se incrementé
rapidamente, alcanzando el valor mas alto en el momento del prensado.

Contrariamente, las proantocianidinas de los vinos de Cabernet Sauvignon presentaron
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los valores mas bajos de este parametro. Estos resultados son consistentes con los

medidos en las uvas.

La evolucidn del porcentaje de (-)-epigalocatequina de extension durante el
periodo de maceracion nos informa sobre la evolucién del porcentaje del contenido de
prodelfidinas en el vino. Los valores de este parametro se incrementaron durante los
primeros dias de maceracién y después diminuyeron ligeramente hacia el final del
proceso (Grafico V.10). El descenso puede estar relacionado con procesos de oxidacién
de las proantocianidinas donde estd presente esta subunidad, ya que se ha indicado
que los flavan-3-oles trihidroxilados son mads susceptibles de ser oxidados durante el
proceso de fermentacion que aquellos dihidroxilados, como la (+)-catequina y (-)-
epicatequina, debido a diferencias en el potencial redox (Nanjo et al., 1996). Esto
podria explicar la menor proporcién de proantocinaidinas procedentes del hollejo en el
mosto vino con el avance de la maceracion (Aron y Kennedy, 2007), aunque también
es evidente que, ya que se esta hablando de porcentajes, el aporte de
proantocianidinas de las semillas, que no presentan (-)-epigalocatequina, contribuyan

a esa disminucion.

Grafico V.10 Evolucion del porcentaje de (-)-epigalocatequina de extension durante el proceso de
maceracion.
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El porcentaje de prodelfidinas fue diferente para los mostos-vinos de las tres
variedades. El porcentaje de prodelfinidinas del vino de Syrah alcanzo el valor maximo
en el dia 4 de maceracion y para Cabernet Sauvignon y Monastrell cuatro dias mas
tarde, mostrando el porcentaje mas alto de este parametro los mostos-vinos de
Cabernet Sauvignon y el mas bajo los de Monastrell, lo que vuelve a indicar lo dificil
que resulta extraer los compuestos fendlicos de los hollejos de uvas de la variedad
Monastrell. Francis et al. (2002) indicaron que altos contenidos de prodelfidinas en los
vinos pueden disminuir la sensacién de astringencia, pudiendo conferir al vino un

efecto mas suave en boca.

Por tanto, el incremento del tiempo de maceracién en este estudio influyo en la
extractabilidad de proantocianidinas totales y especialmente en aquellas procedentes
de las semillas y el porcentaje de galoilacion de las mismas. Pero también se ve
claramente que la variedad tiene un peso muy importante en el perfil
proantocianidinico del vino. Asi, los vinos de Cabernet Sauvignon y Syrah mostraron los
valores mas altos de proantocianidinas totales, sobre todo en el caso de ésta ultima
variedad, debido a un mayor peso de las proantocianidinas procedentes del hollejo.
Esto fue reflejado en valores mayores de GPm y del porcentaje de (-)-epigalocatequina,
mostrando ademas bajos valores del porcentaje de galoilacién. En cambio, el vino de
Monastrell presentd los valores mas bajos de proantocianidinas, las cuales estaban
menos polimerizadas, pero con un alto porcentaje de galoilaciéon y un valor menor del

porcentaje de (-)-epigalocatequina.

V.2.2.2 CONTENIDO Y COMPOSICION DE PROANTOCIANIDINAS EN EL VINO AL

FINAL DE FERMENTACION ALCOHOLICA TRAS LA APLICACION DE DIFERENTES
TIEMPOS DE MACERACION.

Las tablas V.7 y V.8 muestran el contenido y composicién de las

proantocianidinas, asi como las caracteristicas sensoriales de los vinos de Monastrell,
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Cabernet Sauvignon y Syrah elaborados con distintos tiempos de maceracion (5, 10 y

20 dias) al finalizar la fermentacion alcohdlica en el afo 2010.

V.2.2.2.1 Concentracion y composicion de las proantocianidinas

Como se puede observar en la tabla V.7, para las tres variedades, el contenido
de proantocianidinas totales en los vinos, una vez finalizada la fermentacion alcohdlica,

se incrementd con el aumento del tiempo de maceracion.

Debemos sefialar que estos resultados no son totalmente coincidentes con la
evolucion de estos compuestos observada durante el curso de 20 dias de maceracion,
ya que segun ésta, los valores después de 20 dias de maceracion fueron similares o
incluso inferiores a aquellos obtenidos en los mostos-vinos tras una maceracion de 10
dias, mientras ahora se observan mayores niveles de proantocianidinas en los vinos
gue tuvieron una maceracion de 20 dias. La razdn de esta discrepancia puede ser
explicada por los trabajos de Aron y Kennedy (2007) que encontraron diferencias en
los rendimientos de la reacciéon de fluoroglucinolisis en vinos después de fermentacion
alcohdlica con respecto a aquellos obtenidos en mosto-vino muestreado durante el
proceso de maceracion. Ademads, posiblemente la ruptura de asociaciones entre las
proantocianidinas con compuestos no fendlicos del vino, asociaciones demostradas
por Bindon et al. (2010a), podrian verse favorecidas por la mayor cantidad de etanol
presente en el medio. Tampoco hay que olvidar que tras la etapa del prensado una
cierta cantidad de proantocianidinas pasaran de las partes sélidas de la uva al vino
siendo participes posiblemente también de esas diferencias.

Los tres vinos de Syrah (aquellos obtenidos después de 5, 10 y 20 dias de
maceracion) siguieron mostrando un mayor contenido en proantocianidas seguidos de
los vinos de Cabernet Sauvignon y Monastrell, presentando estos ultimos el mas bajo

contenido de proantocianidinas.

146



Capitulo V. Proantocianidinas en los vinos

*(50°0>d) SeAned1IuSIS 91UBWEDIISIPRISD SBIDUDJS)IP BIIPUl pepalieA eped eled A e[ BLUSIW BUN UD S91USJ3JIP SBJIDT "UQISUDIXD
ap ojeleSeuinbajedids-(-) ‘1xa-81e23 ‘UQISUIIX® ap eulinbaledojeledida-(-) ‘1xe-1e283 ‘UoISulIXa ap euinbajedids-(-) ‘1xe-1e23 ‘UOISULIXS Ip eulnbaled-(+) ‘Ixe-1e) {leulwia)
euinbajedida-(-) ‘wial-1e23 {Jeulwual euinbajed-(+) ‘wua3-1e) ‘ugioe|iojes ap afejusdiod 9y ‘uodezuawijod ap olpaw opesd ‘wdo ‘seulpiueipolueold ‘Syd ‘SaUOIdRINIQY

2101
q09L
q5'8C
26'7S¢
eSTL
q8'6€9
2 p'e
e 68C
e /LY
98T
ezo
qe9
qs1T
VA
e Qs
2/'v68

se)p 0z

qrl‘9
qv'es
egre
q /9T
q./'8L
q/‘819
qze
q8Te
qe Z'6v
egT
qz'0
e1'y
e Q0T
qs‘e
q0%9
q0'98L
se1p 0T

ey
AN
e S'6T
e 5'S0T
9508
e y'yEY
e 9z
q9°ce
q8'6t
e QT
q€0
egy
eZ'6
eg8c
A"
e 6'0vS

selp g

2TTT
q8vt
q7'9¢
26°68¢
e 9‘€9
q 5905
qec
e G'ee
26Ty
ez's
ezo
qev
qs1I
av'c
e/'s
2596,

seyp 0z

qz‘e
q9'st
e /‘9g
qT‘e8T
qeeL
q/‘20S
e gt
qo‘ov
q.'0v
09
ezo
e €T
e0'6
e/'T
26°L
q8‘G89
selp 0T

*S JPuIaqe)

e gy
B EET
q €1¢€
e Z'vet
2 9'89
e y'eLe

ey

e 0‘9E
B6LE
q01TT

ez9

eQ'E

q 0t

e 9T

q0'z
e 6'96€

selp g

2/LCT
qs'6e
e S8y
2/'98¢
eSS
2 0s0€
qeT
e6LT
q2'1s
e1'g
e 90
q6‘s
e LYT
a6c
e /'y
2,165

seJp 0z

q0%
q0'9¢
eg'ey
g 8‘€0C
e99g
q8‘99¢
e/s0
e/'6T
q1'0S
06
A
ey
e gqT
ev'T
e6Y
q9‘0LY
selp 0T

|I941seUOAl

e gy
eTCT
e 6'9Y
ee‘60T
BT'ES
e 0'vCT
q1'T
e gt
e 6y
q €9t
es’o
e/l
B 8ET
e 9T
e €S
e €'€ET

selp g

e|jiwas
SVd B211093 UOIdIRIIXIY
ofajjoy
SVd B21109) UOIdIBIIXIY

e[iwas svd%
(1/3w) ejwss syd
ofa|j0y svd%
(1/8w) ofa)joy svd
wa-81e03%
w@-1e283%
1X9-1e23%
we-1eD%
wal-51e23%
wa3-1e23%
wal-1ed%

9%

wdo

(1/8w) sajerol syd

B21|OY0J|e UQIdRIUBWIIRY 3P Ul 3P sndsap A uoioesadew ap sodwaly
S91UJ34Ip e yeJAS A uoudinnes 1oudage) ‘||9J43SBUOIA 9P SOUIA U Seulpiuedojueosd ap uopisodwod A ugipesjuaduo)  £°A ejqel

147



Capitulo V. Proantocianidinas en los vinos

En el caso del contenido de proantocianidinas procedentes del hollejo, en
general y para las tres variedades fue mayor en aquellos vinos elaborados con largos
tiempos de maceracion, aunque no se observaron diferencias significativas para los
vinos elaborados con 10 y 20 dias de contacto, excepto para los vinos de Monastrell,
donde la extraccion de proantocianidinas derivadas del hollejo es mayor en los vinos
con 20 dias de maceracion. Estos resultados no coinciden con otros estudios los cuales
encontraron que después de 4 o 5 dias de maceracidn, la extracciéon de las
proantocianidinas del hollejo tiende a estabilizarse (Canals et al., 2005) y tampoco con
la evolucion observada de las proantocianidinas del hollejo durante el curso de 20 dias
de maceracién, ya que segun esta evolucion, el contenido de proantocianidinas del
hollejo presentes en los vinos macerados durante 10 dias deberia ser mayor que
aquellos macerados durante mas tiempo, sobre todo en el caso de Syrah y Cabernet
Sauvignon. De nuevo debemos recordar que estas medidas se han realizado en vinos
ya terminados y las diferencias encontradas con respecto a los muestreos realizados

durante el proceso macerativo indican la continua evolucion de estos compuestos.

Otra vez se ha encontrado, tal y como ya se observod en el estudio durante el
periodo de maceracién, que la variedad influye de manera muy importante en la
cantidad de proantocianidinas del hollejo presente en el vino, mientras que el
contenido de proantocianidinas de las semillas fue muy similar para los tres vinos para

un tiempo de contacto determinado, siendo independiente de la variedad.

Cuando los valores de las proantocianidinas del hollejo y de las semillas fueron
expresados como porcentajes, de nuevo se encontré que los valores del porcentaje de
las proantocianidinas procedentes del hollejo fue siempre mayor que el de aquellas
procedentes de las semilla, especialmente en los vinos de Cabernet Sauvignon y Syrah,
aunque la proporcién de las proantocianidinas derivadas de las semillas se incrementé
en los vinos elaborados con mayor tiempo de maceracion, coincidiendo con el
descenso observado en los valores de GPm de las proantocianidinas de estos vinos. Los
vinos de Syrah, mostraron siempre el mayor porcentaje de proantocianidinas
derivadas del hollejo independientemente del tiempo de contacto, seguidos de los

vinos de Cabernet Sauvignon y Monastrell.
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También se calculd el porcentaje tedrico de extraccidn de proantocianidinas del
hollejo y de las semillas y los valores de este porcentaje variaron entre 12,1- 29,7%
para hollejos y 4,8-12,7% para semillas de uvas de Monastrell, 13,3-25,6% para hollejos
y 4,8-11,1% para semillas de uvas de Cabernet Sauvignon y 51,7-76% para hollejos y
4,2-10,1% para semillas de uvas de Syrah. El bajo porcentaje de extraccidon de
proantocianidinas de las semillas coincide con el encontrado por Adams y Scholz
(2007), quienes observaron que el 96% de las proantocianidinas de las semillas
permanecian en las mismas después de fermentacion alcohdélica. Bindon et al. (2010a)
también calcularon que tras la fermentacién alcohdlica, solo el 25% de Ia

proantocianidinas totales de la uva se encontraban en el vino.

El grado medio de polimerizacién de las proantocianidinas (GPm) tendidé a
disminuir con el incremento del tiempo de maceracion, observandose ademas algunas
diferencias en los vinos de las diferentes variedades. En los vinos de Syrah, este
descenso fue muy claro; en el caso de Cabernet Sauvignon, el GPm alcanzé el maximo
valor en vinos elaborados con 10 dias de maceracién y disminuyé con un tiempo de
contacto superior. En el caso de los vinos de Monastrell también se observé un ligero
descenso en los valores de GPm, pero las diferencias no fueron significativas. Estos
resultados son bastante coincidentes con aquellos observados en los vinos

muestreados durante el curso de 20 dias de maceracion.

Respecto al porcentaje de galoilacion, este en general siguio siendo mayor para
las proantocianidinas presentes en los vinos macerados durante 20 dias, aunque al
final de fermentacion alcohdlica, sorprendentemente este porcentaje fue mayor para
los vinos de Syrah y menor para los vinos de Monastrell, mientras que los vinos de
Cabernet Sauvignon mostraron valores intermedios. Posiblemente la diferente
evolucion de las proantocinaidinas presentes en los distintos vinos pueda ser
responsable de que los resultados después de fin de fermentaciéon alcohdlica no

coincidan con aquellos obtenidos durante la maceracion.

Los resultados obtenidos muestran que cuando las proantocianidinas de los
vinos macerados durante distintos tiempos de maceracion son analizadas tras finalizar
el proceso de fermentacidn alcohdlica, estos pueden no coincidir necesariamente con
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aquellos observados durante el proceso de maceracién. La proporcién de
proantocianidinas del hollejo y las semillas que son extraidas en el vino es realmente
baja y el tiempo de maceracidn modifica el perfil proantocianidinico de los vinos. Sin
embargo, la variedad de uva influye claramente en la proporcién de proantocianidinas
derivadas del hollejo y de las semillas en el vino y en el porcentaje de extraccion,
incluso mas que el tiempo de contacto. Se necesita mas informacién para determinar
cual es exactamente la razén por la que se obtienen bajas concentraciones de
proantocianidinas en los vinos y las diferencias observadas entre los vinos elaborados
con distintas variedades, asi como, encontrar nuevos métodos, si fuera necesario, para

aumentar dichas cantidades.

V.2.2.2.2 Caracteristicas sensoriales de los vinos

Las propiedades organolépticas del vino tinto dependen de manera muy
importante de la extraccién de los compuestos fendlicos derivados de la uva y de sus

reacciones en el vino (King et al., 2003; Basha et al., 2004).

En este andlisis sensorial, los catadores tenian la nariz tapada y solo valoraron la

acidez, astringencia y el amargor de los diferentes vinos (Tabla V.8).

Los vinos de Monastrell, Cabernet Sauvignon y Syrah macerados durante 20 dias
fueron valorados como los mas astringentes, lo cual podria ser explicado por la mayor
concentracion de proantocianidinas en estos vinos comparados con aquellos de menor
tiempo de maceracién. Que las proantocianidinas son las responsables de la sensacion
de astringencia es un fendmeno bien estudiado (Obreque-Slier et al., 2011) y en otros
estudios, también se han encontrado diferencias significativas en la astringencia entre

vinos con bajo, medio y alto contenido de proantocianidinas (Villamor et al., 2009).

La acidez tiende a disminuir con el incremento del tiempo de maceracion,
aungue no se observaron diferencias significativas entre los valores encontrados,
excepto en el caso de los vinos de Monastrell macerados durante 5 dias, los cuales
mostraron una mayor puntuacién para la acidez. El descenso en los valores de acidez al

incrementar el tiempo de maceracién podria ser debido a un incremento en el medio
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de la concentracion de potasio, lo cual conduciria a un incremento en la precipitacién

de sales tartaricas.

Tabla V.8 Caracteristicas sensoriales de los vinos de Monastrell, Cabernet Sauvignon y Syrah a diferentes
tiempos de maceracion y después de fin de fermentacion alcohdlica.

Cabernet
Monastrell .
Sauvignon
5 dias 10dias 20 dias 5 dias 10dias 20 dias
Acidez 45b 4,1a 3,8a 4,52 4,2 a 4,3 a
Astringencia 2,6 a 3,7b 42 b 3,2a 4,1b 46b
Amargor 2,6a 2,9a 3,2a 3,2b 3,4b 2,5a

Syrah

5dias 10dias 20 dias
4,6 a 4,6 a 4,33
4,2 a 4,2 a 4,6 a

3,4a 2,8a 3,2a

Letras diferentes en una misma fila y para cada variedad indican diferencias estadisticamente

significativas (P<0,05).

En el caso del amargor, solo se encontraron diferencias significativas en los vinos

de Cabernet Sauvignon, mostrando los valores mas altos de este atributo los vinos

macerados con 5y 10 dias de maceracion.

Esta claro que el tiempo de maceracion afectod principalmente a la astringencia

y especialmente en los vinos de Monastrell y Cabernet Sauvignon, resultados que se

correlacionan con el contenido de proantocianidinas totales en los vinos.
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V.3 EFECTO DEL LA AUSENCIA DE SEMILLAS EN EL PERFIL
FENOLICO Y CROMATICO DEL VINO MONASTRELL

V.3.1 INTRODUCCION

Las proantocianidinas, bien como copigmentos o través de reacciones
covalentes con los antocianos, participan en el color del vino asegurando su estabilidad
en el tiempo, pero también son responsables de las sensaciones gustativas del vino.
Estas sensaciones gustativas estan directamente relacionadas con la cantidad vy
composicion de las mismas. Asi, un aumento en el peso molecular de las
proantocianidinas incrementa su capacidad para precipitar proteinas, aumentando la
sensacion de astringencia (Chira et al., 2012), aunque esta percepcién se reduce con
un aumento en el porcentaje de prodelfidinas (Bindon et al., 2010a). Por otro lado, un
aumento en la galoilaciéon de las proantocianidinas ha sido asociado con notas mas
amargas y mas tanicidad (Ferrer-Gallego et al., 2010). Segun esto, sélo las
proantocianidinas procedentes del hollejo serian las responsables de causar las

mejores sensaciones en boca.

Kennedy et al. (2008) indicaron que los endlogos, de manera general, tienen
preferencia respecto al origen de las proantocianidinas, prefiriendo aquellas
procedentes del hollejo, ya que un incremento en el contenido de estas
proantocianidinas deberia mejorar la calidad del vino. Por otro lado, los estudios de
Mercurio et al. (2010) también mostraron que los vinos eran mds apreciados cuando
estos presentaban un alto contenido de proantocianidinas, altos porcentajes de
epigalocatequina y valores elevados de GPm. Esto es indicativo de un mayor contenido
de proantocianidinas del hollejo, ademas, este resultado muestra la importancia de la
concentracién de estos compuestos en el valor comercial que las bodegas atribuyen a

Sus Vinos.

Dada la preferencia de los endlogos por una mayor presencia de

proantocianidinas procedentes del hollejo en los vinos, es curioso, que hasta la fecha,
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se haya estudiado mayoritariamente el efecto de la adicién de taninos enoldgicos a los
vinos, especialmente taninos procedentes de semillas de la uva, en las caracteristicas
organolépticas y cromaticas estos (Oliva et al., 2001; Martinez Garcia et al., 2003;
Bautista-Ortin et al., 2005 y 2007) y muy pocos estudios se hayan realizado sobre el
efecto de reducir o eliminar los taninos de semillas en el proceso de vinificacion. En
este sentido, solo se han encontrado los resultados de Lee et al. (2008), quienes
estudiaron el efecto de la eliminacién de semillas en las primeras etapas del proceso
de elaboracién en la calidad del vino o aquellos de Zoeckein et al. (2009), quienes
estudiaron el impacto del délestage, con una eliminacion parcial de las semillas, en las

caracteristicas del vino.

Por ello, tratando de tener mas informacion se ha estudiado el efecto de la
eliminacion de semillas de las uvas sobre el perfil fendlico y cromatico del vino de uvas
Monastrell en el curso de la vinificacion, comparandolo con un vino testigo donde las

semillas estaban presentes.

V.3.2 RESULTADOS

V.3.2.1 EVOLUCION DEL PERFIL FENOLICO Y CROMATICO DEL VINO DURANTE EL
PROCESO DE VINIFICACION

En los Graficos V.11-V.16 y la Tabla V.9 se puede observar la evolucion del
contenido polifendlico y pardmetros cromaticos durante el proceso de vinificacion de
uvas Monastrell con y sin semillas de la campafia 2011, mientras que el grafico V.17
muestra las caracteristicas sensoriales de los vinos después de fin de fermentacion
alcohdlica y después de 3 meses de envejecimiento en botella. Las muestras fueron
analizadas durante la maceracion, tras finalizar la fermentacion alcohdlica (FFA) y

después de reposar el vino 3 meses en botella (3mbot).
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V.3.2.1.1 Concentracion y composicién de las proantocianidinas

Como era de esperar, la concentracion de proantocianidinas (Grafico V.11) fue
mucho mayor cuando las semillas estaban presentes en el medio de fermentacién,
aungue el perfil de extraccidén fue casi el mismo para ambos tipos de vinificacion. El
vino de uva sin semillas presentd un 40% menos de proantocianidinas que el vino
testigo. Este resultado coincide con aquel encontrado para el vino Monastrell después
de 10 dias de maceracion (Capitulos V.1 y V.2), donde el porcentaje de

proantocianidinas derivadas de las semillas era alrededor del 43%.

Grafico V.11 Evolucién de la concentracion de proantocianidinas totales (mg/L) durante el proceso de

vinificacion.
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Los valores del grado medio de polimerizaciéon (GPm) fueron muy similares para
ambos vinos hasta el dia del descube (Grafico V.12). Esto no coincide con el resultado
esperado. Puesto que la piel de la uva se caracteriza por tener proantocianidinas de
alto peso molecular y siendo la Unica fuente de proantocianidinas en este vino, se
deberia haber obtenido un mayor valor de GPm en el vino elaborado a partir de uva
sin semillas, y sin embargo, no se observaron estas diferencias. Es posible que una

proporcidn significante de proantocianidinas del hollejo de alto peso molecular no
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fuera extraida durante el proceso de maceracién, o si esta tuvo lugar, que fuera
eliminada de la solucidn por adsorcidon sobre las paredes celulares de la uva que estan
en suspensién en el vino como fue hipotetizado por Bindon et al. (2010a), al explicar
por qué no se observa un incremento en los valores de GPm en las proantocianidinas

del vino.

Grafico V.12 Evolucidn del grado medio de polimerizacion de las proantocianidinas durante el proceso
de vinificacidén.
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Desde el descube hasta final de fermentacién alcohdlica, el GPm disminuyo y
este descenso fue mas acusado para el vino elaborado de uvas sin semillas. Esta
disminucién puede ser debida a reacciones de hidrolisis de las proantocianidinas.
Contrariamente, durante el embotellado, hay un incremento en los valores de GPm
para las proantocianidinas de ambos vinos, probablemente debido a un aumento en
las reacciones de polimerizacion de estos compuestos. Las condiciones de acidez y la
lenta oxidaciéon en el vino producen la ruptura y formacién de enlaces, conduciendo a
la polimerizacion de proantocianidinas y la formacidon de diferentes estructuras.

Después de tres meses de envejecimiento en botella, el valor de GPm fue mayor para
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el vino testigo, lo cual va a estar relacionado con una mayor astringencia del mismo,

como se puede ver en los resultados del analisis sensorial.

En el caso del porcentaje de galoilacién (Grafico V.13), este fue mayor en el
vino testigo, como era de esperar, debido a la mayor galoilacion de las
proantocianidinas procedentes de las semillas. Las mayores diferencias en este
pardmetro fueron encontradas en el momento del descube. Del dia 4 al 7 de
maceracion, el valor del porcentaje de galoilacion disminuyé debido a una
contribucion mas importante de las proantocianidinas derivadas del hollejo a la
composicion proantocianidica total del vino. A continuacién, se observé un aumento
en los valores de este porcentaje hasta el final de fermentacion debido, en este caso, a
una contribucion mas importante de las proantocianidinas derivadas de las semillas.
Durante el embotellado, la galoilacion de las proantocianidinas descendié de manera
importante para ambos vinos. Nevest et al. (2010) sugirieron que la razén de dicho
descenso podria ser la liberacidn del acido galico de sus correspondientes precursores

durante el proceso de almacenamiento del vino.

Grafico V.13 Evolucién del porcentaje de galoilacion durante el proceso de vinificacion.

—®— Vino de uvas sin semillas
—— Vino testigo

%Galoilacion
w
1

1 T T T T T
4 dias 7 dias 10 dias FFA 3mbot

Dias de elaboracion

156



Capitulo V. Proantocianidinas en los vinos

El porcentaje de (-)-epigalocatequina de extensién (Grafico V.14) fue mayor en
el vino de uvas sin semillas, ya que el origen de esta subunidad es el hollejo de la uva.
El valor maximo se observé en el dia 7 de maceracion. Desde este dia hasta el
momento del descube este porcentaje no cambid en el vino de uvas sin semillas y
disminuyé en el vino testigo, debido a una contribucion mas importante de las
proantocianidinas de las semillas. Desde el descube hasta el final de fermentacién
alcohdlica se observd una disminucion en los valores de este porcentaje para ambos
vinos, siendo mds acusada para el vino elaborado con uvas sin semillas. Este descenso
puede estar relacionado con procesos de oxidacién, ya que ha sido observado que la (-
)-epigalocatequina es mas susceptible a la oxidacion que otras subunidades (Nanjo et

al., 1996).

Grafico V.14 Evolucion del porcentaje de (-)-epigalocatequina de extension durante el proceso de
vinificacion.
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V.3.2.1.2 Caracteristicas cromaticas de los vinos

El grafico V.15 muestra la evolucion de las determinaciones

espectrofotométricas llevadas a cabo en ambos vinos.
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a Grafico V.15 Evolucién de fenoles totales (IPT), intensidad de color (IC) y antocianos totales (AT) y poliméricos (AP) medidos espectrofotométricamente durante el
proceso de vinificacion.
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Los valores de fenoles totales (IPT), determinados como la absorbancia a 280
nm, fueron maximos en el momento del descube y se mantuvieron estables hasta el
final del estudio. Esto indica que el descenso observado en el contenido de
proantocianidinas totales (Grafico V.11) no es debido a procesos de precipitacion.
Probablemente las reacciones de las proantocianidinas con otros compuestos
fendlicos, las cuales no son sensibles a la reaccidn de fluoroglucinolisis y los procesos
de oxidacién, podrian ser responsables del descenso de estos compuestos observado
en el vino. McRae y Kennedy (2010) indicaron que después del proceso de
fermentacion las proantocianidinas contindan sufriendo cambios quimicos, los cuales

influyen en gran medida en la estructura de los mismos.

La evolucién de antocianos totales (AT), medida espectrofotométricamente,
muestra un descenso en los valores de estos compuestos muy acusado desde el
momento del descube hasta el final de fermentacién alcohdlica, aunque, esta
disminucién no fue observada en los valores de intensidad de color (IC), por lo que
ésta podria deberse a polimerizaciones y formacién de nuevos compuestos
coloreados, los cuales son menos sensibles a los cambios de pH en el medio. Esto es
corroborado con los valores de antocianos poliméricos (AP), los cuales incrementaron
con el avance del proceso de vinificacion y de manera similar para ambos vinos. La
mayor concentracién de proantocianidinas en el vino testigo no afecté a los niveles de
antocianos o a su polimerizacion, pero si lo hizo en los valores de intensidad de color,
siendo estos mads altos en este vino. La intensidad de color se calcula como la suma de
las absorbancias a 420, 520 y 620 nm, por lo que valores mas altos de este parametro
observados en el vino testigo podria ser debido a una contribucién mds importante de

las proantocianidinas a la absorbancia a 420 mn.

La caracterizacién del color del vino fue también llevada a cabo con el estudio
de copigmentacion. Los resultados de este estudio (Grafico V.16) mostraron que en el
momento del descube los vinos eran casi idénticos en cuanto al color, aunque la
fraccion polimérica era ligeramente mayor en el vino de uvas sin semillas, siendo esta
diferencia mas acusada a final de fermentacion alcohélica. Después de tres meses en

botella, la fraccién copigmentada fue muy pequefia, mientras que la polimérica se
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incrementd bastante, aunque las diferencias entre los vinos eran minimas, indicando
gue la ausencia de taninos de semillas en el proceso de elaboracién no modifica las
reacciones de los antocianos que conducen a las diferentes fracciones de color

medidas en el vino.

Grafico V.16 Evolucion de las diferentes fracciones de color debida a antocianos libres, a la
copigmentacién y a pigmentos poliméricos durante el proceso de vinificacion.
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V.3.2.1.3 Caracteristicas sensoriales de los vinos

Respecto al analisis sensorial (Grafico V.17), al final de fermentacién alcohdlica,
el vino de uvas sin semillas fue descrito como el mas equilibrado, menos astringente y
seco y con un aroma mas intenso y afrutado. Después de tres meses en botella, la

descripcién de los vinos fue mas similar, especialmente en la fraccion aromatica, sin
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embargo, el vino testigo todavia mostréd mayor astringencia, amargor y sequedad en
boca. En ambos momentos de analisis, la calidad global fue mayor en el vino de uva sin

semillas.

Grafico V.17 Andlisis sensorial descriptivo de los dos vinos estudiados al final de fermentacién alcohdlica
(A) y después de tres meses de envejecimiento en botella (B).
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El analisis triangular, mostré que tanto al final de fermentacion alcohdlica,
como después de tres meses en botella, 9 de 12 catadores identificaron correctamente
las muestras y prefirieron los vinos sin semilla (datos no mostrados). Estos resultados
no coinciden con aquellos obtenidos por Lee et al. (2008), donde en una experiencia
con eliminacion de semillas al inicio del proceso de elaboracion, el vino testigo fue el
preferido. Sin embargo, los resultados obtenidos en este estudio si que estdn de
acuerdo con aquellos de Cliff et al. (2012), quienes encontraron que con la adicidn de
un extracto de semilla de uva al vino, éste produjo cambios en la astringencia y en

muchos otros atributos sensoriales, tales como una disminucion del aroma afrutado.

Como conclusion, se puede decir que este estudio demuestra que la ausencia
de proantocianidinas de semillas de la uva no va en detrimento en la calidad del vino,
ni en las caracteristicas cromaticas, resaltando la importancia de las proantocianidinas
del hollejo en la calidad del mismo como sugieren otros estudios (Kennedy et al., 2008;
Mercurio et al., 2010). El vino elaborado a partir de uva sin semillas presenta el mismo
contenido en antocianos y las mismas caracteristicas cromaticas que las del vino
testigo, siendo las Unicas diferencias la menor intensidad de color y el menor
contenido proantocianidinico. Los catadores evaluaron el vino de uvas sin semillas
como mas afrutado, menos astringente y una mayor calidad global. De modo que, la
eliminacion de las semillas en las practicas enoldgicas podria ser beneficiosa para la
calidad del vino. Sin embargo, los estudios de vinos elaborados sin semillas deberian
ser realizados durante un tiempo de envejecimiento mas largo, como fue indicado por
Patterson (2011), ya que la resistencia de las proantocianidinas de las semillas a las
reacciones de oxidacidn (al no presentar (-)-epigalocatequina) puede incrementar la

longevidad del vino, disminuyendo la velocidad del deterioro oxidativo.
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Con respecto al estudio realizado en las uvas de las variedades Monastrell,

Cabernet Sauvignon y Syrah podemos concluir que:

En las uvas, las proantocianidinas se encuentran en mayor cantidad en las
semillas, donde, ademas, presentan un GPm bajo y un porcentaje de galoilacidn
alto. La composicidén cuantitativa y cualitativa de las proantocianidinas de las
semillas varia menos entre variedades que las del hollejo. En este ultimo,
Monastrell y Cabernet Sauvignon mostraron concentraciones mas altas de
proantocianidinas que las uvas de la variedad Syrah. El GPm y el %Egcat mas

alto siempre lo presentaron las uvas de la variedad Cabernet Sauvignon.

El contenido maximo de proantocianidinas, tanto en las semillas como en el
hollejo, se encontré en el momento del envero, disminuyendo a partir de ese
momento, tanto en hollejos como en semillas, variando poco el GPm de las

proantocianidinas durante la maduracién.

La altitud del vifledo solo afectd a la concentracidn de proantocianidinas y no a
su composicion, presentando las uvas cultivadas a mas altura menor cantidad

de estos compuestos.

La comparacion de los resultados obtenidos cuando utilizamos acetona como
disolvente de extraccion de proantocianidinas (el mas utilizado para el estudio
de estos compuestos) y aquellos obtenidos cuando la extraccidn se realiza con
una disolucion hidroalcohdlica (mdas similar a lo que encontramos en el vino)
permite concluir que el uso de acetona como método de extraccion
proporciona una prediccion bastante exacta de la cantidad de taninos del
hollejo que pueden ser extraidos en el vino durante el proceso de maceracion,
especialmente cuando la extraccion se realiza a partir de uva madura, pero
sobreestimara el GPm de los taninos extraibles. Con respecto a las semillas y
cuando estas estan maduras, el uso de acetona sobreestimara la cantidad de
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taninos que seran extraidos durante la vinificacidn. Estos resultados sefialan la
importancia de la metodologia de extraccion utilizada para predecir los taninos

de las uvas que seran transferidos al vino durante fase de maceracion.

Con respecto a la composicion en proantocianidinas de los vinos estudiados se

concluye que:

Las uvas de las distintas variedades dan vinos con caracteristicas tdnicas
diferentes, aunque su composicidon cuantitativa no se correlaciona con la
encontrada en las uvas respectivas, sobre todo con respecto a las
proantocianidinas en el hollejo. Las uvas de la variedad Syrah muestran una
facil extraccién de sus taninos, dando lugar a vinos con el mayor contenido en
estos compuestos (no siendo las uvas de contenido mas alto) mientras que los
taninos de las uvas de la variedad Monastrell muestran una menor y mas lenta
extractabilidad, lo cual esta relacionado con la ya descrita baja extractabilidad

fendlica que en general presentan las uvas de la variedad Monastrell.

Finalmente, con respecto a las distintas técnicas de vinificacion ensayadas se

concluye que:

La maceracion prefermentativa en frio, disefiada para favorecer la extraccién
de compuestos del hollejo, tiene un comportamiento distinto al esperado, ya
qgue produce los vinos con el mayor contenido de proantocianidinas de las

semillas.

Los enzimas de maceracion promueven una alta extraccion de
proantocianidinas de la uva al vino, pero sin cambios importantes en su

composicion respecto a la vinificacién control, indicando que el enzima facilita



10.

Capitulo VI. Conclusiones

tanto la extraccion de proantocianidinas de la piel como de las semillas, lo cual
ha sido demostrado en este estudio por primera vez. Aquellos preparados
enzimaticos con actividades celulasa y poligalacturonasa mas altas seran los
gue mas faciliten la extraccion de proantocianidinas de las semillas, aunque el

efecto sera mas o menos marcado dependiendo de la variedad de uva.

La nieve carbdnica parece favorecer fundamentalmente la extraccion de
proantocianidinas de elevado peso molecular del hollejo y, por tanto, podria
ser considerada como una técnica interesante para obtener vinos con baja

astringencia.

El incremento del tiempo de maceracion aumenta la extractabilidad de
proantocianidinas del hollejo y de las semillas, aunque las proporciones de
taninos de hollejo y semilla presentes en los vinos estd mas marcado por la
variedad de uva que por el tiempo de maceracién. En vinos ya terminados, el
mayor contenido en taninos se encuentra en aquellos con un tiempo de
maceracidn mas largo, estando estos taninos menos polimerizados y con un
porcentaje de galoilacion mayor, debido a un incremento en el porcentaje de

taninos de semilla en los vinos con maceraciones mas largas.

La elaboracién con uvas sin semillas demuestra que la ausencia de éstas no va
en detrimento en la calidad del vino, ni de sus caracteristicas cromaticas,
resaltando la importancia de las proantocianidinas del hollejo en la calidad del
mismo como sugieren otros estudios. El vino elaborado a partir de uva sin
semillas presenta el mismo contenido en antocianos y las mismas
caracteristicas cromaticas que las del vino testigo, siendo las Unicas diferencias
la menor intensidad de color y el menor contenido proantocianidinico. Los
catadores evaluaron el vino de uvas sin semillas como mas afrutado, menos

astringente y una mayor calidad global.
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