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Antecedentes y objetivos

1.1 ANTECEDENTES

El vino es un producto gastronémico cuyo origen no se ha podido establecer
con exactitud. La historia del vino es tan antigua como la historia de la
humanidad. Los paleontélogos han encontrado restos fosilizados de pepitas y
polen de la vid silvestre, correspondiente a la Era Terciaria, extendidos por todo
el hemisferio norte. Aunque a causa de las glaciaciones de la Era Cuaternaria
la vid Unicamente sobrevivid en zonas calidas del area del Mediterraneo y de
Oriente Préximo, donde fue experimentando mutaciones genéticas vy
adaptaciones al medio ambiente hasta evolucionar a la actual Vitis Vinifera. Los
yacimientos arqueolbégicos han puesto de manifiesto que el hombre del
Neolitico ya recolectaba uva para su consumo, almacenandola en oquedades
de las rocas de donde fluia el mosto espontaneamente por accion del peso de
la uva acumulada. Se pueden encontrar referencias al vino en escritos como
las tablas de arcilla de Babilonia o los papiros de Egipto. Fueron los
mercaderes fenicios, griegos Yy, posteriormente, los romanos los que

expandieron la viticultura a través del desarrollo maritimo del Mediterraneo.

En la actualidad el vino no sélo forma parte de la dieta mediterranea, sino
que es una de las bebidas alcohdlicas de mayor produccién y consumo del
mundo. Estd recogido como uno de los alimentos opcionales dentro de la
piramide de la alimentacién que propone la Guia de la Alimentacién Saludable
de la Sociedad Esparfiola de Nutricion Comunitaria (SENC, 2004), ya que
muchos estudios cientificos avalan que su consumo moderado puede tener

efectos beneficiosos sobre la salud.

La vitivinicultura de la Union Europea lidera el mercado mundial del vino.
Sus vifledos representan un 45% de la superficie viticola mundial, su
produccion de vino supone un 65% del total de la produccion mundial y

acapara un 60% del consumo mundial.

Espafia posee la mayor superficie de vifiedos para vinificacion del mundo y
es el tercer productor, por detrds de Francia e Italia. Segun datos de la

Federacion Espafiola del Vino (FEV), en los ultimos afios se ha producido un
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descenso progresivo en el consumo per capita de vino en Espafa, debido
fundamentalmente a una disminucion del consumo de vinos de mesa. Aunque,
por otro lado, se ha observado un aumento en el consumo de vinos de calidad.
Las cifras del Ministerio de Agricultura muestran que, desde hace unos afos, el

volumen de vino exportado supera al volumen de vino consumido en el pais.

El sector vitivinicola espafiol estd experimentando importantes cambios para
poder adaptarse a las nuevas tendencias del mercado. Asi, para solventar los
problemas de excedentes en la produccion de vinos de mesa, se estan
desarrollando lineas de produccion encaminadas a la obtencion de vinos de
mayor calidad, conforme a las exigencias del mercado nacional e internacional.
Un mercado en el que, ademas, emergen paises productores como Sudéafrica,

Australia o Nueva Zelanda.

Todos estos datos ponen de manifiesto la necesidad de investigar, innovar y
desarrollar practicas vitivinicolas destinadas a mejorar la calidad de los vinos

espafoles.

En la Region de Murcia existen tres Denominaciones de Origen (Jumilla,
Yecla y Bullas) y dos areas de vinos de la tierra (Abanilla y Campo de
Cartagena) (Figura 1.1) en las que se destinan unas 58.000 Ha al cultivo de vid
para vinificacion. La variedad predominante es Monastrell, cuyo -cultivar
representa un 85% de la superficie viticola total. Aunque existen otras
variedades tintas autorizadas por el Reglamento CE n°3255/94 de la Comisién,
de 19 de Diciembre de 1994, para la Comunidad Autbnoma de la Regién de
Murcia, aprobado por la Orden de 24 de abril de 2002 (BORM de 9 de mayo de
2002) y por los Consejos Reguladores de cada Denominacion de Origen, entre
las que se encuentran principalmente Syrah, Cabernet Sauvignon, Tempranillo

o Merlot.

Las condiciones climaticas de las zonas de clima calido provocan una
maduracion de la uva mas acusada y mas rapida que en otras zonas menos
calidas, lo que, en principio, puede plantear ciertos problemas para la

vinificacibn. Pero este es un handicap que estd siendo solucionado
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seleccionando los terrenos mas adecuados para cada variedad mediante los
estudios de zonificacion que se centran en conocer como afectan los factores

edafoclimaticos a la maduracion de la uvay a su posterior vinificacion.

Figura 1.1 Mapa de zonas productoras de vino en la Region de Murcia.

Zonas productoras de Vino.

Datos oblenidos de los Consejos Reguladores de 12 D. O. Afic 2003
D.O Yecla 8.649 Ha.
D.O Jumilla 42.600 Ha. J D.O. Yecla
D.O Bullas 5.500 Ha. TR
Abanilla 1.500 Ha. . JUMILLA
Campo de Cartagena 90 Ha.

rreiz
5&i

- 12 1 |
RESION Ay MUSSiz

‘ artagena

Vino de la tierra
"Campo de Cartagena"

Monastrell es una variedad muy bien adaptada a las condiciones
edafocliméaticas del sureste espafiol, con un alto potencial polifendlico en su
piel, aunque presenta cierta dificultad para su extraccion. Sin embargo,
variedades como Syrah o Cabernet Sauvignon no presentan esta dificultad, y
sus compuestos fendlicos son extraidos con mas facilidad durante el proceso

de vinificacion.
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La calidad de los vinos tintos viene caracterizada, entre otros parametros,
por el color del vino y su estabilidad en el tiempo, que dependera de la
presencia de compuestos fendlicos como los antocianos o los taninos. En la
uva, los antocianos se encuentran en las vacuolas de las células del hollejo, y
los taninos se localizan en el hollejo, en la pulpa y en la semilla. La
concentracion de antocianos y taninos en la uva depende de la variedad, del
estado de madurez, de las condiciones edafoclimaticas y de las practicas

viticolas.

Durante el proceso de maceracion del vino estos compuestos son
extraidos de las uvas, incorporandose en el mosto. Generalmente la extraccion
de compuestos fenodlicos y aromaticos se produce de una manera incompleta,
de modo que el vino solo contiene entre un 20 y un 50% respectivamente de la
cantidad total presente en la uva. Puesto que estos compuestos son los
principales responsables de las caracteristicas organolépticas del vino, el
principal objetivo de las distintas técnicas empleadas en la vinificacién consiste
en extraerlos de una forma efectiva y 6ptima. Para ello es necesario que el
hollejo de la uva se degrade con facilidad, puesto que es el que actia como
barrera frente a la difusion de los componentes fenodlicos y aromaticos. Las
técnicas enoldgicas destinadas a mejorar la extraccion estan centradas en

facilitar la ruptura de las paredes celulares.

Muchos autores han propuesto la adicion de enzimas exdgenos durante la
maceracion, cuya actividad ayuda a degradar las paredes celulares. En otros
estudios se han utilizado técnicas de maceracion en frio e incluso de
congelacion de las uvas para romper la pared celular y facilitar la extraccion de
los compuestos. Aunque la variabilidad de los resultados obtenidos muestra
que la efectividad de estas técnicas parece estar condicionada por factores
como la variedad, la afiada, las actividades enzimaticas empleadas o el método

de enfriamiento utilizado para la maceracion en frio.
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1.2 OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo de investigacion es aplicar distintas

técnicas enoldgicas (adicion de enzimas de maceracion y aplicacion de

técnicas de frio) para mejorar la extractabilidad de compuestos fendlicos y

aromaticos, y estudiar su influencia sobre la calidad de vinos tintos jovenes.

Para ello se plantean los siguientes objetivos parciales:

X/
L X4

X/
L X4

Utilizar diferentes técnicas de frio (maceracion prefermentativa en frio,
congelacion del mosto con nieve carboénica y congelacion de las uvas) y
de adicion de enzimas macerativos (preparado enzimatico comercial y
enzima natural), comparandolas con una elaboracion tradicional en

variedades de Monastrell, Cabernet Sauvignon y Syrah.

Determinar la influencia de estas técnicas sobre parametros cromaticos,
fendlicos, aromaticos y sensoriales de los vinos obtenidos, en diferentes
momentos de su elaboracion (final de fermentacion alcohdlica, momento
del embotellado y 6 meses después del embotellado) estudiando los

resultados obtenidos durante su evolucion.

Comprobar el efecto de las distintas técnicas de frio y utilizacion de
enzimas macerativos en la vinificacion de uvas Monastrell procedentes
de cuatro zonas viticolas de la Regién de Murcia pertenecientes a dos
Denominaciones de Origen (Jumilla y Bullas).
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Introduccién

Las tecnologias utilizadas durante la vinificacion de vinos tintos suelen tener
como principal objetivo la extraccion efectiva de compuestos fendlicos
responsables del color y de la estructura de los vinos, asi como la extraccion de
compuestos responsables del aroma. La calidad de la materia prima es
determinante para la calidad del vino obtenido, de modo que el estado de
madurez de la uva determina el contenido potencial de estos compuestos. Sin
embargo, que la uva posea un alto contenido en compuestos fendlicos y
aromaticos es condicion necesaria pero no suficiente para que la extraccion
sea efectiva. Se ha constatado que de uvas altamente coloreadas no siempre
se obtienen vinos muy coloreados (Romero-Cascales, 2006). La mayor parte
de los compuestos fendlicos y aromaticos se localizan en el hollejo de la uva y
su extraccidon va a depender de la degradacion que sufran las paredes
celulares durante la maceracion. La estructura y rigidez de las células del
hollejo y las técnicas empleadas para facilitar la degradacién seran factores

decisivos para maximizar el paso de estos compuestos al vino.

2.1 ESTRUCTURA, COMPOSICION Y EXTRACTABILIDAD DE LA BAYA

El racimo de uva esta formado por dos partes bien diferenciadas: el raspén
o parte lefiosa y las bayas o granos que estan unidas al racimo mediante el
pedicelo, a través del cual se nutren. Las bayas estan formadas por una
pelicula exterior denominada hollejo o piel, una masa interna de la que se
extrae el mosto, conocida como pulpa y un numero variable de semillas o

pepitas situadas en el centro.

La mayoria de los compuestos fendlicos y los compuestos aromaticos y sus
precursores se localizan en el hollejo (Pogorzelski et al.,, 2007). Los
compuestos fendlicos y los compuestos responsables del aroma se encuentran
mayoritariamente en las células de la hipodermis, contenidos en disolucién en
el interior de las vacuolas celulares, junto con azulcares, acidos y sales.
Algunos compuestos fendlicos como los taninos se pueden encontrar también
en la membrana vacuolar, ligados a proteinas, e incluso en la membrana

celular unidos a polisacaridos de la pared.

11



Introduccion

La estructura del hollejo esta formada por tres zonas o capas. La zona mas
externa es la cuticula, tiene un espesor de 1,5 a 4 micras y esta compuesta por
pequefias células de forma aplastada, con paredes celulares muy gruesas y
situadas en posicion tangencial. Tras la cuticula se encuentra la epidermis, esta
segunda zona esta formada por dos capas de células alargadas y colocadas
también en posicion tangencial. La ultima zona se denomina hipodermis y
puede contener de 6 a 8 capas de células situadas de menor a mayor tamafio
hacia el interior del grano. Entre la pulpa y la hipodermis no existe un limite de

transicion perfectamente definido (Figura 2.1) (Lasanta-Melero, 2009).

Figura 2.1 Estructura de la baya.
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Las paredes celulares estdn formadas por polisacaridos complejos
(pectinas, celulosa y hemicelulosa) y son las encargadas de proteger a la
célula, dandole consistencia y rigidez. Se puede distinguir varias partes en su

estructura (Figura 2.2):

e Lamina media: es la capa mas externa y se comparte entre células

adyacentes. Esta capa es rica en pectinas, que son polimeros de acido
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galacturonico altamente metilados. La ramnosa, arabinosa, galactanos y

arabinogalactanos también pueden formar parte de estos polimeros.

e Pared primaria: estd compuesta principalmente por fibras de celulosa,
en una matriz de pectinas, hemicelulosa y proteinas. También se
pueden encontrar otros compuestos como lignina, cutina, suberina,
ceras, compuestos fendlicos y compuestos inorganicos (Lau et al.,
1985).

e Pared secundaria: esta formada por acumulacién de celulosa, xilano y
lignina a partir de la pared primaria. Esta pared no siempre se forma, por

lo que algunas células pueden carecer de ella.

Figura 2.2 Estructura de la pared celular

Lamina
media

Pared
celular

En la pared celular, las fibras de celulosa se encuentran unidas a las
proteinas a traves de xiloglucanos (hemicelulosa) y las pectinas se unen a los
arabinogalactanos por residuos de serina. Durante la maduracién del fruto se

produce una degradacion de los polisacéaridos de la lamina media y de la pared
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primaria. La pared se debilita y disminuye la adhesion entre las células

(Ishimaru y Kobayashi, 2002).

En la vinificacion, la extraccion de los compuestos fendlicos y de los
constituyentes aromaticos se produce durante la maceracion y para ello es
necesaria la ruptura de las paredes celulares, lo que requiere una previa

degradacion de la lamina media, rica en pectinas.

El término “extractabilidad” se utiliza como medida de la facilidad con la que
estos compuestos pueden ser extraidos. La extraccion dependera de su
concentracion en la uva, del grado de maduracion de ésta, de la composicion
de las paredes celulares y de las técnicas enologicas empleadas durante la
maceracion. Técnicas como los remontados y bazuqueos, la optimizacion de
los tiempos de maceracion, la adicién de enzimas exdgenos, las maceraciones
en frio, la seleccidn de levaduras, el delestage o el flash-détente son utilizadas

para facilitar la extraccion de dichos compuestos (Sachi et al., 2005).

2.2 UTILIZACION DE ENZIMAS EN LA ELABORACION DE VINOS TINTOS

Durante la maceracion, los polifenoles y aromas varietales presentes en la
uva son extraidos por la accion de actividades enzimaticas, la accion del SO,
acciones mecéanicas de remontados y bazuqueos y, una vez iniciada la
fermentacion alcohdlica, por la accion del alcohol. Pero entre todos estos
factores, son las actividades enzimaticas las méaximas responsables de la

degradacion de las paredes celulares.

2.2.1 ACCION DE LOS ENZIMAS

Los enzimas son proteinas naturales capaces de catalizar reacciones
bioquimicas especificas, incrementando la velocidad de la reaccion.
Normalmente tienen una accion especifica sobre un solo sustrato, con una
temperatura y un pH éptimos de actuacion, y su accion puede ser inhibida o

potenciada por la presencia de otros compuestos.
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Puesto que las distintas capas de la pared celular estan formadas por

moléculas diferentes y complejas, su degradacion requerird la accion de

diferentes actividades enziméticas. Asi, en funcién del sustrato sobre el que

son capaces de actuar, existen distintos enzimas con capacidad para degradar

las paredes celulares:

la pectina. Hay cuatro tipos de enzimas pécticos,
diferenciarse segun su accion sobre los diferentes sustratos (Figura

2.3).

Figura 2.3 Accién de las pectinasas.
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Pectinasas: son enzimas con actividad pectolitica, capaces de degradar

que pueden
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La pectinesterasa (PE) rompe los enlaces del grupo metilo de pectinas
altamente metoxiladas. La poligalacturonosa (PG) rompe los enlaces
entre unidades de acido galacturénico no esterificado, la endo-PG actia
al azar a lo largo de la cadena y la exo-PG rompe los enlaces no
reducidos del final de la cadena. La pectin liasa (PL) actia al azar en la
cadena para despolimerizar a los poligalacturanos rompiendo los
enlaces entre moléculas metiladas. La pectato liasa (PAL) rompe
uniones glicosidicas entre moléculas de acido galacturénico no

metiladas en pectinas poco metoxiladas (Amrani-Joutei et al., 2003).

Hemicelulasas: la hemicelulosa es un polisacarido formado por

macromoléculas asociadas no covalentemente a la celulosa. El principal
componente de la hemicelulosa es el xiloglucano, aunque también se
pueden encontrar arabinoxilanos, glucomananos y galactomananos. Los
arabinanos tienen un esqueleto de arabinofuranosil unidos por enlaces
a-1,5 y con ramificaciones adicionales de arabinosil cada tres unidades a
lo largo de la cadena. Los galactanos tienen esqueletos de
galactopiranosil unidos en B-1,4 o B-1,3. Estas cadenas se pueden
sustituir por grupos arabinofuranosil o arabinanos para formar
arabinogalactanos (Bautista-Ortin, 2005). Las hemicelulasas son los
enzimas con capacidad para degradar los enlaces de las cadenas de
hemicelulosa y, dependiendo del sustrato sobre el que actian, se
pueden distinguir entre arabinasas, xilanasas, galactanasas Yy
glucanasas. Existen tres formas de enzimas arabinasa, la arabinasa A
que degrada los oligdmeros de arabinanos a monémeros, la arabinasa B
que degrada el arabinano para dar una cadena lineal, y la endo-
arabinasa que hidroliza al azar la cadena lineal, formando oligbmeros
sobre los que luego actiua la arabinasa A. La galactanasa y la
endogalactanasa actuan al azar rompiendo, respectivamente, uniones 3-
1,4 y B-1,6 de la cadena de galactano. (Pellerin y Brollouet, 1994). La
endo-glucanasa rompe los enlaces (3-1,3-D-glucosilo y 3-1,4-D-glucosilo

de los xiloglucanos (Romero-Cascales, 2008).
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Celulasas: la celulosa es una cadena lineal de moléculas de glucosa

unidas por enlaces tipo B-1,4 que pueden formar puentes de hidrogeno
dando lugar a microfibras cristalinas. La celulosa con alto grado de
cristalizacion es dificilmente degradable, pero la celulosa con bajo grado
de cristalizacion si puede ser degradada por la accion de actividades
enzimaticas. Las celulasas son los enzimas con capacidad para
degradar a la celulosa. Son un complejo enzimatico formado por endo-
glucanasa, exo-glucanasa y celobiasa. La endo-glucanasa escinde las
cadenas de celulosa amorfa, hidrolizando al azar los enlaces de glucosa
B-1,4. La exo-glucanasa libera celobiosa y glucosa a partir del extremo
terminal de las cadenas de glucosa, rompiendo los enlaces B-1,4 no
reducidos del final de la cadena. La celobiasa degrada la celobiosa a
glucosa, compitiendo con la actividad de la endo y exo-glucanasa
(Crouzet et al., 2000).

Galactosidasas: estos enzimas catalizan la ruptura de las cadenas de

galactosa. La a-galactosidasa tiene accion exo-, actuando sobre los
enlaces a-1,4 de las cadenas laterales de los ramnogalacturonanos tipo-
I, los galactoglucomananos y los galactomananos. Su intervencion en el
reblandecimiento de la baya no esta bien definida. Se ha demostrado su
presencia en la pared celular y un aumento de su actividad durante la
maduracion de uvas tintas (Ortega-Regules, 2006), aunque otros
autores encontraron un descenso de su concentracion a partir del
envero (Barnavon et al.,, 2000). La B-galactosidasa actla sobre los
enlaces -1,4 de las cadenas laterales de los ramnogalacturonanos tipo-
|'y tipo-Il y de los xiloglucanos (Fry, 1995; Crouzet et al., 2000). También
se ha encontrado un aumento de su actividad durante la maduracion y
algunos autores han citado que es el enzima que actia en las primeras
etapas del ablandamiento del fruto siendo su papel en el
reblandecimiento mas importante que el de la pectinesterasa (PE) o la
poligalacturonasa (PG) (Mohd Ali et al., 1995; Lazan et al., 1995).

Proteasas: la pared celular puede contener alrededor de un 10% de

proteinas que, mayoritariamente, tienen funciones estructurales. Las
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proteasas son los enzimas responsables de la degradacion de las
proteinas presentes en la pared. La actividad de enzimas como la lisina,
la autolisina o la extensina peroxidasa es capaz de liberar péptidos de
las paredes celulares (Matsuda et al., 1985; Dey et al., 1997).

2.2.2 PREPARADOS ENZIMATICOS COMERCIALES

Los enzimas se encuentran de forma natural en la uva, pero normalmente
se encuentran en cantidades mas bajas que las necesarias para degradar de
manera efectiva las paredes celulares y extraer eficientemente los compuestos
fenolicos y arométicos. La adicion al mosto de enzimas exdgenos, también
conocidos como enzimas de maceracion, se comenzo a aplicar a comienzos de
la década de los 70, sobre todo para conseguir un mayor rendimiento del mosto
en el estrujado de la uva y para facilitar la clarificacion (Capdeboscq et al.,
1994). Actualmente el uso de enzimas exdgenos se ha diversificado,
empleandose para fines mas concretos como la extraccion de compuestos

fendlicos responsables del color y de constituyentes aroméaticos.

Los preparados enzimaticos utilizados son material extracelular obtenido en
fermentaciones controladas producidas por cepas de microorganismos. Las
cepas utilizadas son generalmente Aspergillus Niger y el resultado de la
fermentacién es un preparado que contiene diferentes actividades enziméaticas.
La mayor o menor concentracion de enzimas en el preparado y las actividades
gue estos presenten dependeran de la cepa utilizada, de las condiciones de
fermentacién y del tipo de sustrato fermentado. La distinta naturaleza de los
enzimas presentes en las preparaciones y su nivel de actividad condicionan la
eficacia de estos productos. Las actividades varian mucho dependiendo del
fabricante, que suele utilizar unidades propias para expresar la concentracion.
Los preparados comerciales contienen principalmente actividades enzimaticas
pectoliticas (poligalacturonasa PG, pectin-esterasa PE y pectin-liasa PL) y
actividades enzimaticas secundarias (celulasas, hemicelulasas, proteasas o
glicosidasas) que refuerzan la accién de las pectinasas para conseguir una

mayor ruptura de las células.
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Otros factores importantes de los que depende su efectividad son el pH
y la temperatura del mosto en el momento de su aplicacion. Generalmente,
valores bajos de pH y temperatura inhiben la accion de las actividades
enzimaticas. La presencia de alcohol conforme avanza la fermentacion
alcohodlica también produce una perdida en la eficacia de las actividades

enzimaticas (Romero-Cascales, 2008).

Los avances en las técnicas de ingenieria genética, ingenieria de proteinas
e ingenieria de procesos han permitido producir enzimas mas puros y optimizar
las propiedades de los enzimas antes de su produccion. Actualmente es
posible encontrar en el mercado preparados enzimaticos con actividades
seleccionadas en funcién del fin que se persiga con su aplicacion (Lasanta-
Melero, 2009).

Un alto nivel de actividad pectin-liasa provoca una rapida disminucion de la
viscosidad del mosto y puede ser recomendable para obtener desfangados
rapidos. Si a esta actividad se le une una alta actividad poligalacturonasa
resulta un preparado muy eficaz en la clarificacion de mostos y vinos (Palacios
et al., 2003). Cuando lo que se persigue es la extraccidn efectiva de la materia
colorante, se suelen utilizar preparados enzimaticos con actividades principales
poligalacturonasa, pectin-esterasa y pectin-liasa y actividad secundaria
glucanasa (Clare et al., 2002), aunque se ha observado que la accién de la
enzima [3-galactosidasa juega también un papel importante en la ruptura de las
paredes celulares durante la maduracion y, sin embargo, no suele estar
presente en los preparados enzimaticos comerciales (Gil-Mufioz et al., 2007).
Los preparados con actividad enzimética glucosidasa son utilizados para
facilitar la liberacion de los precursores aromaticos, ya que este enzima
favorece la hidrélisis de los enlaces glucosidicos que presentan los
constituyentes aromaticos cuando se encuentran ligados a otros compuestos.
Aunque también se ha observado que la actividad glucosidasa produce una
decoloraciéon en vinos tintos, ya que provoca la hidrolisis de los enlaces
glucosidicos de los antocianos (Pogorzelski et al., 2007; Romero-Cascales
2008; Lasanta-Melero, 2009). La actividad del enzima cinamil-esterasa provoca

una disminucién en el contenido de los ésteres de los acidos hidroxicindmicos,
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ya que cataliza su hidrdlisis, liberandose los acidos correspondientes, que por
accion de la levadura de contaminacion Brettanomyces dekkera pueden
originar etil-fenoles con aromas fendlicos indeseados (Chatonnet et al., 1995),
sin embargo estos etil-fenoles también pueden formar polimeros condensados
con algunos antocianos, contribuyendo a la estabilizacion del color del vino
(Fulcrand et al., 2006).

Se han obtenido muchas contradicciones en los estudios realizados sobre la
aplicacion de enzimas de maceracion. Asi, en muchos trabajos se ha mostrado
que la aplicacion de enzimas promueve la extraccion de color y de aromas
varietales, mejorando la calidad del vino tinto (Sacchi et al., 2005), pero
también existen numerosos estudios en los que los resultados obtenidos no
han sido los deseados. Soto-Vazquez et al. (2010) observaron que la adicion
de un preparado enzimatico con actividades pectinasas, en la elaboracion de
vinos Mencia, favorecia la extraccién de antocianos y la estabilizacién de color
mediante copigmentacion. Bautista-Ortin (2005) estudid la aplicaciéon de
enzimas en la vinificacibn de uvas Monastrell durante dos campafas
consecutivas. En la primera campafia encontr6 que el uso de enzimas
mejoraba las caracteristicas de los vinos, mientras que en la segunda
campafa, con la uva perfectamente madura, no se encontraron diferencias
entre los vinos tratados con adicion de enzimas y el vino control. Romero-
Cascales (2008) también estudi6 el efecto de diferentes preparados
enzimaticos en la vinificacion de uva Monastrell y observé que la aplicacion de
preparados con distintos niveles de actividad enzimatica no originG6 grandes
diferencias en las caracteristicas cromaticas de los vinos obtenidos y que el
efecto de las actividades enzimaticas era mayor cuando las uvas de partida
tenian un grado de madurez 6ptimo, pero no cuando se encontraban poco o
muy maduras. También observé que el uso de enzimas macerativos era una
buena herramienta para acortar los tiempos de maceracion. Di Profio et al.,
(2011) estudiaron la adicién de un preparado enzimatico en la vinificaciéon de
uvas Merlot, Cabernet Franc y Cabernet Sauvignon durante tres campafas
consecutivas y observaron que la adicion de enzimas daba lugar a vinos con
mayor intensidad de color en dos de las campafias estudiadas. La eficacia de

los enzimas parecia depender de la variedad y de la afiada, de modo que los
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enzimas provocaron un aumento en la extraccion de antocianos totales solo
cuando la uva de partida contenia altas concentraciones de antocianos. En
estudios realizados en vinos de Pinot Noir (Gerbaux et al., 2002), la adicion de
enzimas de maceracion aumento la extraccion de compuestos fendlicos, pero
al evaluar el perfil aromatico se encontré un notable aumento en el contenido
de fenoles volatiles no deseados. Si los enzimas utilizados eran purificados,
eliminando la actividad enzimatica cinamil-esterasa que estos presentaban, no
se producia este aumento de la concentracion de fenoles volatiles en el vino.
Lasanta-Melero (2009) observé que la adicion de un preparado enzimatico con
actividad principal B-glicosidasa durante la vinificacion de vinos Tempranillo,
Syrah y Merlot producia un aumento del contenido aromatico, especialmente
de alcoholes, derivados fendlicos, terpenos y norisoprenoides, pero provocaba
un ligero descenso en el contenido de antocianos. Pifieiro et al. (2006) también
estudiaron el efecto de la adicién de enzimas con actividad B-glicosidasa en
vinos comerciales monovarietales de 13 variedades diferentes pero encontro
que la adiciébn de enzimas influia muy poco en los niveles de compuestos

aromaticos tipo éster.

Estos resultados ponen de manifiesto el hecho de que, en la actualidad, el
empleo de enzimas de vinificacién constituya un punto de investigacion de gran
interés, especialmente la relacion entre actividades enzimaticas presentes en

las preparaciones empleadas y las caracteristicas de los vinos obtenidos.

2.3 UTILIZACION DE TECNICAS DE FRIO EN LA ELABORACION DE
VINOS TINTOS

Puesto que las membranas de las paredes celulares de las pieles forman
una barrera frente a la difusion de los compuestos fendlicos y de los
constituyentes aromaticos, todas las técnicas enolégicas que ayuden a
degradar las paredes celulares estaran encaminadas a mejorar la extraccion de

estos compuestos.
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2.3.1 MACERACION PREFERMENTATIVA EN FRIO

El origen de la maceracion prefermentativa como técnica dirigida a mejorar
la extraccion de la materia colorante y aromatica procede de la Borgofia
(Delteil, 2004) donde, debido a las bajas temperaturas de la region, la uva
recolectada solia llegar muy fria a la bodega y, como consecuencia de ello, el
comienzo de la fermentacion alcohdlica se retardaba unos cuantos dias
durante la maceracién. Los bodegueros observaron que los vinos que se
obtenian cuando se producia este fendmeno eran vinos de buena calidad y
empezaron a buscar sistemas que les permitiesen prolongar aiin mas el tiempo
de maceracion sin que comenzase la fermentacion. Con este fin comenzaron a
afnadir altas dosis de didxido de azufre, inhibiendo la accion de las levaduras e
induciendo, por tanto, las maceraciones prefermentativas. Asi se originaron las
maceraciones sulfiticas, pero esta técnica no es recomendable ya que la
elevada adicién de dioxido de azufre estd legalmente limitada debido a sus

efectos nocivos sobre la salud.

Para alargar la fase prefermentativa sin adicionar elevadas dosis de SO, se
comenzaron a utilizar métodos de enfriamiento durante la maceracion. Esta
técnica, denominada cold soak puede considerarse originaria de California, ya
que fue alli donde la maceracion prefermentativa en frio se convirtié en un

sistema habitual de vinificacion.

En la actualidad la maceracién prefermentativa en frio es una técnica
ampliamente utilizada en la elaboracion de vinos blancos y también comienza a
ser frecuente en la elaboracion de vinos tintos. Como técnica de vinificacion en
tinto estd admitida por la O.1.V mediante la resolucion OENO 12/2005, donde
se define como el “procedimiento que consiste en macerar en frio las uvas
rojas despalilladas y/o estrujadas o eventualmente enteras mantenidas en
contacto con el mosto a una temperatura y durante un tiempo adaptados al
objetivo buscado antes del inicio de la fermentacion alcohdlica” y cuyos
objetivos son “favorecer la extraccion de los constituyentes del hollejo por

medio de procedimientos difusionales y enzimaticos con el fin de aumentar la
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complejidad aromatica y gustativa de los vinos y mejorar las caracteristicas del

color”.

Se trata pues de una técnica caracterizada por un periodo de contacto de 7
a 10 dias entre el mosto y los hollejos, a baja temperatura (entre 4°C y 10°C)
con el fin de difundir de forma selectiva ciertos compuestos hidrosolubles de la
uva (pigmentos, aromas, polisacaridos, polifenoles,...) en ausencia de alcohol
(Llaudy et al., 2005).

El frio necesario para enfriar la pasta de vendimia puede ser obtenido de
varias maneras. Es conveniente que la uva llegue a la bodega a baja
temperatura, y para ello se recomienda la vendimia nocturna o, en su defecto,
su almacenaje en camaras frigorificas para disminuir su temperatura antes del
estrujado. De esta forma el coste necesario para enfriar la pasta es menor,
puesto que la uva ya se encuentra a baja temperatura. Una técnica para enfriar
la pasta puede ser utilizar intercambiadores de calor justo después del
prensado, pero se requiere un equipo de frio muy potente y costoso. Otra
posibilidad es el enfriamiento en los propios depdsitos utilizando camisas de
refrigeracion, aunque con esta técnica se corre el riesgo de que la pasta se
enfrie solo en las proximidades de las paredes y comience la fermentacion en
las zonas mas internas, especialmente si los depdsitos son muy grandes.
También se pueden mantener los depdsitos dentro de camaras frigorificas a la
temperatura deseada durante el tiempo que dure la maceracion
prefermentativa, pero esto también requiere unas instalaciones costosas si los
depdsitos son muy grandes. La técnica mas utilizada es la adicién directa de
nieve carbdnica (CO, en estado sélido) sobre la pasta de maceracién. Con la
adicion de nieve carbdnica el mosto se enfria muy rapidamente produciendo un
shock térmico, congelando las pieles de la uva, provocando la rotura de las
células y favoreciendo la futura solubilizacion de sus componentes (Celotti y
Michelet, 2004). Presenta ademas otras ventajas adicionales, ya que el rapido
enfriamiento inhibe la accién de las polifenoles oxidasas, responsables de las
oxidaciones enzimaticas de los antocianos durante las primeras etapas de
elaboracion del vino (Zamora, 2004). Por otro lado, la sublimacién de la nieve

carbolnica provoca una saturacion de diéxido de carbono en estado gaseoso,
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desplazando al oxigeno presente en el medio, protegiendo, por tanto, a los
compuestos aromaticos y a los antocianos frente a posibles oxidaciones. Este
desplazamiento también inhibe el desarrollo de las levaduras oxidativas y de
las bacterias acéticas, pero la saturacion del medio con diéxido de carbono
provoca ademas un desplazamiento del dioxido de azufre, lo que puede
resultar contraproducente ya que cuando aumente la temperatura del depésito,
en ausencia de SO,, existe un alto riesgo de que la fermentacién alcohdlica se
lleve a cabo por levaduras autoctonas. Para evitar esta situacion es
recomendable inocular con levaduras seleccionadas cuando la temperatura del

depdsito comience a aumentar (Delteil, 2004).

En los estudios realizados sobre la aplicacion de técnicas de maceracion
prefermentativa en frio se han encontrado resultados muy diversos. Couasnon
(1999) encontrd resultados espectaculares en la extraccion de compuestos
fendlicos para vinos de Merlot, pero otros autores han observado que los
resultados de esta técnica parecen estar condicionados por el método de
enfriamiento (Heredia et al.,, 2010), por el grado de madurez de la uva
empleada (Llaudy et al., 2005) o por la temperatura alcanzada durante el
enfriamiento (Parenti et al., 2004).

Sachi et al. (2005) sefialaron que la adicion de nieve carbolnica provocaba
un aumento significativo de antocianos en vinos Merlot si iba acompafiada de
una sulfitaciébn. Reynols et al. (2001) observaron que la maceracion en frio
aumentaba la extraccion de antocianos en Syrah cuando era combinada con
bajas temperaturas de fermentacion (15 y 20 °C), pero no cuando se
combinaba con temperaturas de fermentacion mas altas (30 °C). Heatherbell et
al. (1997) estudiaron el efecto de la maceracion prefermentativa en frio en
vinos de Pinot Noir, observando un aumento significativo de la fraccion fendlica,
pero también encontraron que se producia una disminucion del caracter varietal
de los vinos. Sin embargo, otros resultados obtenidos del andlisis de vinos
tintos elaborados con la variedad Tempranillo mediante técnicas
prefermentativas en frio, mostraron que la maceracién en frio, con o sin nieve
carbonica, facilitaba la manifestacion de caracteres aromaticos propios de la

variedad, ademas de aumentar el contenido de otros compuestos aromaticos
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como los acetatos o los ésteres etilicos (Morro-Urda, 2009). Alvarez et al.
(2006) encontraron un aumento significativo en los niveles de ésteres etilicos y
acetatos en vinos de Monastrell obtenidos mediante maceracién
prefermentativa en frio, pero en este caso el resultado era aun mejor cuando el

enfriamiento se habia producido por adicion de nieve carbonica.

2.3.2 CONGELACION DE LA UVA O SUPRAEXTRACCION

La congelacion de la uva, también conocida como supraextraccion, es una
técnica que consiste en congelar y descongelar la uva antes de someterla al
proceso de vinificacion (Defranoux et al., 1989). Es una variante de la técnica
utilizada para la elaboracion de los “icewine” o “vinos de hielo” que consiste en
prensar la vendimia parcialmente congelada de forma natural (crioextraccion

selectiva o crioseleccion) (Roldan-Gomez, 2008).

Estas técnicas son tradicionalmente utilizadas en la elaboracion de vinos
blancos cuando se persigue mejorar la extraccibon de aromas varietales y
aumentar la concentracion de azucares o el porcentaje de alcohol (Chauvét et
al., 1986), aunque la supraextraccién también ha comenzado a utilizarse para
mejorar la calidad de vinos tintos, ya que la congelacion y descongelacion de
los hollejos y de las capas subepidérmicas provoca modificaciones de la
ultraestructura de los tejidos produciendo un efecto comparable al de la

maceracion pelicular en frio (Riberéau-Gayén et al., 2003).

El proceso de congelacion provoca una serie de cambios irreversibles en los
tejidos, que se manifiestan tras la descongelacion. Estos cambios son la
consecuencia de diferentes procesos: dafios por enfriamiento, dafios por
concentracion de soluto, dafios por la formacion de cristales de hielo y dafios
por la variacion de volumen (Mallet, 1994; Ordoiiez, 1998; Rodriguez, 2002). El
aumento del volumen de la baya puede provocar desgarros. La formacion de
hielo provoca un aumento de la presion interna, facilitando la separacién de las
paredes celulopectidicas. Las modificaciones en la concentracion de soluto
influirdn en los fendmenos de osmosis, provocando la desecacion del

protoplasma y la separacion de las membranas celulares de las paredes. La
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formacion de cristales puntiagudos también facilitara la degradacion del interior

de las células.

Todos estos procesos hacen que la congelacion produzca importantes
modificaciones en la estructura de los tejidos, facilitando la extraccion de

componentes intra y extracelulares.

Segun Riberéau-Gayon (2003) la  supraextraccion favorece
fundamentalmente la liberacibn de aromas y sus precursores, pero limita la
extraccion de compuestos fendlicos. Sin embargo, Simonato et al. (2005)
sefalaron que los dafos producidos en el hollejo por la baja temperatura
producen un aumento de la extraccion de fenoles totales, catequinas y
proantocianidinas, aunque el alcance de la extraccibn depende de la

temperatura de prensado y de la variedad.

Se pueden utilizar camaras frigorificas para congelar las uvas, aunque
algunos autores también han sefialado la adicidbn de nieve carbodnica o de
nitrégeno liquido sobre la uva como método de congelacién (Parenti et al.,
2004). El uso de nieve carbonica confiere la ventaja adicional de que no s6lo
congela la uva, sino que también la protege del oxigeno. En ensayos realizados
en Cabernet Sauvignon y Cabernet Franc (Couasnon, 1999) se observé que la
congelacion de las uvas con nieve carbénica provocaba un aumento en la
concentracion de antocianos y de la concentracién de taninos. El incremento de
taninos pudo ser debido a que la congelacion completa de la uva favorecio la
ruptura de las células de las semillas en las que estan contenidos. Para evitar
el aumento de taninos procedentes de las semillas es recomendable que la

congelacion no afecte a las pepitas.

Como ya se ha comentado, esta técnica ha sido ampliamente estudiada en
la elaboracion de vinos blancos. Su aplicacion en la elaboraciéon de vinos tintos
es mas novedosa y su estudio puede resultar de gran interés como método

para mejorar la extraccion de compuestos fendlicos y aromaticos.
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3.1 DISENO EXPERIMENTAL

El estudio experimental se baso en la aplicacion de técnicas enoldgicas de
vinificacién a baja temperatura y en la adicion de enzimas de maceracion para
estudiar su efecto sobre la extraccion de compuestos fendlicos y volatiles, asi
como la evolucibn de los parametros crométicos y las -caracteristicas

organolépticas.

El ensayo se realizO en tres variedades diferentes (Monastrell, Syrah y
Cabernet Sauvignon) durante dos campafas (2007 y 2009). En la segunda
campafia (2008) solo se estudio la variedad Monastrell procedente de cuatro

zonas con diferentes condiciones edafoclimaticas.

3.1.1 CAMPANA 2007

Las variedades de uva tinta estudiadas fueron Monastrell, como variedad
predominante de las Denominaciones de Origen de la Region de Murcia y
Cabernet Sauvignon y Syrah como variedades que se estan introduciendo bien
en la regién. Toda la uva utilizada procedia de fincas comerciales de la bodega
Casa de la Ermita (D.O. Jumilla), situadas en el paraje ElI Carche, término
municipal de Jumilla, y donde el sistema de conduccion era en espaldera y el

riego por goteo.

Se comparé el efecto de tres técnicas diferentes de maceraciéon a baja
temperatura (maceracion prefermentativa en frio, congelacion previa de la uva
y congelacién del mosto con nieve carbonica), asi como el efecto de la adicién
de dos enzimas macerativos (Figura 3.1) , siendo uno de ellos un preparado
enzimatico comercial (Enozym Vintage, Agrovin) obtenido a partir del hongo
filamentoso Aspergillus Niger, con actividades enzimaticas pectoliticas
(pectinliasa 2,8 Ul/g, poligalacturonasa 546,6 Ul/g y pectinesterasa 7,3 Ul/g) y
actividad secundaria celulasa (B—glucanasa 179,6 Ul/g). Para el segundo
tratamiento enzimatico se utiliz6 un enzima natural (B-galactosidadasa, 8,0

unidades/mg solido, Sigma-Aldrich) obtenido a partir de Aspergillus Oryzae.
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Las técnicas enologicas empleadas se compararon con una vinificacion
tradicional o testigo. Todas las vinificaciones se realizaron por triplicado. La
uva se analiz6 en el momento de la entrada en bodega, determinando los
parametros generales de madurez tecnoldgica y polifendlica. Se determind

también la composicidn de antocianos, flavonoles y proantocianidinas.

Para el seguimiento de los parametros fendlicos, cromaticos y aromaticos
de los vinos, se disefié un protocolo de analisis en diferentes momentos de la
vinificacion: al finalizar la fermentacion alcohodlica, en el momento del
embotellado y 6 meses después del embotellado. Se realizaron analisis
sensoriales de los vinos en el momento del embotellado y 6 meses después del

embotellado.

Figura 3.1. Disefio de las vinificaciones campafia 2007.

Monastrell Cabernet Sauvignon Syrah

Tratamientos de frio Tratamientos enzimaticos Testigo
Congelacion  Maceracion  Congelacion Preparado [-galactosidasa Elaboracion
previa de prefermentativa del mosto enzimatico tradicional
de la uva en frio con CO2 comercial
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3.1.2 CAMPANA 2008

Durante la campafa 2008 se estudio la variedad Monastrell procedente de
cuatro zonas con diferentes caracteristicas edafoclimaticas. La uva Monastrell
perteneciente a la D.O. Jumilla procedia de la Cafiada del Judio (situada en el
término municipal de Jumilla), de la Cafiada de Albatana y de Montealegre del
Castillo (estos dos municipios pertenecientes a la provincia de Albacete).
Todas eran parcelas privadas, con cepas de mas de 20 afios de antigliedad,
de secano y con sistema de conduccion en vaso. La uva Monastrell procedente
de la cuarta zona seleccionada, perteneciente a la D.O Bullas, procedia de la
finca experimental que la Consejeria de Agricultura, Agua y Medioambiente de
la Region de Murcia tiene situada en EI Chaparral (término municipal de

Cehegin), donde el sistema de conduccion era en vaso y el riego por goteo.
Se estudid el efecto de técnicas de maceracién a baja temperatura y de

adicibn de enzimas macerativos (Figura 3.2), comparandolas con una

vinificacion tradicional.

Figura 3.2. Diseiio de las vinificaciones campafia 2008.

Monastrell
Cafada Canada Montealegre El Chaparral
del Judio de Albatana
Tratamientos de frio Tratamientos enzimaticos Testigo
Maceracion ~ Congelacion Preparado B-galactosidasa Elaboracion
prefermentativa del mosto enzimatico tradicional
en frio con CO» comeri:ial * *
A A A A A
r ) r ) r ) r ) r )
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Se realizo un analisis de la uva en el momento de la entrada en bodega. Al
final de la fermentacion alcohdlica se analizaron los pardmetros fendlicos y

cromaticos.

3.1.3 CAMPANA 2009

En esta campafia se empled de nuevo uva de las variedades Monastrell,
Syrah y Cabernet Sauvignon, procedente de la finca que la bodega comercial
Casa Castillo (D.O. Jumilla) tiene ubicada en la ladera de la Sierra del Molar,
término municipal de Jumilla. Todas ellas en secano, con un sistema de
conduccién en vaso en las parcelas de Monastrell y Cabernet Sauvignon y en
espaldera en la parcela de Syrah. El analisis de los distintos parametros en la
uva y en los vinos fue igual que el establecido en la campafia 2007. Los
andlisis sensoriales se realizaron al finalizar la fermentacion alcohdlica y 6
meses después del embotellado. La Figura 3.3 muestra las técnicas

enoldgicas empleadas en esta campafa.

Figura 3.3. Disefio de las vinificaciones campafia 2009.

Monastrell Cabernet Sauvignon Syrah
| |
Tratamientos de frio Tratamientos enzimaticos Testigo
Maceracion Congelacion Preparado Elaboracion
prefermentativa del mosto enzimatico tradicional
en frio con CO, comercial

32



Materiales y Métodos

3.2 UVA

3.2.1 MATERIAL VEGETAL

En todas las vinificaciones, la uva utilizada fue uva tinta (Vitis Vinifera L.) La
uva se recolectdé a mano y fue transportada en cajas de 20 kg hasta la Bodega
Experimental del IMIDA, en la Estacion Enologica de Jumilla.

La Tablas 3.1 y 3.2 muestran los datos edafoclimaticos de las zonas
viticolas de las que procedia la uva en cada una de las campafias. Los valores
meteoroldgicos corresponden a los periodos de maduracion y se obtuvieron
utilizando el Sistema de Informacion Agraria de Murcia (SIAM) y el Servicio
Integral de Asesoramiento al Regante (SIAR) de Castilla-La Mancha. Se aplico
el método de los poligonos de Thiessen (Thiessen, 1911) para determinar la

estacion meteoroldgica correspondiente a cada una de las zonas estudiadas.

Tabla 3.1. Datos edafoclimaticos desde el envero hasta la vendimia, campafas
2007 y 2009.

Tm Pm HRm

Campafia Zona Altitud Datos Estacion HS

(msnm) climaticos meteoroldgica (eC) (mm) (%)

Julio 346 26.31 19 51.25

Agosto 337 25.74 209 60.18

2007 El Carche 700,00 JU52

Septiembre 286 21.61 17.7 67.27

Octubre 231 16.44 85.7 72.77

Julio 366 26.89 0.1 4875
Sierra

2009 del 750,00 Agosto JU12 223 25.17 359 57.01
Molar

Septiembre 197 2044 275 70.61

Abreviaturas: HS: horas de sol; Tm: temperatura media; Pm: precipitacion media;
HRm: humedad relativa media.
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Tabla 3.2. Datos edafocliméaticos desde el envero hasta la vendimia, campafa
2008.

Altitud Datos Estacion Tm Pm HRm
Zona HS

(msnm) climaticos meteorolégica (eC) (mm) (%)
Cafiada del Julio 367 25.22 0.6 54.49

di 449,09 Jui12
Judio Agosto 354 2545 0.0  54.65
Julio 409 24.22 10.4 48.77
Albatana 692,95 Agosto ABO6 386 24.35 1.4 48.75
Septiembre 316 19.39 41.4 59.84
Julio 362 23.83 17.4 54.75
Agosto 350 23.82 0.0 52.61

Montealegre 777,43 Ju4?2
Septiembre 289 18.90 36.1 65.25
Octubre 248 14.43 44.2 75.95
Julio 360 24.72 1.2 55.19
Chaparral 485,00 Agosto CR32 355 24.71 0.0 56.14
Septiembre 275 20.13 77.9 65.10

Abreviaturas: HS: horas de sol; Tm: temperatura media; Pm: precipitacion media;
HRm: humedad relativa media.

3.2.2 OBTENCION DEL MOSTO

En el momento de la entrada de la uva a la bodega se tom6 una muestra
representativa de aproximadamente 300 g. En el laboratorio se cortaron los
granos por el pedunculo y se trituraron, usando un Robot Coupe modelo Gt 550
(Francia) durante dos minutos, seleccionando una velocidad baja para evitar la
ruptura de las pepitas. El triturado se centrifug6 a 4400 rpm durante 15 minutos
(Centrifuga Eppendorf 5810R). En el mosto obtenido se determinaron grado

Brix, acidez total, pH, 4cido malico y tartérico.

34



Materiales y Métodos

3.2.3 MADUREZ TECNOLOGICA DE LA UVA

3.2.3.1 Grado Brix

Se utilizé un refractometro digital Atago modelo PR-101 (Atago, USA) con
sensor de temperatura para la medida del grado Brix, realizando un ajuste
previo del cero con agua destilada.

3.2.3.2 pH

La medida se realiz6 con un valorador automatico Metrohm modelo 686

(Metrohm, Suiza), segun el método oficial CEE, Reglamento N° 2676/90.

3.2.3.3 Acidez total

La acidez total se obtuvo por medida potenciométrica con un valorador
automatico Metrohm modelo 686 (Metrohm, Suiza), segun el método oficial
CEE, Reglamento N°2676/90. Los resultados se expresaron en g/L de &cido

tartarico en el mosto.

3.2.3.4 Acido L-malico

Se midié con un secuenciador automatico Hycel, modelo Lisa 200 (Hycel
Diagnostics, EEUU), utilizando un test enzimatico y siguiendo el método oficial
CEE Reglamento N° 2676/90. Los resultados se expresaron en g/L de acido

malico en el mosto.
3.2.3.5 Acido tartérico
Se determind, con un secuenciador automéatico Hycel, modelo Lisa 200

(Hycel Diagnostics, EEUU) siguiendo el método colorimétrico Rebelein

modificado. Los resultados se expresaron en g/L de acido tartarico en el mosto.
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3.2.4 MADUREZ POLIFENOLICA DE LA UVA

Para el célculo de la madurez fendlica se utilizd el método de Saint-Cricq et
al. (1998), en el que se determina la capacidad de extraccion de los antocianos
de la membrana celular de los hollejos, expresada como indice de
extractabilidad de antocianos (EA%) o indice de madurez celular (IMC%). El
método consiste en realizar una extraccion reproduciendo las condiciones de
maceracion de un vino (pH 3.6) y, por otro lado, una extraccion en condiciones
extremas (pH 1). La diferencia entre ambos resultados sirve para medir el
grado de fragilidad de la membrana celular o madurez fendlica de la uva y, por
consiguiente, la capacidad de extraccion de estos compuestos.

El procedimiento experimental consiste en pesar dos fracciones de 25 g de
la uva triturada, en vasos de precipitado de 250 mL. A uno de ellos se le
adiciona una disolucién a pH 1 (HCI 0,1 N) y al otro 25 mL de una disolucion a
pH 3.6 (10 g de &cido tartarico, 9 mL de NaOH 32% y H,O hasta un volumen
final de 2 L). Se deja macerar a temperatura ambiente durante 24 horas.
Transcurrido este tiempo se centrifuga a 4400 rpm durante 15 minutos y el

liquido sobrenadante se utiliza en la determinacion de:

e Antocianos extraibles: concentraciébn de antocianos a pH 3,6 que
representa el potencial de antocianos facilmente extraibles de la uva
durante el proceso de vinificacién.

e Antocianos totales: concentracion de antocianos a pH 1 que
representa el potencial total de antocianos en la uva.

e IPT extraibles a pH 3,6: representa la cantidad de compuestos
fendlicos de la uva que pueden ser facilmente extraidos durante el

proceso de vinificacion.

El indice de madurez celular (IMC %) o indice de extractabilidad de

antocianos (EA%) se calculo a partir de estos parametros, mediante:
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IMC (0/0) = [(A pH1- A pH 3,5) /A pH 1]*100

El indice de madurez de las pepitas (IMP %) se calculé mediante:

IMP (%) = [(lPT pH 3,6 = A pH 3,6 X 40/ 1000) [ IPT pH 3,6 ]xlOO

3.2.5 DETERMINACIONES ESPECTROFOTOMETRICAS

3.2.5.1 Antocianos totales

Se obtuvieron por lectura de la absorbancia a 520 nm en cubetas de 1 cm
de espesor, transcurridos 30 minutos desde la adicion de 0,5 mL de mosto a 25
mL de HCI 0,1 N (Cayla et al.,, 2002). Se emple6é un espectrofotometro
Shimadzu UV-1600 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan).

Antocianos (mg/L) = A520 x 22,76 x dilucion

3.2.5.2 indice de polifenoles totales (IPT)

Se obtuvo por lectura de la absorbancia a 280 nm con cubetas de 1 cm de
paso oOptico, del mosto diluido 100 veces con agua destilada. Las medidas se
realizaron en un espectrofotdmetro Shimadzu UV-1600 (Shimadzu Corporation,

Kyoto, Japon).

IPT = Aygo X 100
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3.2.6 DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS POR
CROMATROGRAFIA LIQUIDA

3.2.6.1 Antocianos y flavonoles en el hollejo

En el momento de la entrada de la uva a la bodega, se selecciondé una
muestra representativa de 20 bayas y se congelaron a -20°C para su posterior
analisis. Las uvas congeladas se pelaron con ayuda de un bisturi colocando los
hollejos sobre un papel absorbente para eliminar el exceso de humedad. Los
hollejos fueron triturados en un molinillo (Vibratory Ball Mill Pulverisette O,
Cryo-box, FRITSCH, Alemania) con ayuda de nitrdgeno liquido. Se pesaron 2 g
del triturado y se realiz6 una extraccion con 40 mL de metanol (HPLC
gradiente, PAI-ACS, Panreac) durante 2 horas, con agitacion de vaivén
(Labotron, INFORS, Suiza) a 150 rpm y 25°C. El extracto metandlico obtenido
se pasoO por un filtro de nylon de 0,45 pum (Albet LabScience, Dassel) y se

analizé por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

La separacién de los compuestos se realiz6 en un cromatégrafo liquido
Waters 2960 (Waters, PA, USA), equipado con un detector diodo-array Waters
996. Se utiliz6 una columna C-18 de fase reversa de 25 x 0.4 cm,
LiChrospher® 100 RP —C18 (Merk, Darmstadt, Alemania) de 5 um de tamario
de particula. El andlisis se llevéd a cabo a una temperatura de 25°C y el
volumen de muestra inyectada fue de 20 uL. La separacién se realizd en
gradiente, utilizando como fases moviles una mezcla de acido férmico (4,5%) y

acetonitrilo, con un flujo de 1 mL/min (Tabla 3.3).

La identificacion de los diferentes compuestos se llevé a cabo comparando
sus espectros con los indicados en la bibliografia (Hebrero et al., 1998; Revilla
et al., 1999, Castillo-Mufioz et al., 2009). La identificacién se confirm6 mediante
HPLC-masas, en un cromatografo liquido acoplado a un detector de masas LC-
MSD-trap VL-01036 (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania), equipado
con un sistema de ionizacion por electrospray (ESI).
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Los antocianos se cuantificaron a 520 nm utilizando como patron externo el
cloruro de malvidina-3-glucosido (Extrasynthése, Genay, Francia) (Bautista-
Ortin et al. 2005). Los resultados se expresaron en mg de malvidina por kg de
uva, para cada uno de los antocianos monoglucosidos y de sus
correspondientes derivados acilados. En el caso de los flavonoles se
cuantificaron a 360 nm utilizando como patrones externos kampferol, miricetina
y quercetina dihidrato (Sigma-Aldrich, MO, USA) (Tabla 3.4). Los resultados se

expresaron en mg por kg de uva para cada uno de los flavonoles.

Tabla 3.3. Gradiente para la determinacion de antocianos y flavonoles en uva
por HPLC.

Tiempo (min) % A % B
0 90 10
10 90 10
30 88 12
40 88 12
85 79 21
95 79 21

100 0 100
105 0 100
110 90 10
115 90 10

A: acido férmico al 4.5%:; B: acetonitrilo
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Tabla 3.4. Cuantificacién de antocianos y flavonoles.

Compuesto Ecuacion de larecta R?

Miricetina vy = 3,60.10°X-1,21.10° 0,997
Kampferol  y=4,02.10"X-1,42.10° 0,999
Quercetina  y=6,61.10°X-6,12.10° 0,999

Malvidina y =27,12.10°X-0,5199 0,997

3.2.6.2 Taninos en el hollejo y las semillas

Se utiliz6 el método descrito por Kennedy y Jones (2001) basado en la
reaccion de floroglucindlisis para la ruptura de las cadenas de los taninos
poliméricos. El procedimiento experimental, descrito por Hernandez-Jiménez et
al. (2009), fue el siguiente: se seleccionaron 10 granos de uva, las semillas y
pieles de las uvas se separaron de la pulpa con un bisturi y fueron congeladas
a -20°C para su posterior andlisis. La extraccion de los taninos se realiz6 con
10 mL de acetona/agua 2:1 en un agitador de vaivén (Labotron, INFORS,
Suiza) a 200 rpm durante 24 horas. El extracto se concentr6 a vacio a 35°C
usando un concentrador Centrivap (Labconco, USA) y se redisolvid

posteriormente en 2 mL de metanol.

Una alicuota de 100 pL de este extracto metandlico se hizo reaccionar con
100 pL de reactivo de floroglucinol (soluciéon con HCL 0.2N en metanol, 100 g/L
de floroglucinol y 20 g/L de acido ascorbico), siguiendo el procedimiento
descrito por Kennedy y Taylor (2003). La reaccién se llevoé a cabo en un bafio
de agua (Selecta, Unitronic OR) a 50°C durante 20 minutos, afiadiendo 200 pL
de acetato sédico 200 mM para detener la reaccion. Finalmente se centrifugé la

muestra a 13000 rpm durante 5 min.

Los aductos de la floroglucindlisis se separaron para su cuantificacion

mediante un cromatégrafo liquido Waters 2960 (Waters, PA, USA), equipado
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con un detector diodo-array Waters 996. Se utilizé una columna en fase reversa
Atlantis dC18 (Waters, PA, USA) 4.6 mm x 250 mm de 5.0 um de tamafio de
particula, dotada de una precolumna Atlantis dC18 (Waters, PA, USA), 2.1 mm
x 10 mm, 5 um de tamafio de particula. Para la separacion se utilizd un
gradiente binario (Tabla 3.5) de acido formico al 2% (A) vy
acetonitrilo/agua/acido férmico (80:18:2) con un flujo de 1 mL/min. Los picos
eluidos se monitorizaron a 280 nm. La identificacion de los diferentes
compuestos se realiz6 a 280 nm. Los flavan-3-oles mondomeros (-)-
epicatequina, (+)-catequina y (-)-epicatequina-3-O-galato se identificaron por
comparacion de sus espectros UV-Vis con los de los patrones puros (Sigma-
Aldrich, MO, USA). El resto de compuestos se identificd6 por comparacién de

sus espectros con los indicados en la bibliografia (Kennedy et al 2001).

Tabla 3.5. Gradiente para la determinacion de taninos en uva por HPLC.

Tiempo (min) % A % B
0 90 10
10 90 10
30 88 12
40 88 12
85 79 21
95 79 21

100 0 100
105 0 100
110 90 10
115 90 10

A: acido férmico 2%; B: acetonitrilo/agua/acido férmico (80:18:2)

Para determinar los monomeros presentes de forma natural, el extracto

metandlico se analiz6 sin realizar la reaccion de floroglucindlisis. Los productos
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de ruptura se estimaron usando sus factores de respuesta relativos a la
catequina, que se us6é como patron de cuantificacion (Sigma-Aldrich, MO,
USA), expresados en mmol/L (Tabla 3.6).

Tabla 3.6. Factores de respuesta de los mondmeros respecto a la catequina.

Monomero RMR(Emonémero/€catequina) Coeficiente
monomero(Coef.Cateq./RMR)

Catequina 1 4,51.10 'mM
Epicatequina 1 4,51.10'mM
Epicatequina-3-O- ;
3.41 1,32.10'mM
galato
Epigalocatequina 0.29 1,55.10'mM
Catequina- ;
_ 0.98 4,60.10'mM
floroglucinol
Epicatequina- ;
_ 0.98 4,60.10'mM
floroglucinol
Epicatequina-3-O- ;
_ 3.64 1,24.10'mM
galatofloroglucinol
Epigalocatequina-
PO q 0.29 1,55.10'mM

floroglucinol

Abreviaturas: €: coeficiente de absortividad molar; RMR: respuesta molar relativa
respecto a la catequina; Coef.Cateq. : coeficiente de la catequina.

Para calcular el grado medio de polimerizacion (GMP), la suma de las
subunidades (mondmeros y aductos de la floroglucindlisis) se dividio por la
suma de todos los monémeros (en moles). El porcentaje de cada monémero se

calculo respecto a la suma en moles de todos los monémeros.

El porcentaje de galoilacion (%G) se obtuvo sumando el porcentaje de

epicatequina-3-O-galato (mondmero terminal) mas el porcentaje del aducto
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epicatequina-3-O-galato-floroglucinol (mondmero de extension). Para expresar
la masa de cada monomero, la conversién de mol a gramos se hizo sin tener
en cuenta la fraccion correspondiente al floroglucinol en los aductos de la
floroglucindlisis. La cuantificacion final de cada mondmero se expreso en ug/g

hollejo o ug/g semilla 'y en mg/kg uva.

GMP = [Z(moles mondmeros+moles aductos) / & (moles mondmeros)]

% monomero = [moles mondmero / ¥ (moles mondmeros totales)] x 100

% G = %Epicatequina-3-0O-galato-floroglucinol + %Epicatequina-3-O-galato

3.3 VINO

3.3.1 VINIFICACIONES

En todas las campafias y para los distintos tratamientos a estudiar se
realizaron por triplicado microvinificaciones de 100 kg de uva. El objetivo del
ensayo durante las diferentes campafas fue comparar la aplicacién de
técnicas macerativas a baja temperatura y la adicion de enzimas de
maceracion, estudiando su efecto sobre la extraccion de compuestos fendlicos
y volétiles, asi como la evolucién de los diferentes parametros cromaticos y las
caracteristicas organolépticas, en la vinificaciéon de las variedades Monastrell,

Syrah y Cabernet Sauvignon.

La uva se vendimié de forma manual en cajas de 20 Kg, y se transporto a la
Bodega Experimental de la Estacion Enolégica de Jumilla, donde se introdujo
en camaras frigorificas para disminuir su temperatura a 10°C. Las técnicas de

vinificacion utilizadas fueron:
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3.3.1.1 Vinificacion tradicional o testigo

La uva fue despalillada, estrujada y sulfatada (8 g SO,/100 kg uva), e
introducida en 3 tanques de 100 L (90 kg /tanque). La pasta de cada una de las
distintas elaboraciones se encubd durante 24 horas. Se procedid a una
correccién de acidez con acido tartarico hasta 5,5 g/L y a la adicion del pie de
cuba (10 g levadura seca/100 kg uva) (Laffort, DSM, Servian, Francia). La
temperatura de fermentaciébn se controlé entre 23 y 28°C, realizandose
medidas de temperatura y densidad del mosto dos veces al dia hasta que el
°Baumé llegd a cero. Se llevaron a cabo dos removidos diarios para favorecer
la maceracion que tuvo una duracién de 10 dias, prensandose al finalizar de
este periodo en una prensa de membrana a 1.5 bares de presion y hasta un
rendimiento del 65%. Finalizada la fermentacion alcohdlica se controlo la
temperatura para que ésta no bajase de los 18°C. Ademas se realizaron de 1 a
3 trasiegos, en funcién de la formacion de SH, en los depdésitos, manteniendo
siempre el espacio de cabeza con CO, para evitar posibles oxidaciones en el
vino. Concluida la fermentacion malolactica, los vinos se trasegaron y se
adicion6 SO, (50 mg/L), a continuacién se procedio a la estabilizacién del vino
a -3°C. Tras este proceso, los vinos fueron embotellados y conservados en el

sétano de la Bodega Experimental a una temperatura constante de 15°C.

3.3.1.2 Maceracion prefermentativa en frio

La uva fue despalillada, estrujada y sulfatada (8 g SO,/100 kg uva), e
introducida en 3 tanques de 100 L (90 kg /tanque). Los depdsitos se
introdujeron en cadmaras frigorificas donde estuvieron 7 dias a 10 °C. Tras los 7
dias de maceracion en frio, los depdsitos se sacaron de las camaras, y se
continué la elaboracién siguiendo los mismos pasos que en el caso de la

elaboracion tradicional.
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3.3.1.3 Congelacién previa de la uva

A la entrada en bodega de las uvas (en cajas de 20 kg), éstas se
introdujeron en camaras frigorificas donde se disminuyé su temperatura
primero hasta 5 °C, luego se mantuvieron a -4 °C durante 12 horas, y por ultimo
a -10 °C hasta la completa congelacién del hollejo pero no de la pulpa
(aproximadamente 5 horas). Después, estando los hollejos aun congelados, la
uva fue despalillada, estrujada y sulfatada (8 g SO,/100 kg uva) y se macero
durante 10 dias siguiendo el mismo procedimiento que en el caso de la

vinificacién tradicional.

3.3.1.4 Congelacién del mosto con nieva carbdnica

Las uvas fueron despalilladas, estrujadas y sulfatadas (8 g SO,/100 kg uva).
Se introdujeron en los 3 depdsitos de maceracién junto con el CO, sdélido, hasta
que la temperatura del mosto descendid a 0°C (aproximadamente 30 kg
CO,/depbsito) (Isotherme, Linde, Espafia). Cuando el mosto estuvo
descongelado y alcanz6 5°C (1 o 2 dias) se realiz6 la correccion de acidez a
5,5 g/L con &cido tartarico y la adicion del pie de cuba. A partir de este
momento se prosiguid con el mismo procedimiento utilizado en la vinificacion

tradicional.

3.3.1.5 Adicién de un preparado enzimético comercial

Las uvas fueron despalilladas, estrujadas, y sulfatadas (8 g SO,/100 kg
uva). En este momento se afadi6 al estrujado el preparado enziméatico
comercial (5 g/100 kg uva) (Enozym Vintage, Agrovin, Espafia). Se introdujo en
3 tanques de 100 L (90 kg /tanque). Se realiz6 una correccidén de acidez con
acido tartarico hasta 5,5 g/L y se siguié el mismo protocolo que el establecido

para la vinificacién testigo.

45



Materiales y Métodos

3.3.1.6 Adicion de un enzima natural (B-galactosidadasa)

Las uvas fueron despalilladas, estrujadas y sulfatadas (8 g SO,/100 kg uva).
Se anadié al estrujado un enzima natural con actividad p-galactosidadasa (1
g/100 kg uva) (B-galactosidadasa, Sigma-Aldrich, MO, USA). Se introdujo en 3
tanques de 100 L (90 kg /tanque) y se realiz6 correccion de la acidez con acido
tartédrico hasta 5,5 g/L, a partir de este momento, al igual que en el otro
tratamiento enzimatico, se siguié el mismo protocolo que el establecido para la

vinificacion testigo.

3.3.2 DETERMINACIONES ESPECTROFOTOMETRICAS

En el mosto-vino, previamente centrifugado y exento de CO,, se
analizaron los siguientes parametros: intensidad y tono, pardmetros CIELab,
antocianos totales, compuestos fendlicos totales y pardmetros de
copigmentacion. Las medidas se realizaron en un espectrofotdmetro Shimadzu
1600-UV (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) y los resultados se refirieron a

celdas de 1 cm de paso Optico.

3.3.2.1 Intensidad y tono

El valor de la intensidad de color se determin6 mediante la suma de las
absorbancias a 620 (componente azul), 520 (componente roja) y 420 nm
(componente amarilla) del mosto-vino sin diluir, utilizando cubetas de 0.1 cm de

paso optico (Glories, 1984).

Mediante el cociente entre las absorbancias a 420 nm y a 520 nm se calculo
el valor del tono (Sudraub, 1958).

IC = As20 + Aszo + Aszo

Tono = Asxg / Asoo

46



Materiales y Métodos

3.3.2.2 Parametros CIELab

Se obtuvieron a partir de las medidas de absorbancia realizadas en el rango
de longitudes de onda comprendidas entre 380 y 780 nm, con cubetas de 1 mm
de espesor y referidas a un observador de 10° y un iluminante D65. Para ello el
espectrofotometro estaba conectado a un ordenador con un programa
especifico de color que realizé el calculo directo de los pardmetros CIELab: L*,
a*, b*, C*y H*.

3.3.2.3 Indice de polifenoles totales (IPT)

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

paso optico del vino diluido 100 veces con agua destilada.

IPT = Aygo x 100

3.3.2.4 Parametros de copigmentacion

El célculo de los parametros de copigmentacion se llevd a cabo siguiendo el
método descrito por Levengood y Boulton (2004). El vino previamente es
ajustado a pH 3.6. Para la obtencion de estos parametros es necesaria la

determinacién de varias medidas espectrofotométricas:

Aacet: Se adicionaron 20 L de acetaldehido al 10% a 2 mL de la muestra a
analizar, agitandose inmediatamente. Después de 45 minutos se leyo la
absorbancia a 520 nm en celdas de 1 mm de paso Optico. La medida se
expreso referida a cubetas de 1 cm de espesor.

Az En un tubo de 10 mL se mezclaron 200 pL de la muestra a analizar 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 agité y a los 10 minutos
se leyo la absorbancia a 520 nm en cubetas de 1 cm de paso optico.

47



Materiales y Métodos

Aso2: 160 pL de SO, al 5% se afadieron a 2 mL de la muestra a analizar.
Se agitd y tras 1 minuto se leyo la absorbancia a 520 nm en cubetas de 0.2 cm

de paso optico.

Con los resultados de estas medidas se obtuvieron los siguientes

parametros:

FCA (Fraccion de color debida a antocianos copigmentados)= (Aacet - A20)/ Aacet
FFA (Fraccion de color debida a antocianos libres)= (A2o-Asoz2)/ Aacet

FPP (Fraccién de color del vino a pigmentos poliméricos)= Asoz/ Aacet

3.3.3 DETERMINACIONES POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA

3.3.3.1 Antocianos y flavonoles

Se realizé por inyeccion directa de la muestra (vino 0 mosto), previamente
filtrada (filtro de nylon de 0,45 pm, Albet LabScience, Dassel), en un
cromatografo liquido Waters 2690 (Waters, PA, USA), equipado con un
detector diodo-array Waters 996. La columna utilizada fue una Licrochart RP-
C18 (Merk, Darmstadt, Alemania), 25 x 0,4 cm de 5 um de tamafio de particula.
El volumen de la muestra inyectada fue de 20 pL y el analisis fue llevado a
temperatura ambiente. Los disolventes utilizados fueron acido formico al 4.5% vy
acetonitrilo, con un flujo de 0.80 mL/min. Las condiciones de gradiente se

muestran en la Tabla 3.7.

La identificacion y cuantificacion de los compuestos fueron las descritas en

la determinacién de antocianos y flavonoles en el hollejo de la uva (3.2.6.1).
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Tabla 3.7. Gradiente para la determinacion de antocianos en vino por HPLC.

Tiempo (min) % A % B
0.0 95.0 5.0
10.0 90.0 10.0
30.0 85.5 145
34.0 85.0 14.5
45.0 84.8 15.2
60.0 82.0 18.2

100.0 75.0 25.0
115.0 60.0 40.0
120.0 50.0 50.0
125.0 0.0 100.0
135.0 0.0 100.0
140.0 95.0 5.0

145.0 95.0 5.0

A: acido férmico (4.5%); B: acetonitrilo.

3.3.3.2 Taninos en el vino

Al igual que en la uva, se utilizé el método descrito por Kennedy y Jones
(2001) basado en la reaccion de floroglucindlisis para la ruptura de las cadenas
de los taninos poliméricos. Para preparar las muestras de vino, se utilizd el
método propuesto por Pastor del Rio y Kennedy (2006), con algunas
modificaciones. El procedimiento experimental fue el siguiente: se evaporaron 5
mL de vino en un concentrador Centrivap (Labconco, USA). El extracto seco se
redisolvié en 3 mL de agua y se paso por un cartucho SEP-PAK C18 (Vac 6 cc

1g) (Waters, Mildford, USA) previamente activado con 10 mL de metanol
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seguidos de 10 mL de agua. Posteriormente este se lavo con 20 mL de agua,
y después se eluyeron los compuestos de interés con 10 mL metanol. Este
metanol de nuevo se evapord en el concentrador y por ultimo el residuo seco
se redisolvio en 1 mL de metanol. A partir de este momento, la extraccion,
separacion, identificacion y cuantificacion de los diferentes compuestos en el
extracto metandlico se llevo a cabo como en el analisis de taninos descrito para
la uva (3.2.6.2).

3.3.4 DETERMINACION DE LA FRACCION AROMATICA DEL VINO

Se realizé un analisis de los compuestos volatiles siguiendo el método
analitico propuesto por Ortega et al. (2001). Este método consiste en una
extraccion liquido-liquido con diclorometano de los compuestos volatiles del
vino, adicionando patrones internos para la posterior cuantificacion por

cromatografia de gases usando un detector FID.

Los patrones internos utilizados (Sigma-Aldrich, MO, USA) fueron acido
heptanoico y una disolucién conteniendo una mezcla de 2-butanol, 4-metil-2-
pentanol, 4-hidroxi-4-metil-2-pentanona y 2-octanol. Utilizando disoluciones
estdndares de cada uno de los compuestos analizados, se selecciond el
patrén interno con el que presentaban mejor factor de respuesta. En la Tabla
3.8 se muestran los constituyentes arométicos analizados asi como el patron

interno seleccionado para su cuantificacion.

El procedimiento experimental en la muestras de vino a analizar fue el
siguiente: se depositaron 3 mL de vino en un tubo cénico de vidrio al que se le
adicionaron 9.5 mL de una disolucion acuosa saturada con sulfato amonico, 15
puL de cada una de las disoluciones que contenian los patrones internos y 0.4
mL de diclorometano. El tubo se llevd a un agitador de vaivén (Labotron,
INFORS, Suiza) a 400 rpm durante 60 minutos. Posteriormente las muestras se
centrifugaron (centrifuga Eppendorf 5810R) a 5000 rpm a 0°C durante 10

minutos para separar las fases organica y acuosa.
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La fase organica se recogio con una jeringuilla y se traspaso a un vial. La

muestra se analiz6 en un cromatografo de gases dotado de un detector FID
(CP-3800 Varian), con una columna 60 m x 0.25 mm ID DF= 0,25 um (Varian).

El gas portador fue hidrogeno (3 mL/min) y se realizé una inyeccion de 2 uL en

modo split (30 mL/min). Las condiciones del horno se especifican en la Tabla

3.9.

Tabla 3.8. Patrones de cuantificacion de los compuestos voléatiles analizados.

Familia Volatil

Compuesto

Patron interno

Alcoholes superiores Propanol

Acetatos

Esteres etilicos

Acidos

Compuestos C6

Isobutanol
Alcoholes amilicos
2-Feniletanol
Acetato de isoamilo
Acetato de hexilo
2-Feniletilacetato
Propionato de etilo
Etil-3-hidroxibutirato
Isobutirato de etilo
Hexanoato de etilo
Octanoato de etilo
Acido Hexanoico
Acido Octanoico
Acido Decanoico
1-Hexanol

Cis-3-hexenol

2-Butanol

2-Butanol
4-Hidroxi-4-metil-2-pentanona
2-Octanol
4-Hidroxi-4-metil-2-pentanona
4-Hidroxi-4-metil-2-pentanona
2-Octanol

2-Butanol
4-Hidroxi-4-metil-2-pentanona
4-Hidroxi-4-metil-2-pentanona
4-Hidroxi-4-metil-2-pentanona
4-Hidroxi-4-metil-2-pentanona
4-Hidroxi-4-metil-2-pentanona
Acido Heptanoico

Acido Heptanoico
4-Hidroxi-4-metil-2-pentanona

4-Hidroxi-4-metil-2-pentanona
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Tabla 3.9. Condiciones del horno para la determinacion de compuestos
volétiles por cromatografia de gases.

Temperatura (°C) Rampa (°C / min) Retencién (min) Tiempo (min)

40 - 5.0 5
220 3.0 0.0 65
240 20.0 10.0 76

3.3.5 ANALISIS SENSORIAL

Se llevaron a cabo dos tipos de pruebas sensoriales, una triangular y otra

descriptiva de perfil.

La prueba triangular se aplico para determinar si existian diferencias en las
caracteristicas sensoriales entre los vinos tratados y el vino testigo. Se traté de
una prueba de diferenciacién en la que se presentaron al catador tres muestras
codificadas, dos de las cuales eran iguales y la tercera diferente, de modo que
se le pidi6 que indicase cudl era la muestra diferente y la 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. La ficha de cata utilizada se
muestra en la Figura 3.4. En la prueba descriptiva, los atributos a valorar
fueron previamente descritos y se les pidié a los catadores que cuantificasen
las caracteristicas del vino a describir. Estas caracteristicas se dividieron en

tres grandes grupos que hacian referencia al color, aroma y gusto (Figura 3.5).

Las catas se realizaron en la Estacion Enologica de Jumilla, y el panel de

cata estaba formado por catadores experimentados.
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Figura 3.4. Ficha de cata triangular.

FECHA: Nombre y Apellidos:.......ccccoveieiniiniiiiiiiiiiiennnnnn.
CATA No:

SERIE:

Ante usted hay tres muestras: 103 112 125

Dos de ellas son iguales entre si. Digase qué muestra es diferente, cuél prefiere y las diferencias
percibidas. Es obligatorio elegir una muestra preferida, aungue no se encuentren diferencias.

Muestras iguales:

Muestra diferente:

Muestra Preferida:

ATRIBUTOS Diferencia percibida entre las muestras

NULA | DEBIL MEDIA | FUERTE | MUY FUERTE

FASE VISUAL

FASE OLFATIVA

FASE
GUSTATIVA
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Figura 3.5. Ficha de cata descriptiva.

Puntuar de 1 a 10. A mayor sensacion, mayor puntuacion

1| 2 3 4 5 6 7 8 9 10

FASE VISUAL

FASE OLFATIVA

INTENSIDAD
OLFATIVA

CALIDAD OLFATIVA

FASE GUSTATIVA

INTENSIDAD
GUSTATIVA

CALIDAD GUSTATIVA

ARMONIA

3.4 ANALISIS ESTADISTICO

Se utiliz6 un analisis de la varianza (ANOVA) para estudiar si existian
diferencias significativas entre los valores medios. Un analisis multifactorial de
la varianza (MANOVA) se realizé para estudiar si existian diferencias
estadisticamente significativas entre varios factores en base a un conjunto de
variables dependientes. La separaciéon de medias se realiz6 utilizando un test
DUNCAN (P<0,05). También se utilizo un ANALISIS DISCRIMINANTE para
determinar si se podian discriminar grupos en funcion de unas variables
originales y, posteriormente, analizar qué variables contribuian a discriminar
entre los grupos formados. El paquete estadistico utilizado fue Statgraphics
Plus 5.1.
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Caracteristicas cromaticas y fendlicas

4.1 INTRODUCCION

4.1.1 EL COLOR DEL VINO

El color es uno de los factores determinantes de la calidad de un producto
alimentario. Es el primer atributo que se percibe en un vino. Su aspecto,
tonalidad e intensidad aportan informacién sobre sus posibles defectos o
virtudes, puesto que son indicadores de las caracteristicas gustativas y

aromaticas y del estado de conservacion del mismo.

Fisicamente, la materia tiene color porque es capaz de absorber radiacion
luminica y reflejarla a una longitud de onda determinada. Las caracteristicas
que definen el color de un objeto son el tono, la intensidad y el brillo. EI tono
esta relacionado con la longitud de onda de la luz reflejada, la intensidad
depende de la concentracion de sustancias colorantes y el brillo es
proporcional a la cantidad de luz que es reflejada en comparacién con la luz
incidente (Anzaldua-Morales, 1994). Para cuantificar estas caracteristicas en el
vino, se utilizan unos parametros estandar como son: la intensidad de color
(IC), que se obtiene sumando las absorbancias correspondientes a los colores
amarillo, rojo y azul (420, 520 y 620 nm respectivamente) y que nos dara una
idea de la cantidad de color que tiene el vino; el tono (T), que indica la
importancia relativa del amarillo sobre el rojo y las componentes amarilla,
roja y azul que expresan la proporcion relativa de estos colores respecto al

color total del vino.

Ademas de estos parametros, existen unas coordenadas cromaticas
establecidas por la Commission Internationale de I Eclairage (CIE) que
permiten una definicion del color mucho mas precisa. En 1976, la CIE definié
el llamado espacio CIELab en el que se trata de obtener una representacion
espacial de la totalidad de los colores. Mediante las coordenadas L*, a* y b* se
pueden representar las graduaciones entre colores opuestos, asi L* va desde
el blanco hasta el negro y define la claridad, a* va desde el verde hasta el rojo

y b* desde el amarillo al azul. Las coordenadas a* y b* pueden transformarse
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matematicamente en las coordenadas esféricas H* y C* que definen el hue o

tono y la saturacién respectivamente.

Los valores de los parametros cromaticos en un vino dependen
ampliamente de su composicion en compuestos fendlicos, ya que estos,
ademas de influir sobre otras caracteristicas del vino, actian como materia
colorante. La composicion fendlica y las reacciones entre los distintos
compuestos fenodlicos determinaran el color del vino y su estabilidad en el

tiempo.

4.1.2 COMPUESTOS FENOLICOS RESPONSABLES DEL COLOR

Los polifenoles son compuestos naturales formados por anillos aromaticos
gue se encuentran en una gran variedad de frutas y verduras. En las plantas
pueden actuar como antioxidantes, como defensa frente a la radiacion
ultravioleta e incluso en mecanismos de proteccién frente a patdgenos (Manach
et al.,, 2005). Se clasifican en funcion del numero de anillos aroméaticos que
poseen y en funcién del tipo de sustituyentes. Se puede distinguir entre
flavonoides, que son aquellos con una estructura de 3 anillos aromaticos C6-
C3-C6 (flavonoles, flavonas, isoflavonas, flavanonas, flavanoles y antocianos)
y no flavonoides (4cidos cinamicos, acidos benzoicos, lignanos y estilbenos)
(Figura 4.1). En los vinos tintos normalmente estan presentes acidos cinamicos
y benzoicos, flavonoles, flavanoles, antocianos y algunos estilbenos como el
resveratrol, aunque los que mayor influencia tienen sobre el color del vino tinto
son los antocianos y los taninos (Bautista-Ortin, 2005). No obstante, los acidos
cindmicos y benzoicos, al oxidarse, pueden influir sobre este parametro dando
lugar a procesos de pardeamiento (Zamora, 2003) o junto a otros compuestos
fendlicos como los flavonoles pueden actuar en procesos de estabilizacion de

las formas coloreadas de los antocianos.
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Figura 4.1. Clasificacion de los polifenoles.
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4.1.2.1 Antocianos

Los antocianos son compuestos fendlicos de tipo flavonoide formados por
dos anillos bencénicos (A y C) unidos por un heterociclo oxigenado (B)
insaturado y catiénico denominado ion flavilio (2-fenilbenzopirilio) que presenta
una deslocalizacion electrénica responsable de las caracteristicas cromoforas.
El i6n flavilio se une a través de un enlace glucosidico a una o dos moléculas
de glucosa. Las formas heterosidicas se denominan antocianinas y son mucho
mas estables que las formas agliconas o antocianidinas. En Vitis vinifera los
antocianos que encontramos son monoglucdésidos con un enlace glucosidico en
posicion 3 (en otras especies como Vitis riparia o Vitis rupestris aparecen como
diglucoésidos con enlaces glucosidicos en la posiciones 3 y 5). Existen distintos
tipos de moléculas de antocianinas dependiendo del niumero de hidroxilos (-
OH) y de grupos metilo (-CH3) que actien como sustituyentes en el anillo C
(Figura 4.2). Una de las posiciones del azucar puede estar esterificada con

acido caféico, acido acético o acido p-cumarico formando antocianos acilados.
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Figura 4.2. Estructura quimica de las principales antocianinas en el vino.
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En la uva, los antocianos se encuentran en variedades tintas y estan
localizados exclusivamente en las células de la piel, aunque en variedades
tintoreras también se pueden encontrar antocianos en la pulpa (Bakker y
Timberlake, 1985). Se localizan en las células externas de la hipodermis y, a
nivel subcelular, se encuentran dentro de las vacuolas donde pueden estar
libres o acumulados en unas Vvesiculas esféricas denominadas
antocianoplastos (Gonzalez et al., 2003) (Figura 4.3). Los antocianos los
podemos encontrar en equilibrio entre la sal flavilio (roja), una base anhidro
(purpura) y una base carbinol (incolora), aunque al pH de las vacuolas de los
hollejos, el equilibrio se encuentra poco desplazado hacia la base anhidro, por
lo que su color purpura no contribuye al color de las células. El color azulado de
las uvas tintas es consecuencia de las altas concentraciones de antocianos en
las vacuolas, de los efectos de la dispersion de la luz y de la presencia de

clorofila en las capas epidérmicas.

La variabilidad de antocianos debida a su diversidad estructural permite
diferenciar variedades de uva (Ortega-Regules, 2006). Asi, en funcion del tipo

de antocianos encontrados y de su concentracion, es posible establecer un
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perfil antocianico para una determinada variedad, o que permite su utilizacion
como herramienta taxondémica (Casavecchia et al., 2007; Romero-Cascales,
2008).

Figura 4.3. Localizacion de antocianos a nivel subcelular.
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4.1.2.2 Taninos

Los taninos son polimeros formados por unidades monoméricas de flavan-3-
oles. También se denominan proantocianidinas, porque en presencia de acidos
minerales liberan antocianidinas por ruptura de las uniones intermonoméricas.
Los flavan-3-oles, al igual que las antocianidinas, son compuestos tipo
flavonoide formados por dos anillos bencénicos unidos por un heterociclo
oxigenado, esta vez saturado, que contiene un sustituyente hidroxilo (-OH).
Dependiendo de la posicion espacial de este sustituyente respecto al anillo

bencénico se pueden distinguir varios isémeros (Figura 4.4).
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Figura 4.4. Estructura quimica de los principales flavan-3-oles monémeros.
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En Vitis vinifera los principales flavan-3-oles mondémeros son: (+)-catequina,
(-)-epicatequina, (+)-galocatequina y (-)-epigalocatequina. No obstante, la
mayor parte de los flavanoles se encuentran en forma de oligdbmeros y de
polimeros (Sanchez-lglesias, 2007). Las formas oligoméricas corresponden a
polimeros formados por un nimero amplio de unidades de flavanoles (de tres a
una decena). Las formas poliméricas (Figura 4.5) representan la mayor parte
de los 3-flavonoles (Romero-Cascales, 2008). El esqueleto de los polimeros
puede estar formado por diversas formas de mondémeros. Teniendo en cuenta
estas formas, dos grupos de proantocianidinas estan presentes en la uva: las
procianidinas (formadas por catequina, epicatequina y epicatequina-3-galato) y

las prodelfinidinas (formadas por galocatequina y epigalocatequina).

En la uva, los taninos se encuentran en variedades tintas y en variedades
blancas. Estan localizados en el hollejo, en la pulpa y en la semilla y suelen
estar asociados a otras macromoléculas como proteinas y polisacaridos. Las

mayores concentraciones se encuentran en las semillas.
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Figura 4.5. Estructura general de los taninos poliméricos.
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Los hollejos contienen prodelfinidinas y procianidinas. Los taninos de los
hollejos se sitan en las vacuolas, bajo forma de granulos o conglomerados, y
también forman parte de las membranas y de las paredes celulares. Solamente

los taninos de las vacuolas son facilmente extraibles.

Los taninos de las semillas no son extraibles si no se disuelve el
recubrimiento lipidico de las mismas, y son mas o menos solubles segun el
grado de polimerizacion. En las semillas solo se pueden encontrar
procianidinas y estan presentes en mayor proporcion que en el hollejo. Los
taninos de las semillas presentan una mayor proporcién de procianidinas
galoiladas y un menor grado de polimerizacién que los taninos de los hollejos
(Busse et al. 2010), aunque el grado de polimerizacion va aumentando durante
la maduracion, lo que los hace menos extraibles (Gonzalez-Neves et al., 2003).

Estos compuestos son los responsables de la astringencia y de la sensacion
de estructura o cuerpo del vino, debido a su interaccion con las proteinas de las
saliva (Cheynier et al, 2006). Intervienen en numerosas reacciones de

condensacion durante la maduracion y el envejecimiento del vino, por lo que
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tienen gran influencia en la capacidad para mantener su color a lo largo del

tiempo.

4.1.3 EXTRACCION DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS DURANTE EL
PROCESO DE ELABORACION.

La sintesis de compuestos fendlicos en la uva se produce como
consecuencia colateral de la formacion y acumulacion de azucares en el grano
de la baya (Guidoni et al., 2002; Bautista-Ortin, 2005). Las reacciones de
sintesis de compuestos fendlicos estan reguladas, entre otras, por la enzima
fenilalanina-amonioliasa (PAL), que se encuentra en las células del hollejo y en
algunos tejidos de las pepitas. Durante el periodo herbaceo la concentracion de
PAL es méaxima en las pepitas y va disminuyendo conforme avanza la
maduracion (Roufelakis-Agelakis y Kliewer, 1986) explicando el hecho de
haya una mayor concentracién de polifenoles en el hollejo y de que la
concentracion de taninos en la pepita vaya disminuyendo al final de este

periodo.

La concentracién de antocianos y taninos en la uva depende de la variedad
(Garcia-Beneytez et al., 2002), de la madurez (Kennedy et al., 2002), de las
practicas viticolas (Esteban et al., 2001), de las condiciones ambientales
(Ojeda, 2007) y del area de produccién (Mateus et al., 2001).

Los antocianos aparecen durante el envero y se acumulan durante la
maduracién, produciéndose al final un descenso en su concentracién que suele
coincidir con la sobremaduracion de la uva. La cantidad de taninos en el hollejo
también va a aumentar durante el periodo de madurez, alcanzando un maximo
para después mantenerse mMAas 0 menos constante. En cambio, la
concentracion de taninos de las semillas desciende desde el envero, al mismo

tiempo que aumenta su grado de polimerizacion (Figura 4.6).
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Figura 4.6. Evolucion de antocianos y taninos durante la maduracion.
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La extraccibn de los compuestos fendlicos se produce durante la
maceracion y consiste en un proceso de difusion mediante el cual los
compuestos fendlicos se liberan de las paredes celulares del hollejo,
difundiéndose en el mosto. El reblandecimiento de la baya durante la
maceracion viene acompafado de la aparicion de actividades enziméticas
responsables de la degradacion de la pared celular. La extraccion no depende
Gnicamente de la concentracién de compuestos fendlicos en la uva sino que
esta condicionada por la degradacion de las paredes celulares del hollejo. Las
paredes celulares estdn compuestas por polisacaridos, compuestos fendlicos y
proteinas, y estan estabilizadas mediante enlaces ionicos y covalentes. La
hemicelulosa, pectinas y proteinas estructurales estan unidas con la matriz de
celulosa, que es el esqueleto de la pared. La extraccibn de compuestos
fendlicos requiere que la lamina media, rica en pectinas, sea degradada para
liberar las células y que las paredes celulares se rompan para permitir que los

compuestos fenolicos se difundan en el vino (Amrani y Glories, 1995).

Los taninos de las semillas solo son extraibles si se disuelve el
recubrimiento lipidico que las rodea. Son poco solubles en agua y mas solubles
en alcohol, por lo que la extraccion es mas facil conforme avanza la

fermentacion alcoholica ya que el alcohol también facilita la extraccion de los
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taninos ligados a la membrana proteofosfolipidica de las células de la piel
(Glories y Saucier, 2000).

El término “extractabilidad” se utiliza para conocer la facilidad de los
compuestos fenodlicos para ser extraidos. Asi, el potencial fendlico de la uva
vendra dado por la concentracion de compuestos fendlicos y por la capacidad
para su extraccion. Los pardmetros clasicos de medida de la madurez de la
uva (grado Baumeé, acidez total, pH,...) sirven para medir el grado de
maduracion de la pulpa, pero no aportan informacion sobre la madurez del
hollejo o de la pepita. Para conocer el estado de maduracion de los hollejos o
de las pepitas surgié el concepto de madurez fendlica. Existen varios métodos
en los que la uva se somete, por un lado, a unas condiciones similares a las de
la maceracion y, por otro, a unas condiciones extremas de total extraccion.
Comparando la cantidad de compuestos fendlicos extraidos al simular la
maceracion, con el contenido extraido en condiciones extremas, se puede
conocer el alcance de la extraccion y calcular el indice de madurez de los

hollejos y de las pepitas (Lamaddn, 1995; Sant-Cricq et al., 1998).

La extracciébn de compuestos fendlicos va a depender entonces de su
concentracion, del grado de maduracién de la uva y de la composicion de las
paredes celulares. Pero ademas de estos factores, también hay que tener en
cuenta que los métodos de procesado durante la maceracion influyen en la
degradacion de los tejidos celulares del hollejo. Durante este periodo, la
extraccién de compuestos fendlicos sigue una curva exponencial en dos fases,
con un incremento y un posterior descenso (Boulton, 1995). La velocidad de
extraccion es proporcional al gradiente de concentracion entre los solidos y el
mosto-vino. Los antocianos mondmeros son extraidos en primer lugar,
alcanzando un maximo en los primeros dias de la fermentacion para después
decrecer (Bautista-Ortin, 2005). En cambio la disolucion de los taninos de los
hollejos comienza al mismo tiempo que la de los antocianos, pero evoluciona
mas lentamente y se ve favorecida en el momento de la aparicion del etanol
cuando arranca la fermentacion alcohdlica (Klenar et al., 2004). Por otro lado
es necesario un tiempo de maceraciéon mayor para la extraccion de los taninos

de las semillas, debido a la necesidad de una eliminacion previa de los lipidos
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presentes en éstas (Glories y Saucier, 2000). Durante la maceracion se
observa un aumento en la concentracion de taninos hasta un maximo,
manteniéndose constante después. Es preferible que los taninos provengan de
los hollejos, ya que los taninos procedentes de las pepitas confieren al vino un
caracter de verdor mas astringente. Las técnicas que prolonguen la maceracion
en ausencia de alcohol son las que favoreceran la difusiéon de los taninos de los
hollejos frente a los de las pepitas aunque segun Busse-Valverde (2013) los
taninos procedentes de las semillas también pueden comenzar a difundir en
medio acuoso. Todas aquellas técnicas que aumentan el contacto solido/liquido
y que facilitan la degradacion de las estructuras celulares del hollejo van a

permitir una mejor extraccion de los compuestos fendlicos.

Entre los métodos de elaboracién utilizados para optimizar la extraccién de
compuestos fendlicos durante la maceracién hay que destacar los remontados,
la adicion de enzimas exdgenas, las maceraciones en frio, la optimizacién de
los tiempos de maceracidn, la maceracion carbonica, la seleccion de levaduras
y algunas técnicas como el delestage o el flash-détente. No obstante también
se han encontrado resultados contradictorios en la aplicacion de algunas de
estas técnicas (Romero-Cascales, 2008; Sanchez-lglesias, 2007 y Sacchi et
al., 2005).

4.1.4 EVOLUCION DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS EN EL VINO

Durante la evolucion y envejecimiento del vino se produce una pérdida de
astringencia y una evolucion del color hacia tonos mas teja. Esto se debe
principalmente a que los compuestos fendlicos sufren transformaciones de
degradacion o de estabilizacion. Estas reacciones suelen ser reacciones de

combinacion entre los propios compuestos fendlicos.

4.1.4.1 Fenomeno de copigmentacion

En el vino, los antocianos pueden encontrarse con diferentes estructuras,
dependiendo de las condiciones del medio (Figura 4.7). A valores de pH bajos,

los antocianos se encuentran en forma del ion flavilio (rojo). Al aumentar el pH

67



Caracteristicas cromaticas y fendlicas

se transforman de manera reversible en bases quinonicas, cuyo color varia de
malva a azul, e incluso a amarillo (si el pH es superior a 7) (Ribérau-Gayon et
al., 1998). Al pH del vino (3-4) el i6n flavilio, en medio acuoso, puede sufrir
reacciones de hidratacion, también reversibles, que dan lugar a la formacion de
hemiacetales incoloros (forma AOH o carbinol) y que estan en equilibrio con
sus isémeros abiertos (cis-chalcona y trans-chalcona). Estas ultimas pueden
oxidarse, irreversiblemente, hasta 4cidos fendlicos incoloros. El cation flavilio
también puede reaccionar con el SOzH™ del medio (que es la forma mayoritaria
del SO, en los vinos), formando un aducto sulfito incoloro. Esta reaccion es
reversible y el ién flavilio se recupera cuando, con el tiempo, se reduce la
fraccion anhidra libre del medio. Solo cuando los antocianos se encuentran en

la forma del ion flavilio tienen una coloracion roja.

Figura 4.7. Reacciones de los antocianos en el vino en funcion del pH.
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Los antocianos acilados tienen mas estabilizadas sus formas coloreadas que
los no acilados. Esto se debe a que el acido, que se incorpora en forma de
éster a una de las posiciones del azlcar, es capaz de situarse sobre el i6n
flavilio, protegiéndolo mediante impedimento estérico frente a reacciones de

hidratacion.

En las condiciones de pH del vino, la mayor parte de los antocianos se
encuentran en forma hidratada incolora, aunque esta reaccion se puede
desplazar hacia la forma coloreada mediante algiin mecanismo que estabilice
el cation flavilio. Un mecanismo de estabilizacion conocido es el denominado
fendmeno de copigmentacién: los antocianos se unen de forma no covalente
con otros compuestos fenolicos (denominados cofactores o copigmentos)
presentes en el medio formando apilamientos labiles (Figura 4.8). La
copigmentacion puede ser intramolecular cuando un antociano se une con otro
antociano, o intermolecular cuando un antociano se une a otra molécula
diferente (acido cinamico, flavanol y flavonol o sus glicésidos). Las formas
flavilium son atrapadas por los copigmentos, produciéndose un desplazamiento
del equilibrio de la hidratacion hacia las formas flavilium (rojas) o hacia bases
quindnicas (azules). El resultado es un aumento de la cantidad de color (efecto
hipercromico) o un cambio de tonalidad hacia el purpura y azul (efecto

batocromico) (Vivar-Quintana et al., 2002).

Ademas de producir una estabilizacion del color de los antocianos, la
copigmentacion también provoca una disminucién de las formas libres de los
compuestos que actian como copigmentos, por lo que estas estaran menos
disponibles frente a reacciones de oxidacion, condensacion y polimerizacion

durante el envejecimiento del vino.
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Figura 4.8. Principio del proceso de copigmentacion.
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El color de un vino joven viene dado por la suma de pigmentos libres,
pigmentos copigmentados y pigmentos poliméricos. La proporcion de color
debida a pigmentos copigmentados en vinos de menos de 6 meses de edad es
aproximadamente de un 40% (Boulton, 2001). Con el envejecimiento el etanol
destruye los complejos copigmentados, reduciéndose el color debido a la

copigmentacion.
4.1.4.2 Polimerizacién de taninos

Los taninos presentan una clara tendencia a polimerizar en el vino de forma
directa 0 mediante la mediacion de acetaldehido. La polimerizacion da lugar a
moléculas méas grandes, lo que se traduce inicialmente en un incremento de la
astringencia, una disminucién del sabor amargo y un incremento del color
amarillo. Pero si se alcanza un grado de polimerizacion elevado, las moléculas

se vuelven insolubles y pueden llegar a precipitar (Zamora, 2003).

En funcidn de la forma en la que los taninos pueden interactuar, se pueden

distinguir dos tipos de polimerizacion:
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Polimerizacién lineal: los taninos en medio acido pueden formar un
carbocation que reacciona con la carga negativa de otro flavanol
mediante uniones C4-C8 o C4-C6 produciéndose una polimerizacion
homogénea u ordenada (Figura 4.9). Este tipo de polimerizacion no
requiere la presencia de oxigeno, por lo que puede darse tanto en el
depdsito, en la barrica como en la botella. Los compuestos formados son
de color amarillo, presentan las mismas propiedades astringentes que
un tanino menos polimerizado y pueden precipitar en funcién de su
complejidad, provocando una disminucién de la astringencia y del sabor
amargo del vino, pero también del cuerpo y de la capacidad para el

envejecimiento.

Figura 4.9. Polimerizacién de taninos via carbocation.

e Polimerizacion cruzada: se produce cuando las moléculas de

proantocianidinas se unen de una forma heterogénea o desordenada.
Este tipo de polimerizacion se produce en presencia de oxigeno y
requiere la presencia de hierro o cobre como catalizadores. Puede

producirse a través de dos mecanismos diferentes, uno de ellos

71



Caracteristicas cromaticas y fendlicas

72

implica la formacion de semiquinonas (Figura 4.10) que se uniran por
via radicalaria. El otro mecanismo implica la participaciéon de etanol
que, con la presencia de hierro o cobre, se oxida a acetaldehido. El
acetaldehido en medio acido actua sobre las moléculas de flavonol
provocando su union mediante puente de etilo (Figura 4.11). Los
compuestos formados mediante la polimerizacion cruzada son
amarillos y presentan menor astringencia que los taninos de partida,
ya que disminuye el numero de grupos hidroxilo que pueden
reaccionar con las proteinas de la saliva. La cinética de reaccion es
superior a la de la polimerizacién lineal, por lo que se produce una
formacioén rapida de compuestos poliméricos capaces de precipitar en

funcién del grado de polimerizacion y de la concentracion.

Figura 4.10. Polimerizacién de taninos mediante formacion de

semiquinonas.
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Figura 4.11. Polimerizacion de taninos por medio de acetaldehido.
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4.1.4.3 Reacciones enzimaticas

En las primeras etapas de elaboracion del vino, cuando la actividad
enzimatica es mayor, se pueden producir reacciones enzimaticas que afectan a
su color. Estas reacciones comienzan con el estrujado de la uva, en presencia
de oxigeno, y suelen estar catalizadas por polifenoloxidasa (PPO), peroxidasa,
glicosidasa y esterasa. La PPO no cataliza directamente las reacciones de
oxidacion de los antocianos, lo que hace es actuar sobre otros sustratos (como
el acido caftarico), generando o-quinonas. Estas o-quinonas son las que actuan
sobre los antocianos, principalmente sobre los o-difendlicos (delfinidina,
cianidina y petunidina), produciéndose una decoloracién (Sarni et al., 1995).
Las peroxidasas, esterasas y glicosidasas si que oxidan directamente a los
antocianos, aunque estas Sse encuentra en menor proporcion en la uva
(Bautista-Ortin, 2005).
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4.1.4.4 Reacciones de condensacion

Conforme evoluciona el vino la concentracion de antocianos libres va
disminuyendo hasta incluso desaparecer sin que ello suponga una pérdida del
color en la misma proporcion. Algunos antocianos libres desaparecen porque
sufren reacciones de degradacion, sin embargo otros experimentan reacciones
de condensacion con los taninos que ayudan a estabilizar el color. Las
reacciones de condensacion son reacciones de adicion nucleodfila en las que
los electrofilos presentan una deficiencia electrénica y tienden a extraer
electrones de los nucledfilos, que tienen un exceso electrénico. Los antocianos
y los taninos pueden actuar tanto como electréfilos como nucledfilos, por lo que

las reacciones de condensacion pueden ser:

e Condensacion tanino-antociano: los taninos se hidrolizan en medio
acido, formando un carbocatiébn que puede reaccionar con la forma
hemiacetal del antociano (incolora), para formar un complejo también
incoloro, pero que se colorea (rojo-anaranjado) tras su deshidratacion
(Figura 4.12). Este complejo coloreado puede decolorarse por la accion

del SO, o por efecto de una hidratacion.

Figura 4.12. Mecanismo de condensacidn tanino-antociano.
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Condensaciéon antociano-tanino: la forma catidnica del antociano (i6n
flaviium) reacciona con las posiciones nucleofilicas del tanino
(posiciones C8 y C6) formandose un compuesto incoloro que, en
presencia de oxigeno, se colorea de rojo, y que es resistente a la
decoloracion por SO, (Figura 4.13).

Figura 4.13. Mecanismo de condensacién antociano-tanino.
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Condensacién mediada por acetaldehido: otro tipo de reaccién en la
gue participan los antocianos y los taninos, es una reaccion en la que se
produce una unién entre moléculas al reaccionar con acetaldehido,
creandose una unién por puente de etilo. Los productos obtenidos
pueden ser: tanino-etil-tanino, tanino-etil-antociano y antociano-etil-
antociano (Figura 4.14), estos dos ultimos son de color purpura y muy
resistentes a la decoloracién por hidratacibn o por SO,. El tamafio
molecular de estos productos es variable. El acetaldehido, al igual que
en la polimerizacion cruzada de taninos, puede proceder de la oxidacion
del etanol, aunque también puede tener su origen en las levaduras, las
bacterias acéticas y la autoxidacion de compuestos fendlicos (Liu y

Pilone, 2000). Este tipo de unidén entre antocianos y taninos puede sufrir
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la ruptura del enlace por puente de etilo, dando lugar de nuevo a los
precursores que volverian a reaccionar provocando una reorganizacion

estructural.

Figura 4.14. Condensacion tanino-etil-antociano.
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4.1.4.5 Reacciones de cicloadicion. Formacién de piranoantocianos

En el vino, los antocianos pueden experimentar reacciones de cicloadicion
con compuestos de bajo peso molecular, dando lugar a la formacién de
estructuras con un anillo aromatico mas, conocidas con el nombre de
piranoantocianos (Fulcrand et al., 1998). Los compuestos de bajo peso
molecular que reaccionan con los antocianos son mayoritariamente metabolitos
producidos por las levaduras, con un doble enlace polarizado, como el acido
piravico o el acetaldehido. Los principales derivados formados por la
cicloadicion de antocianos con el acido piravico y el acetaldehido son,

respectivamente, la vitisina A y la vitisina B (Figura 4.15)
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Figura 4.15. Estructura quimica de la vitisina A (a) y de la vitisina B (b).

También se pueden dar reacciones de cicloadicion entre antocianos y
vinilfenoles formando aductos antociano-vinilfenol, e incluso entre derivados
piravicos de antocianos Yy vinilfenoles. Estos ultimos derivados se denominan
portisinas, por haber sido aislados por primera vez en vinos de Oporto (Mateus
et al., 2005).

Los piranoantocianos absorben a longitudes de onda menores que los
antocianos, por lo que se les ha asociado con el color anaranjado que
presentan los vinos durante el envejecimiento (excepto las portisinas que
presentan una coloracion azul-violacea) (Sanchez-lglesias, 2007). Son muy
estables y resistentes a las variaciones de pH y sulfuroso (Romero-Cascales,
2008).

4.1.4.6 Influencia de las caracteristicas del vino sobre la evolucién de los

compuestos fendlicos

Todas las reacciones descritas (copigmentacion, polimerizacion de taninos,

oxidaciones enzimaticas, condensaciones y cicloadiciones) compiten entre si a
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lo largo de la elaboracion y envejecimiento del vino. El predominio de unas

sobre otras, y por tanto la evolucion del color y de las propiedades

organolépticas del vino, dependera de las caracteristicas del vino en cuestion.

El factor mas influyente es, sin duda, la proporcion antocianos/taninos, aunque

también hay que tener en cuenta otros parametros como son las cepas de

levadura empleadas en la vinificacion, el pH del vino y, por supuesto, la

presencia de oxigeno.
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Proporcion antocianos / taninos: si la concentracion entre antocianos
y taninos es similar se produce una situacion ideal para la combinacion
entre ellos y por tanto para la estabilizacion del color, en la que todas las
reacciones de combinacién son posibles. Pero cuando la concentracion
de antocianos es superior a la de taninos, no todos los antocianos
podran combinarse, quedando por tanto antocianos libres susceptibles
de sufrir oxidaciones hacia fenoles incoloros. En esta situacion no se ve
favorecida la polimerizacién de taninos, ya que la mayor parte de ellos
se habrad combinado con los antocianos. Para corregir esta deficiencia
tanica se puede aumentar la concentracion de taninos activando las
maceraciones o0 afiadiendo taninos exdgenos. También puede ocurrir
qgue la concentracion de taninos sea mayor que la de antocianos
(variedades pobres en antocianos o cosechas poco maduras), en este
caso las combinaciones entre antocianos y taninos podran tener lugar,
pero los taninos en exceso tenderan a polimerizar, siendo esta la
reaccion predominante que provocaria una evolucion del color hacia
tonalidades amarillas. Una buena solucién puede ser el uso de
maceraciones prefermentativas que favorezcan la extraccion de
antocianos pero no la de taninos de las semillas, o bien, el coupage con

otros vinos ricos en antocianos.

Levaduras: el acetaldehido y el acido pirdvico intervienen en los
mecanismos de formacion de piranoantocianos y de los productos de
condensacion, reacciones que estardn mas o menos favorecidas
dependiendo de la mayor o menor presencia de estos compuestos en el

vino. El acetaldehido y el acido piravico son liberados durante el



Caracteristicas cromaticas y fendlicas

metabolismo de las levaduras, por lo que su concentracion en el vino
depende principalmente de la cepa de levadura utilizada en la
vinificacion (Morata et al., 2004).

pH del vino: el pH del vino es un factor importante en las reacciones de
combinacion entre antocianos y taninos. A pH bajo se ve favorecida la
formacion de derivados por puente de etilo (ya que se facilita la
protonacion del acetaldehido) y la ruptura de los taninos poliméricos
catalizada por acidos, paso clave en la formacion de polimeros T-A" y
tanino-piranoantociano. A pH elevado los antocianos compiten con los
taninos en las reacciones de adicion nucledfila (aunque a los rangos de
pH del vino las condensaciones T-A" y T-etil-A no estan limitadas por la
disponibilidad de la forma hidratada) (Bautista-Ortin, 2005).

Presencia de oxigeno: el oxigeno juega un papel fundamental en las
reacciones de oxidacion enzimatica y quimica. La oxidacion enzimatica
predomina en los mostos, mientras que la oxidacion quimica se produce
principalmente durante la crianza y envejecimiento del vino. En los vinos
tintos el pardeamiento producido por la oxidacion enzimatica de los
polifenoles es limitado, sin embargo la oxidacion quimica contribuye
mucho al proceso de maduracion. Reacciones como la polimerizacion de
taninos, las cicloadiciones o las condensaciones por puente de etilo,
requieren una etapa previa de oxidacién. Por ello, la presencia de
oxigeno es importante y debe ser favorecida con operaciones como los
remontados, los trasiegos o la microoxigenacion. No obstante, el aporte
de oxigeno debe ser controlado, ya que un exceso puede provocar la
oxidacion de un gran numero de compuestos o la formacion de
polimeros muy grandes con gran capacidad de precipitacion que
produciria una pérdida de color (Cano-Lopez et al., 2006).
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4.2 RESULTADOS Y DISCUSION

4.2.1 CARACTERISTICAS DE LA UVA EN EL MOMENTO DE LA VENDIMIA

El efecto de las diferentes técnicas enoldgicas sobre la calidad de los vinos
estudiados puede estar influenciado por las caracteristicas de la uva en el
momento de la vendimia (Llaudy et al., 2005). Tradicionalmente el momento de
la vendimia se ha definido segun la evolucion de los componentes mayoritarios
de la baya (azucares y acidos), atendiendo asi a la denominada “madurez
tecnolégica”, pero actualmente se considera que la valoracion de la uva
destinada a la elaboracion de un vino tinto de calidad debe incluir una
evaluacion de su potencial fendlico (Saint-Crigc et al., 1998; Gonzéalez-Neves et
al., 2010a; Kountoundakis et al., 2010).

La Tabla 4.1 muestra las caracteristicas quimico-fisicas de la uva en el
momento de la vendimia en las campafias 2007 y 2009. En esta tabla se
recogen los datos correspondientes tanto a la madurez tecnolégica como a la

madurez fendlica.

El peso de la uva fue significativamente diferente en las tres variedades,
siendo Monastrell la que presentd mayor peso de baya, seguida de Syrah y
Cabernet Sauvignon. Estos resultados coinciden con los encontrados por otros
autores (Reyero et al.,, 1999) que observaron que las uvas de Monastrell
alcanzan mayor tamafio porque tienen una rapida respuesta ante la
disponibilidad hidrica. El tamafio de la baya tiene especial importancia porque a
mayor tamafio de uva, menor es el ratio piel/pulpa, lo que significa que los
compuestos fendlicos y aromaticos se encontraran mas diluidos en el mosto
(Gil-Mufioz et al., 2009).
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En el afio 2007 se encontré un contenido de azucares significativamente
diferente entre las tres variedades. Syrah fue la variedad que presenté mayor
°Brix, seguida de Cabernet Sauvignon y de Monastrell. Estas diferencias no se
apreciaron en la campafia 2009, aunque si se observo que las tres variedades
tenian mayor contenido de azlcares que en la campafa anterior. La acidez
total de las tres variedades también fue mayor en la campafa del 2009 que en
la del 2007. En el 2007 Syrah y Monastrell tuvieron una acidez total y un
contenido de &cido malico significativamente mayores que Cabernet
Sauvignon. En el 2009 fue Syrah la que mostré6 mayor acidez que Monastrell y

Cabernet Sauvignon.

La relacion azucares/acidez da informacion de la madurez de la pulpa.
Conforme avanza la maduracion aumenta el contenido de azucares y
disminuye la acidez de modo que una relacién cercana al maximo constituye un
indice de madurez total (Carbonneau et al., 2000). En la campafia 2007 la uva
contenia menor cantidad de azUcares que en la campafia 2009, pero también
presentaba menor acidez, aunque en ambas campafas la acidez de la uva fue
relativamente baja, con valores de pH superiores a 3,6 (excepto Monastrell en
el 2009 que present6 un pH de 3,59). Estos valores bajos de acidez son tipicos
en climas célidos (Bergqvist et al., 2001). Una acidez con valores de pH por
encima de 3,6 incrementa la actividad de los microorganismos, disminuye la
intensidad de color de los vinos, reduce el sulfuroso libre y afecta por tanto a la
estabilidad del vino en el tiempo (Bautista-Ortin, 2005). Para evitar esta
situacion fue necesario corregir los valores de acidez del mosto en el momento
de la elaboraciéon, adicionando acido tartarico hasta un valor de 5,5 g/L de

acidez total.

Respecto a los parametros relacionados con la madurez fendlica, también
se encontraron diferencias significativas entre las tres variedades. Monastrell
fue la variedad que presentd6 mayor indice de madurez celular (IMC). Estas
diferencias fueron especialmente significativas en la campafia 2009, donde el
valor del IMC para Monastrell (50,68%) fue mucho mayor que el de Cabernet
Sauvignon (36,05%), y este un poco mayor que el de Syrah (32,70%). Estos

resultados parecen estar relacionados con la morfologia de las células de la
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piel. Ortega-Regules et al., (2008) estudiaron la compaosicion y morfologia de
las paredes celulares de los hollejos de diferentes variedades, observando que
la piel de uva Monastrell presentaba mayor grosor que la de Syrah y Cabernet
Sauvignon, porque estaba formada por un mayor numero de capas celulares.
Esto podria explicar el hecho de que Monastrell es una variedad que presenta
cierta dificultad para la extraccion de compuestos fendélicos durante el proceso
de maceracion. Sin embargo, hay que destacar que en la vendimia 2007 no se
encontraron tantas diferencias en el IMC entre las tres variedades, solo el IMC
de Cabernet Sauvignon (48,96%) fue significativamente menor, y ademas tanto
los valores del IMC de las uvas de Cabernet Sauvignon como el de las uvas de
Syrah, ese afo, fueron mucho mayores que los del 2009. El IMC representa el
porcentaje de antocianos que no seran extraidos, por lo que es recomendable
gue sus valores sean bajos (inferiores al 30%) (Zamora, 2003). En nuestro
estudio solo las uvas de Cabernet Sauvignon y de Syrah vendimiadas en 2009
tuvieron valores del IMC préximos al 30%. Algunos autores sefialan que la
facilidad para extraer los antocianos esta relacionada con la degradacion de las
estructuras celulares de los hollejos por la actividad de pectinasas endogenas y
que, por lo tanto, el IMC disminuye al avanzar la maduracion (Gonzéalez et al.,
2001). Los altos valores encontrados en la vendimia 2007 indicarian que ese
afo la uva alcanz6 una menor madurez fendlica, coincidiendo ademas con un
menor contenido de azucares, es decir, con una menor madurez tecnoldgica.
Comparando los valores del IMC de la uva en las dos campafias estudiadas, se
observé que la facilidad para extraer los compuestos fendlicos parece
depender de la variedad, pero también se vio afectada por el grado de madurez

de la uva en las variedades Syrah y Cabernet Sauvignon.

El indice de madurez de las pepitas (IMP) representa el porcentaje de
taninos que aportaran las semillas. La facilidad con la que los taninos de las
semillas son extraidos disminuye al aumentar la madurez de la uva, debido a
una menor solubilizacibn como consecuencia del aumento del grado de
polimerizacion (Gonzalez-Neves et al., 2010a). En la campafa 2007 la uva de
la variedad Monastrell fue la que presentd mayor IMP, seguida de Cabernet
Sauvignon y de Syrah. En la campafia 2009 fue la uva de Cabernet Sauvignon

la que tuvo mayor IMP, seguida de Syrah y Monastrell. Se puede destacar que,
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comparando el estado de madurez de la uva entre las dos campafas, cabria
esperar que los valores de IMP en el 2009 fuesen menores que en el 2007 v,
sin embargo, en Syrah y Cabernet Sauvignon no se observa esta tendencia,
sino que, aun teniendo mayor madurez en la pulpa y en los hollejos, las pepitas
se encontraban menos maduras que en la campafa anterior. Lasanta-Melero
(2009) también observé que en uvas de la variedad Syrah cultivadas en climas
calidos, los indices de madurez celular y de madurez de las pepitas no

evolucionaron de igual forma que la madurez tecnolégica de la uva.

El indice de polifenoles totales (IPT) fue significativamente mayor en la uva
de Cabernet Sauvignon en las dos campafias estudiadas. En el 2007 la uva de
Monastrell fue la que mostr6 un menor indice de polifenoles totales y una
menor concentracion de antocianos, estos datos, junto con los de los indices
de madurez, confirman el menor grado de madurez fendlica de la uva de esta
variedad en la campafia 2007. A finales de octubre del 2007 la uva de
Monastrell ain no habia alcanzado un estado de maduracién éptimo para la
vendimia, pero las altas precipitaciones producidas a finales del mes (la Tabla
3.1 del Capitulo 3, Materiales y Métodos, muestra los datos edafoclimaticos
durante el periodo de maduracion en las campafias 2007 y 2009) hicieron
necesaria su recoleccion para evitar la aparicion de plagas y un aumento
excesivo del tamafio de baya, con la consiguiente dilucion de los compuestos

fendlicos en el mosto.

En la campafia 2009, la uva Monastrell era la que contenia mayor cantidad
de antocianos totales (expresados en mg/L mosto). Ese afio las uvas de Syrah
y Cabernet Sauvignon, presentaron un contenido total de antocianos bastante
menor que en la campafa 2007, dato que toma especial relevancia teniendo en
cuenta que en el 2009 estas variedades alcanzaron un mejor estado de
madurez. Glories (1999) indica que la no coincidencia entre el maximo de
antocianos y la madurez tecnolégica denota una no muy buena adaptacion de
la variedad al terrufio y, por otro lado, muchos autores han observado una
disminucion de las concentraciones de antocianos en las ultimas etapas de la
maduracién (Fournand et al., 2006; Ortega-Regules et al., 2008). En otros

estudios se ha verificado que la anticipacion del maximo de antocianos con
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relacion a la madurez tecnologica era mas notoria en las situaciones de
maduracion deficiente (Gonzéalez-Neves et al., 2010b). Mattivi (2006) también
observo una detencion en la acumulacién de antocianos y una disminucion de
su concentracion en la fase final de la maduracion en algunas variedades

cultivadas en climas calidos.

En el momento de la vendimia se estudié también el perfil antocidnico de
las uvas de las tres variedades. La Tabla 4.2 recoge los resultados,
expresados en mg/Kg de uva, obtenidos al analizar la composicion de
antocianos en uva mediante cromatografia liquida de alta resolucion. Aunque la
suma de los antocianos detectados por HPLC no coincide con los obtenidos
espectrofotométricamente, debido a los distintos métodos de extraccion
empleados, si que fueron similares las diferencias observadas entre variedades
y entre campafas. En el 2007 en la uva de Monastrell se encontr6 un
contenido total de antocianos significativamente menor que en Syrah y
Cabernet Sauvignon. También se observdé que el contenido de antocianos
totales de Cabernet Sauvignon y Syrah fue menor en la campafia 2009 que en
la del 2007. En la campafia 2009, Monastrell presenté un mayor contenido de
antocianos monoglucésidos que Cabernet Sauvignon y Syrah. Segun
Fernandez-Lépez et al., (1998) la uvas con un alto porcentaje de antocianos
trinidroxilados (delfinidina-3-glucésido, petunidina-3-glucésido y malvidina-3-
glucésido) son variedades muy pigmentadas. Coincidiendo con numerosos
estudios (Garcia-Beneytez, et al.,, 2002; Rio-Segade et al.,, 2008; Ryan y
Revilla, 2003; Cholet y Darne, 2004; Fournad et al., 2006; Pomar et al., 2005),
malvidina-3-glucosido fue el antociano monoglucésido presente en mayor

proporcién en las tres variedades.

En ambas camparfias Syrah y Cabernet Sauvignon obtuvieron una mayor
proporcion de antocianos acilados que Monastrell. Estas altas proporciones de
antocianos acilados en Cabernet Sauvignon y Syrah coinciden con los

resultados obtenidos por Romero-Cascales (2008) y Monagas et al. (2003).
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Tabla 4.2. Antocianos en uva (mg/Kg uva) determinados por HPLC, campafia 2007
y 20009.

2007 2009

Antociano
CSs Syrah Monastrell CSs Syrah Monastrell

Delfinida-3-glucosido 54,91b 22,39 32,85ab 36,38a 13,16a 58,54c
Cianidina-3-glucdésido 5,59a 7,28a 37,14b 3,38a 3,10a 78,15b
Petunidina-3-glucosido 62,21a 46,42a 55,13a 56,22b 30,52a 88,44c
Peonidina-3-glucésido 40,21a 81,91a 89,00a 30,33a 38,94a 102,03b

Malvidina-3-glucosido 576,73b  401,26ab 290,91a 267,16a 216,54a 245,97a

Delfinidina Acetato 20,13b 1,88a 7,40a 20,96b 10,84a 5,66a
Cianinida acetato 11,73a 13,80a 3,40a 3,45b 2,00a 5,30c
Petunidina acetato 31,04b 19,76ab 9,49a 23,29¢c 16,79a 7,24a
Peonidina acetato 21,81b 35,52¢ 5,51a 26,11b 24,27b 6,42a

Malv.Acet+Delf.cum. 312,18b 130,40a 27,20a 284,92c 197,55b 27,20a

Peonidina cafeato 8,09a 11,82b 6,90a 5,04a 8,53b 7,51b
Cianidina caf+cum. 31,83a 34,19a 25,20a 2,56a 4.47a 17,88b
Petunidina cumarato 8,65a 33,22¢c 16,71b 7,79a 21,64b 21,99b

Malvidina cum. cis 7,25a 17,30a 6,34a 4,54a 6,50a 5,61a
Peonidina cumarato 8,87a 77,06b 13,94a 15,43a 37,18b 22,59a

Malv. Cumarato trans 98,62a 324,20b 89,32a 86,84a 184,96b 81,47a

Totales 1299,85b  1220,88b 716,46a 874,70a  817,0l1a 781,91a
No acilados 739,64a 559,25a 505,04a 393,78a  302,26a 573,04b
Acilados 560,20b 661,63b 211,42a 480,92b  514,75b 208,88a
Acetatos 396,90b 189,53a 53,00a 358,72c  251,46b 51,82a
Cumaratos 155,22a 460,29b 151,52a 117,16a  254,76b 149,54a

Letras diferentes en la misma fila y para cada afio muestran diferencias significativas
segun test de Duncan (p>95) n=3. Abreviaturas: CS: Cabernet Sauvignon; Malv:
malvidina; Delf: delfinidina; acet: acetato; cum: cumarato; caf: cafeato.
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Tanto en el 2007 como en el 2009, Syrah contenia mayor proporcion de
derivados acetatos y Cabernet Sauvignon mayor proporcion de derivados
cumaratos, coincidiendo con lo sefialado por Darne (1988) y Fernandez-L6pez
et al., (1995). Es comunmente aceptado que el perfil antocianico en la uva esta
fuertemente vinculado a la herencia genética de cada variedad, y que
Monastrell es una variedad caracterizada por una baja proporcion de
antocianos acilados (Romero-Cascales et al.,, 2005). La presencia de
antocianos acilados tiene especial importancia porgue intervienen en procesos

de estabilizacion del color del vino como la copigmentacion intramolecular.

En la Tabla 4.3 se muestra la composicion de flavonoles en las uvas de
Cabernet Sauvignon, Syrah y Monastrell, en el momento de la vendimia en las
campanfas 2007 y 2009.

Tabla 4.3. Flavonoles en uva (mg/Kg uva) determinados por HPLC, campafas
2007 y 2009.

2007 2009
Flavonoles
Cs Syrah Monastrell Cs Syrah Monastrell

Miricetina-galact6sido 2,71a 1,78a 2,04a 1,85a 2,18a 2,63a
Miricetina-glucésido 1,63b 0,97ab 0,67a 3,94a 2,92a 9,22b
Quercetina-galactosido 0,48a 0,95a 0,81a 0,96a 0,72a 3,47b
Quercetina-glucorénido 3,65a 3,08a 3,00a 11,50a 8,50a 17,10b
Quercetina-glucésido 2,00a 16,86b 5,92a 4.,63a 5,77a 23,48b
Kampferol-galactdsido 0,41a 0,21a 0,48a 0,48a 0,33a 0,48a
Kampferol-glucésido 0,41a 0,06a 0,42a 0,56a 0,55a 0,44a
Isorhamnitina-glucésido 1,22a 1,74a 0,62a 1,30b 2,27c 0,78a
Siringetina-glucésido 1,59a 0,92a 0,37a 1,39a 0,94a 0,45a
Total 14,11a  26,56b 14,32a 26,62a  24,18a 58,05b

Letras diferentes en la misma fila y para cada afio muestran diferencias significativas
segun test de Duncan (p>95%) n=3.
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Los flavonoles son los compuestos fendlicos responsables del color amarillo
de los vinos blancos. En las variedades tintas y en los vinos tintos se
encuentran en menor proporcion, pero su presencia es de suma importancia,
ya que forman complejos de copigmentacion muy estables con los antocianos
(Boulton, 2001). Ademas, los flavonoles, tanto por su actividad antioxidante
como por otros mecanismos a nhivel celular, podrian estar relacionados con los
efectos beneficiosos para la salud de una ingesta moderada de vino (Castillo-
Mufioz et al., 2007). En la uva, los flavonoles solo estan presentes en sus
formas glicosiladas, mientras que en el vino se pueden encontrar sus
correspondientes agliconas, liberadas mediante procesos de hidrdlisis &cida
durante la vinificacion. La glucosa es el azdcar que con mas frecuencia
podemos encontrar en la posicidon C-3 de las moléculas de flavonol, aunque
también pueden existir otros aztcares como la galactosa o el acido glucurénico
ocupando esa posicion para formar el correspondiente flavonol glucosidado
(Makris et al., 2006).

Las concentraciones de flavonoles encontradas en las uvas analizadas se
encuentran dentro de los rangos sefalados por Makris et al., (2006).
Coincidiendo con los resultados obtenidos por numerosos autores, los
principales flavonoles encontrados en las uvas para las tres variedades fueron
guercetina-3-glucuronido y quercetina-3-glucésido (Mattivi et al., 2006; Castillo-
Mufioz et al., 2007; Figuereido-Gonzélez et al., 2012), seguidos de miricetina-3-
galactésido en la campafia 2007 (siendo ese afio su concentraciéon incluso
superior que la de quercetina-3-glucosido en la uva de Cabernet Sauvignon) y
de miricetina-3-glucésido en la campafia 2009. Hernandez-Jiménez et al.
(2009) también sefialaron miricetina-3-glucésido como un flavonol mayoritario

en uvas de Monastrell cultivadas en la misma zona que la de nuestro estudio.

En la campafa 2009, en las tres variedades, se encontraron mayores
concentraciones de quercetina-3-glucurénido que en la campafia 2007.
Respecto al contenido del otro flavonol mayoritario, quercetina-3-glucoésido, las
diferencias halladas entre una campafia y otra no siguieron la misma tendencia
en las tres variedades. Asi, en las uvas de Syrah el contenido de este flavonol

fue mucho mayor en la campafia 2007 (16,86 mg/ Kg uva) que en la del 2009
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(5,77 mg/ Kg uva). Algunos autores sefalan que la biosintesis de los flavonoles
en la uva depende, en mayor medida que la de otros compuestos fendlicos, de
algunos factores climaticos como la exposicion solar, favoreciéndose su
acumulacion en la uva al aumentar las horas de radiacién solar (Mattivi et al.,
2006; Castillo-Mufioz et al., 2009; Koyama et al., 2012). Downey et al. (2004)
estudiaron el efecto de la insolacién sobre la composicion fendlica en uvas de
Syrah y observaron que la concentracion de flavonoles, especialmente de
guercetina-3-glucosido, se veia favorecida en uvas con mayor exposicion a la
radiacion solar. Spayed et al. (2002) también observé un aumento significativo
en la concentracion de quercetina-3-glucésido en uvas de Merlot sometidas a
una mayor insolacion. Estos resultados coinciden con los encontrados en
nuestro estudio en las uvas de Syrah, puesto que en la campafia 2007, cuando
se encontré mayor concentracion de quercetina-3-glusdsido en esta variedad,
las horas de exposicion solar durante el periodo de maduracion fueron mayores
que las de la camparfa 2009 (Tabla 3.1 del Capitulo 3).

Sin embargo, en las uvas de Cabernet Sauvignon y de Monastrell la
concentracion de quercetina-3-glucésido fue mayor en la campafia 2009 que en
la del 2007, a pesar que de que en el afio 2009 se habian registrado menos
horas de exposicidn solar. Este resultado fue especialmente significativo en las
uvas de Monastrell que, en el 2007, contenian 5,92 (mg/Kg uva) de quercetina-
3-glucusido frente a los 23,48 (mg/ Kg uva) encontrados en el 2009. Castillo-
Mufioz et al. (2007) también hallaron una proporcién molar de quercetina-3-
glucésido mucho mayor que la de otros flavonoles glucosidados en uvas de
Syrah. El contenido total de flavonoles en las uvas de Cabernet Sauvignon vy,
especialmente, en las de Monastrell, fue mayor en la campafia 2009 que en la
del 2007 debido, sobre todo, a las concentraciones de quercetina-3-glucosido y
guercetina-3-glucuronido presentes en estas uvas en el afio 2009. Algunos
autores han sefialado que, aunque la exposicibn solar juega un papel
fundamental en la acumulacion de flavonoles en las uvas, un exceso de
radiacion UV-B puede afectar negativamente al contenido de flavonoles
glucosidados (Makris et al., 2006). Cantos et al. (2000) observaron un acusado
descenso en el contenido de flavonoles en uvas de mesa de la variedad

Napoledn cuando habian sido expuestas a un tratamiento bajo radiaciéon UV-B.
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El contenido de flavonoles en la uva debe depender ademas de otros factores
como el grado de maduracién o la variedad. Algunos autores indican que de
igual forma que cada variedad presenta un perfil antocianico caracteristico,
también se puede hablar de un perfil varietal para la composicion de flavonoles
(Hermosin-Gutiérrez et al., 2005; Rodriguez-Montealegre, 2006), aunque los

resultados obtenidos ain no son muy consistentes.

En la Tabla 4.4 se recogen los datos obtenidos al estudiar la composicion de

proantociandinas en los hollejos de las uvas de las tres variedades.

Al igual que con los anteriores parametros analizados, una vez mas se
encontraron diferencias en las caracteristicas de la uva entre las dos campafas
estudiadas. En la campafia 2007 Cabernet Sauvignon mostré la mayor
concentracion de proantocianidinas en la piel (666,86 mg/Kg uva). Gonzéalez-
Neves et al, (2004) también encontraron altas proporciones de
proantocianidinas en las pieles de Cabernet-Sauvignon. En la campafia 2009
fue Monastrell la que presentd mayor concentracion de proantocianidinas al
expresar el resultado en pg/g hollejo (4400,30 pg/g hollejo), aunque al tener en
cuenta el tamafo de la baya, expresando el resultado en mg/Kg de uva, no se
encontraron diferencias significativas en el contenido total de proantocianidinas
entre Monastrell y Cabernet Sauvignon, pero si respecto a Syrah que fue la que
mostré una menor concentracion (161,75 mg/kg). Las cantidades encontradas
en las pieles de Monastrell en el 2009 y en las pieles de Syrah en el 2007 son
similares a las observadas por otros autores para uvas cultivadas en la misma
zona que la de nuestro estudio, sin embargo el resto de concentraciones son
menores que las citadas por estos autores (Hernandez-Jiménez et al., 2009).
Cosme et al., (2009) también encontraron cantidades de proantocianidinas en
las pieles de Cabernet Sauvignon mayores que las obtenidas en el 2007 y en el
2009. Aunque hay que tener en cuenta que otros autores (Hanlin y Downey,
2009; Chira et al, 2009) han observado diferencias importantes en la presencia
de proantocianidinas en los hollejos dependiendo de la afiada. Hanlin y
Downey., (2009) observaron que la acumulacion de taninos en los hollejos de
las uvas de Syrah y Cabernet Sauvignon parecia depender del estado de

maduracioén de la uva.
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No se encontraron diferencias en el grado medio de polimerizacion (GMP)
entre las tres variedades en la campafia 2007. Pero en el 2009, el GMP fue
significativamente mayor en Cabernet Sauvignon (32,28) que en Syrah y
Monastrell (16,58 y 13,61 respectivamente). Estos dos ultimos valores se
encontraban por debajo de los observados por Bogs et al., (2005) en el caso de
Syrah, pero fueron similares a los hallados por Hernandez-Jiménez et al.,
(2009) en el caso de Monastrell.

Respecto a la composicion de las diferentes subunidades, Syrah fue la
variedad que presentdé mayor porcentaje de galoilacion en las dos campafas,
correspondiendo con el mayor porcentaje de (-)-epicatequina-3-O-galato de
extension. No se detecto (-)-epicatequina-3-O-galato terminal en los hollejos de
las uvas analizadas, coincidiendo con los resultados obtenidos por Busse-
Valverde et al. (2010). La subunidad mas abundante fue (-)-epicatequina de
extension con un porcentaje significativamente mayor en Monastrell que en
Syrah y Cabernet Sauvignon, seguida de (-)-epigalocatequina de extension
(excepto en la uva de Cabernet Sauvignon en la campafa 2007, en la que la
fraccion de (-)-epigalocatequina fue superior a la de (-)-epicatequina). Entre las
subunidades terminales, (-)-epicatequina fue la mas abundante en las tres
variedades en la campafia 2007. En la campafia 2009, Monastrell y Cabernet
Sauvignon también presentaron un mayor porcentaje de (-)-epicatequina como
subunidad terminal, aunque en el caso de Syrah, fue (+)-catequina la que se
encontré en mayor proporcion. Downey et al. (2003) también encontraron una

mayor fraccion de (+)-catequina en la piel de uvas de Syrah.
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Tabla 4.4. Composicion de proantocianidinas en hollejos determinada por HPLC,
campafias 2007 y 2009.

2007 2009
CSs Syrah Monastrell CSs Syrah Monastrell

Hg/g hollejo  6544,56b 3084,17a 1613,11a 3171,08ab 2062,06a 4400,30b
ng/baya 793,23b 398,34a 293,37a  351,92a 21506a  854,87b

mg/kg uva 666,86b 301,69a 176,88a 367,56b  161,75a  438,40b

GMP 20,60a 29,97a 19,94a 32,28b 16,58a 13,61a
%Galoilacion 2,44a 5,54b 4,15ab 3,64a 9,03b 1,35a
%C, 1,66b 0,90a 2,26b 1,52a 5,54a 3,50a
%E; 3,45a 2,57a 3,69a 1,76a 1,21a 4,01b
%EGt nd nd nd nd nd nd

%C, 1,08a 1,21a 1,87b 1,45b 1,35b 1,11a
%E. 44 .64a 51,81b 68,40c 47,15a 54,05b 65,85¢c
%EG, 2,44a 5,54b 4,15ab 3,64a 9,03b 1,35a
%EGC, 46,73c 37,98b 19,63a 44,470 28,82a 24,18a

Letras diferentes en la misma fila y para cada afio muestran diferencias significativas
segun test de Duncan (p>95%) n=3. Abreviaturas: CS: Cabernet Sauvignon; GMP:
grado medio de polimerizacion; C;: (+)-catequina terminal; E;. (-)-epicatequina terminal;
EG::(-)-epicatequina galato terminal; C.:(+)-catequina de extension; E.: (-)-epicatequina
de extension; EGe: (-)-epicatequina galato de extension; EGC.: (-)-epigalocatequina de
extension; nd: no detectado.
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Los resultados obtenidos al analizar la composicién de proantocianidinas en
las semillas se muestran en la Tabla 4.5. En las semillas, el contenido total de
proantocianidinas fue mucho mayor que en los hollejos, presentando ademas
un menor grado de polimerizacion y un mayor porcentaje de galoilacion (debido
a la presencia de (-)-epicatequina-3-O-galato terminal, que estaba ausente en
los hollejos). No se detectd epigalocatequina, tal y como cabia esperar, puesto
gue es una prodelfinidina que solo se encuentra en los hollejos (Labarbe et al.,
1999). En la campafia 2007 el contenido total fue significativamente mayor en
las semillas de Cabernet Sauvignon, seguidas de las de Monastrell y Syrah. En
el 2009, todas las variedades presentaron mayor concentracion de taninos en
las semillas que en la campafia anterior, siendo Monastrell la que tuvo una
concentracion significativamente mayor que Syrah y Cabernet Sauvignon,
aunque al expresar el resultado en mg/Kg uva, las diferencias fueron
significativas entre Cabernet Sauvignon y Syrah, presentando Monastrell un

valor intermedio entre ambas.

No se observaron diferencias en el GMP de los taninos de las semillas
entre las tres variedades en ninguna de las campafas, y, al igual que en los
hollejos, Syrah fue la variedad que present6 mayor proporcién de subunidades
galoiladas. Los valores encontrados estan, en general, dentro de los rangos
descritos por Prieur et al. (1994) para el porcentaje de galoilacién (entre 13 y
29) y para el GMP (entre 2,3 y 5,21). La subunidad monomérica mas
abundante en las semillas fue (-)-epicatequina de extension, que en la uva de
Monastrell de la campafia 2009 se encontr6 ademas en un porcentaje
significativamente mayor que en la uva de Syrah y en ésta, a su vez, mayor
que en Cabernet Sauvignon. Respecto a las subunidades terminales, (-)-
epicatequina-3-O-galato y (-)-epicatequina fueron las que se encontraron en

mayor proporcién en las tres variedades.
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Tabla 4.5. Composicion de proantocianidinas en semillas determinadas por
HPLC, camparias 2007 y 2009.

2007 2009
CSs Syrah Monastrell CSs Syrah Monastrell

Mg/g semillas  14549,99b 8654,17a 10821,52ab 28043,06a 25766,08a 38144,12b
ug/baya 1762,27b 1151,76a 2061,31b 1651,33a  1956,11a 2977,92b

mg/kg uva 1482,15c 872,89a  1238,97b 1725,14b  1476,38a 1515,54ab

GMP 5,53a 5,60a 5,91a 6,10a 5,71a 5,85a
%Galoilacion 11,64a 14,40c 13,82b 11,49 15,09¢ 13,85b
%C, 6,56b 5,94a 5,66a 6,07a 5,66a 5,99a

%E; 8,73a 7,72a 7,84a 7,56a 8,17a 8,29a
%EG; 2,79a 4,18c 3,46b 2,79a 3,79b 2,97a
%Ce. 7,03b 6,12a 7,13b 5,96a 6,09a 8,29a
%E. 66,04a 65,81a 65,55a 68,91b 64,99a 63,58a
%EG, 8,85a 10,22b 10,36b 8,71a 11,30b 10,88b

%EGC, nd nd nd nd nd nd

Letras diferentes en la misma fila y para cada afio muestran diferencias significativas
segun test de Duncan (p>95%) n=3. Abreviaturas: CS: Cabernet Sauvignon; GMP:
grado medio de polimerizacion; C;: (+)-catequina terminal; E;. (-)-epicatequina terminal;
EG::(-)-epicatequina galato terminal; C,:(+)-catequina de extension; E.: (-)-epicatequina
de extensién; EG.: (-)-epicatequina galato de extension; EGC.: (-)-epigalocatequina de
extension; nd: no detectado.
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Del analisis de la uva en el momento de la entrada en bodega se puede
concluir que se observaron importantes diferencias entre las campafnas 2007 y
2009 para las variedades Syrah y Cabernet Sauvignon. En la campafa 2007 la
uva de estas variedades presentd menor contenido de azucares y un indice de
madurez celular (IMC) mucho mayor que en la campafa 2009. Por lo que,
aunque el contenido de antocianos y de taninos procedentes de los hollejos en
las dos variedades fue mayor en el 2007, el elevado IMC pone de manifiesto
una mayor dificultad para la extraccion de estos compuestos fendlicos. En la
campafna 2009 las uvas de Syrah y Cabernet Sauvignon alcanzaron mayor
madurez tecnolégica y mayor madurez fendlica, sin embargo esta madurez no
coincidié con un mayor contenido de antocianos ni de taninos en los hollejos,
como tampoco coincidid con una mayor madurez de las semillas ya que se

encontré un indice de madurez de las pepitas mayor que en el afio 2007.

La uva de Monastrell en el 2009 también presentd mayor contenido de
azucares, menor IMC y menor concentracién de antocianos que en la campafa
2007, aunque las diferencias entre las dos campafias no fueron tan acusadas
como en Syrah y Cabernet Sauvignon. Sin embargo en la uva de Monastrell de
la campafia 2009, a diferencia de lo observado en las otras dos variedades, se
encontré menor IMP y mayor concentracion de taninos en los hollejos, por lo
que podria afirmarse que en el 2009 la uva de Monastrell experimentd una
maduracion tecnoldgica y fendlica mas apropiada que las uvas de las
variedades Syrah y Cabernet Sauvignon.
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4.2.2 CARACTERISTICAS CROMATICAS Y FENOLICAS DE LOS VINOS

4.2.2.1 Cabernet Sauvignon

Los resultados obtenidos al analizar los parametros cromaticos de los vinos
de Cabernet Sauvignon al finalizar la fermentacion alcohdlica se muestran en la
Tabla 4.6. Los valores encontrados en la intensidad de color (IC) de los vinos
de la campafia 2009 son similares a los sefialados por Romero-Cascales et al.
(2005) para vinos de Cabernet Sauvignon, analizados al final de la
fermentacién alcohdlica y elaborados a partir de uvas procedentes de la misma
zona viticola que la de nuestro estudio. Fanzone et al. (2012) también
encontraron valores similares a los nuestros en vinos de Cabernet Sauvignon
elaborados con uvas cultivadas en climas calidos. Sin embargo, en la campafa
2007 la IC de los vinos de Cabernet Sauvignon fue mucho mayor que la
sefialada en estos estudios, siendo ademas un 50% mas alta que la de los
vinos del 2009. Esta mayor coloracién de los vinos del 2007 esta directamente
relacionada con la cantidad de antocianos presente en los vinos, que fue
mucho mayor en los vinos del 2007 que en los del 2009. Tal y como se ha
comentado anteriormente, se encontraron importantes diferencias entre la uva
de partida en las dos campafas. La uva de Cabernet Sauvignon del 2007, a
pesar de mostrar mayor indice de madurez celular, contenia una cantidad de
antocianos casi tres veces mayor que la del 2009, lo que podria explicar las
diferencias en la intensidad colorante y en el contenido de antocianos entre los
vinos de las dos campafas. Kountoundakis et al. (2011) encontraron
diferencias significativas entre los pardmetros crométicos de vinos de Cabernet
Sauvignon de distintas afiadas, observando que esas diferencias estaban

relacionadas con el distinto grado de madurez de las uvas.
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En la campafia 2007 todos los vinos obtenidos mediante técnicas de frio y
el vino obtenido por adicion de un preparado enzimético comercial presentaron
mejores caracteristicas cromaticas que el vino testigo. En estos tratamientos se
encontré mayor intensidad de color, mayor porcentaje de rojo, mayor indice de
polifenoles totales y mayor contenido de antocianos que en el vino testigo. En
todos estos parametros, al comparar el vino testigo y el tratamiento de adicion
de enzima galactosidasa solo se encontraron diferencias en el indice de

polifenoles totales, cuyo valor fue significativamente menor en el tratamiento.

Los valores encontrados en el tono fueron mayores en el vino testigo, que
también presentd un mayor porcentaje de componente amarilla que los
tratamientos de frio y enzimaticos. Entre los tratamientos, las técnicas de frio
dieron lugar a vinos con menor tono, mayor porcentaje de componente roja y

menor porcentaje de componente amarilla que las técnicas enziméticas.

En el estudio de los parametros de color CIELab, el vino testigo y el
tratamiento con galactosidasa mostraron un comportamiento similar entre ellos,
y diferente respecto al resto de tratamientos. La elaboracién tradicional y el
tratamiento con galactosidasa dieron lugar a vinos con mayor luminosidad (L*),
es decir, mas transparentes, lo que coincide con el menor valor de IC
encontrado en estos dos vinos. En ellos se observé una mayor saturacion (*C)
y mayor tonalidad o hue (H*) debida a pigmentos amarillos. También se
observ6é mayor valor de a* y mayor valor de b*, lo que indica un desplazamiento
de los tonos purpuras y violetas hacia tonos mas rojos y amarillos (Casassa y
Sari, 2007; Martinez et al., 2001)

Se estudio la contribucion de los fenomenos de copigmentacion en el color
total del vino. En el tratamiento de maceracion prefermentativa en frio (MPF), la
fraccién de color debida a antocianos copigmentados (41%) fue superior a las
fracciones de color debidas a antocianos libres (39%) y a pigmentos
poliméricos resistentes a la decoloracion con SO, (20%), mientras que en el
resto de los vinos los antocianos libres contribuian mas al color que los
antocianos copigmentados. La maceraciéon prefermentativa en frio fue ademas

la técnica con la que los vinos presentaban mayor concentracién de antocianos
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y un mayor porcentaje de color rojo. Este mayor porcentaje de rojo podria
explicarse por una mayor contribucion del fendbmeno de copigmentacion, que
produjo una mayor estabilizacion de las formas coloreadas, desplazando las
reacciones de equilibrio de los antocianos hacia el ion flavilio, de color rojo.
Okubo et al. (2003) también observaron mayores valores de Asy, (Componente
roja) en vinos jovenes de Cabernet Sauvignon cuando estos habian sido
sometidos a un tratamiento de maceracion prefermentativa en frio. Gordillo et
al. (2010) compararon el efecto de la maceracion prefermentativa en frio frente
a una elaboracion tradicional en vinos de Tempranillo, observando un mayor
grado de copigmentacién en los vinos obtenidos mediante maceracion

prefermentativa en frio.

En la campafia 2009 los vinos obtenidos por maceracion prefermentativa en
frio presentaron mayor intensidad de color, con un mayor porcentaje de
componente roja, y mayor concentracion de antocianos que el vino testigo y
gue el resto de los tratamientos. También fue el tratamiento donde se encontro
una mayor fraccion de color debida a la presencia de antocianos
copigmentados. En general todos los vinos presentaron mayor porcentaje de
antocianos copigmentados que en el 2007. Este resultado podria deberse a
una mayor presencia de cofactores en los vinos del 2009. Y aunque no se
observé una mayor concentraciéon de flavonoles (Tabla 4.11), si que se
encontré una mayor proporcion de taninos al final de la fermentacion alcohdlica
en los vinos de Cabernet Sauvignon del 2009 (Tabla 4.12). Rustione et al.
(2012), en concordancia con lo propuesto por Boulton (2001), encontraron que
la adicion de taninos procedentes de extractos de semillas a uvas de Syrah,
Sangiovese y Pinot Noir producia un aumento en el porcentaje de antocianos
copigmentados, pero provocaba una inesperada pérdida de color. Atribuyeron
esta pérdida de color a un efecto hipocromico provocado por la copigmentacion
entre antocianos y taninos procedentes de las semillas, reduciendo asi el

efecto hipercromico producido por otro tipo de cofactores.

En el vino obtenido por adicion de nieve carbonica (NC), la fraccion de

antocianos copigmentados y el indice de polifenoles totales también fueron
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mayores que en el testigo. Aunque en el resto de parametros no se

encontraron diferencias significativas.

El vino testigo y el vino obtenido mediante adicibn de un preparado
enzimatico comercial no mostraron diferencias en sus caracteristicas
cromaticas. Unicamente cabe sefialar que en el vino obtenido por adicién del
preparado enzimatico, se encontr6 una mayor fraccion de color debida a
antocianos libres y, por lo tanto, mas susceptibles de sufrir oxidaciones hacia

formas incoloras (Zamora, 2003).

En el momento del embotellado, tras la estabilizacién por frio de los vinos,
se volvieron a analizar los pardmetros cromaticos. Los resultados obtenidos se
muestran en la Tabla 4.7. Se observé una disminucion en la intensidad de color
de todos los vinos, en la concentracion de antocianos y en la fraccion de color
debida a antocianos copigmentados, produciéndose un aumento del porcentaje
de color debido a pigmentos poliméricos. La formacion de un méaximo de color
en los vinos a mitad de la fermentacion y la posterior pérdida de este color una
vez finalizada la fermentacién es un hecho bien conocido y que ha sido
ampliamente reportado (Ribérau-Gayon, 1974; Nagel y Wulf, 1979; Van-Balen,
1984; Ribérau-Gayon et al., 1998). Esta pérdida de color se atribuye
generalmente a una disminucién en el contenido de antocianos, aunque el
descenso de la intensidad colorante suele producirse en mayor proporcién que
la de antocianos, por lo que parte de la pérdida del color puede ser también
debida a la ruptura de los complejos copigmentados (Boulton, 2001).

En vinos jévenes, con menos de 6 meses en botella, el color debido a la
copigmentacion puede suponer hasta un 40% del color total (Boulton, 2001),
aunqgue en los vinos estudiados este porcentaje se encontro entre el 9 y 10%.
Darias-Martin et al. (2007) atribuyeron las diferencias halladas en los valores de
antocianos copigmentados en vinos jovenes a los diferentes niveles de
cofactores, a las diferencias en la concentracion de antocianos y a las diferentes
técnicas de vinificacion. No obstante, los valores encontrados en nuestros vinos
fueron menores que los indicados por estos autores, lo que sugiere que

nuestros vinos sufrieron una rapida evolucién, con una elevada polimerizacion
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de taninos. Durante el transcurso de la vinificacion, antocianos y taninos pueden
combinarse mediante reacciones de condensacion, los taninos también
experimentar reacciones de polimerizacién y los antocianos pueden sufrir
numerosas reacciones, como oxidaciones, hidrataciones o cicloadiciones,
aunqgue estas Ultimas son caracteristicas en vinos mas evolucionados (Sanchez-
Iglesias, 2007). Algunas de estas reacciones ayudan a estabilizar el color del
vino o producen virajes de color, pero otras pueden producir decoloraciones. La
evolucion del color dependera de la mayor o menor proporcion en la que se

produzcan todas estas reacciones.

En la campafia 2007 no se observaron tantas diferencias entre los vinos
tratados y el vino testigo en el momento del embotellado como se habian
encontrado al final de la fermentacion alcohdlica. En el momento del
embotellado todos los tratamientos tenian un mayor porcentaje de color rojo que
el vino testigo, sin embargo la intensidad de color solo fue significativamente
mayor en el vino obtenido por adicién de nieve carbdnica. En el tratamiento con
el preparado enzimatico comercial se encontraron las mayores concentraciones

de antocianos, con diferencias significativas respecto al testigo.

En la campafa 2009 los vinos embotellados tenian menor intensidad de
color y menor contenido de compuestos fenodlicos que en el 2007. No se
observaron diferencias significativas en la intensidad de color entre el testigo y
las técnicas de frio. El tratamiento enzimatico produjo un vino menos coloreado
qgue la elaboracion tradicional. Ademas, el vino testigo presenté mayor fraccion
de color debida a antocianos copigmentados y mayor porcentaje de color rojo
que los tratamientos. No se encontraron diferencias significativas en el

contenido de compuestos fendlicos entre los vinos.
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Con la evolucion del vino, tras 6 meses de embotellado, los vinos
presentaron caracteristicas cromaticas similares a las del momento del
embotellado (Tabla 4.8). No se observé un descenso acusado en la intensidad
de color (valores comprendidos entre 16-20 en el 2007, y entre 8-12 en el
2009), aunque si se encontré una esperado descenso en la concentracion de
antocianos, coincidiendo con lo sefialado por Zafrilla et al., (2003) y Pérez-
Magarifio y Gonzalez-San José (2004). Gutiérrez et al. (2005) también
observaron una disminucion en la concentracion de antocianos monoméricos
en vinos de Cabernet Sauvignon tras 9 meses de embotellado. Esta pérdida se
debe principalmente a los procesos de polimerizacion y condensacion,
principalmente entre antocianos y taninos (Bourin et al., 2011), y también a la
formacion de ‘piranoantocianos durante el proceso de elaboracion vy
envejecimiento (Vivar-Quintana et al.,, 2002; Mateus et al., 2005). Es bien
conocido que conforme evoluciona el vino, la concentracion de antocianos
disminuye sin que ello suponga una pérdida de color en la misma proporcion,
debido a que las numerosas reacciones en las que se ven involucrados los
antocianos pueden ayudar a estabilizar el color del vino (Boulton, 2001;
Cheynier et al., 2006; Fulcrand et al., 2006; Cavalcanti et al., 2011).

En el 2007, el vino obtenido por adicién de nieve carbdnica siguié siendo el
mas coloreado, con tonalidades mas rojas que los otros vinos. Con la
maceracion prefermentativa en frio y con el preparado enzimatico también se
observaron intensidades de color mayores que con la elaboracién tradicional.
Respecto al contenido polifendlico, excepto la técnica de congelacién de la uva,
en todos los tratamientos se observd una concentracion de antocianos mayor
que en el vino testigo, que presentd ademas un indice de polifenoles totales
significativamente menor que con la maceracion prefermentativa en frio y que
las dos técnicas enzimaticas. Entre los tratamientos, al igual que ocurria en el
momento del embotellado, fue el tratamiento con el preparado enzimatico
comercial el que presentd las mayores concentraciones de antocianos, siendo

también mayor su fraccion de antocianos copigmentados.

En el 2009, en el andlisis realizado después de 6 meses de embotellado, un

vez mas se observé que los vinos eran menos coloreados que en el 2007 y que
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su contenido en antocianos también era menor que en la campafa anterior,
con muy poca contribucion de los antocianos copigmentados al color total del
vino. Con el envejecimiento del vino es normal observar una disminucién en el
fenbmeno de copigmentacion, debido a la accién del etanol sobre los
complejos copigmentados (Boulton, 2001). Con el tratamiento de maceracion
prefermentativa en frio se observo una menor concentracion de antocianos que
el vino testigo. Ninguno de los vinos obtenidos con los tratamientos mostré
mejores caracteristicas cromaticas que el vino obtenido mediante una

elaboracion tradicional.

Se podria concluir que en los vinos de Cabernet Sauvignon en la campafia
2007, todos los tratamientos mostraron mejores caracteristicas cromaticas que
el vino testigo al final de la fermentacién alcohdlica. En el momento del
embotellado y con la evolucion del vino en botella el vino obtenido por adicion
de nieve carbonica fue el vino més coloreado y, respecto a la concentracion de
compuestos fendlicos, el tratamiento de adicion del preparado enzimatico

comercial fue el que present6 una mayor concentracion de antocianos.

En la campafia 2009 los vinos contenian niveles mas bajos de compuestos
fendlicos y fueron vinos menos coloreados que en la campafia 2007. Al final de
la fermentacion alcohdlica la maceracion prefermentativa en frio presento
mejores caracteristicas cromaticas que el testigo y que el resto de tratamientos,
aunque con la técnica de la nieve carbonica también se observé un mayor
contenido de compuestos fendlicos que con la elaboracién tradicional. En el
momento del embotellado sélo la nieve carbodnica dio lugar a un vino con mayor
intensidad de color que el testigo, pero no mejoré el resto de parametros
estudiados. Al evolucionar el vino, ninguno de los tratamientos mantuvo

mejores caracteristicas cromaticas que el vino testigo.
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La composicion fendlica, especialmente la composicion de antocianos y
taninos, juega un papel muy importante en la calidad de los vinos, por lo que,
ademas de analizar los parametros cromaticos, se realizé un estudio de los
compuestos fendlicos individuales presentes en los vinos al final de la

fermentacion alcoholica.

La Tabla 4.9 muestra la concentracibn de antocianos analizados por
cromatografia liquida en los vinos de Cabernet Sauvignon en la campaifia 2007.
Tal y como se espera en vinos jovenes, el mayor porcentaje correspondio a los
antocianos monoglucosidos y malvidina-3-O-glucésido fue el antociano
monoglucdsido mas abundante, como es usual en vinos tintos (Gomez-Galleto
et al., 2012a; Hermosin-Gutiérrez y Garcia-Romero, 2004; Gémez y Heredia,
2004) siendo su concentracién significativamente superior en el tratamiento de
maceracion prefermentativa en frio, seguido del enzima comercial y de la nieve
carbodnica. Cianidina-3-glucosido fue el antociano monoglucdsido presente en
menor proporcion en todos los vinos. Algunos autores han sefialado que este
antociano es el que se encuentra en menor concentracion en la mayoria de las
variedades de Vitis Vinifera (Darné y Glories, 1988; Mazza et al., 1999;
Gonzélez-Neves et al., 2001). La concentracién de derivados acetatos fue
mucho mayor que la de derivados cumaratos en todos los vinos, tal y como
cabia esperar en vinos de Cabernet Sauvignon (Moreno-Pérez et al., 2010).
Entre los antocianos acilados el mas abundante fue la malvidina acetato
(malvidina-3-(6"-acetil)-glucosido), que se cuantific6 conjuntamente con la
delfinidina cumarato y cuyos valores fueron significativamente mayores en los
tratamientos de frio y en el tratamiento con el enzima comercial que en el vino

testigo.

Los vinos de maceracién prefermentativa en frio y de adiciéon del enzima
comercial también mostraron mayor contenido de vitisina A y vitisina B,
respectivamente, que el vino testigo. Aunque la formaciébn de los
piranoantocianos, compuestos responsables de la estabilizacion del color
anaranjado en vinos evolucionados, se produce mayoritariamente durante el
envejecimiento del vino, algunos estudios indican que comienzan a aparecer en

las primeras etapas de la fermentacién alcohdlica, ya que se forman a partir de
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metabolitos de las levaduras, como el acido piravico y al acetaldehido (Gémez-
Gallego, 2012b; De Freitas y Mateus, 2011). Algunos autores han afirmado que
la concentracion de piranoantocianos en el vino parece depender de la
variedad y de la aflada (Fanzone et al., 2012) asi como de las practicas
viticulturales y enolégicas (Monagas y Bartolomé, 2012). En un estudio llevado
a cabo en vinos de Grenache, Rentzch et al. (2007), observaron que la
formacién de vitisina A y vitisina B tenia lugar exclusivamente durante la

fermentacion alcohdlica y dependia de las técnicas enoldgicas empleadas.

Coincidiendo con los resultados obtenidos espectrofotométricamente al final
de la fermentacion alcohdlica, en los vinos de Cabernet Sauvignon del 2007 el
mayor contenido de antocianos totales, tanto acilados como no acilados,
correspondio al vino obtenido por maceracion prefermentativa en frio, seguido
por los tratamientos con nieve carbonica y con el preparado enzimético
comercial. Heredia et al., (2009) compararon el efecto de dos técnicas de frio,
maceracion prefermentativa en frio y adicidbn de nieve carbodnica, sobre el
contenido total de antocianos en vinos de Syrah y, coincidiendo con los
resultados de nuestro estudio, también observaron que la maceracion
prefermentativa en frio aumentaba, en mayor proporcion que la adicién de
nieve carbonica, la presencia de antocianos en los vinos. Respecto al
contenido de derivados acetatos, tanto con la maceracion prefermentativa en
frio, con la adicién de nieve carbonica y con el preparado enzimatico comercial
se obtuvo un mayor contenido de acetatos, por lo que en estos vinos los
antocianos se encontraban mas estabilizados ya que los antocianos acilados
tienen mas estabilizadas las formas coloreadas, porque el acido es capaz de
proteger, mediante impedimento estérico, a la molécula de antociano frente a

reacciones de hidratacion.

Una vez mas se observaron diferencias entre los vinos de las dos campafias
estudiadas. En la camparfia 2009 (Tabla 4.10), la concentracion de antocianos
en los vinos fue menor que en el 2007. Con la adicion del preparado enzimatico
se obtuvo una concentracion de antocianos totales, acilados, no acilados y
vitisinas superior al testigo. La maceracion prefermentativa en frio también dio

lugar a un vino con un mayor contenido de antocianos acilados que la
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elaboracion tradicional, aunque no se observaron diferencias en el contenido
total de antocianos. No se hallaron diferencias en el perfil antocianico entre el
vino testigo y el tratamiento por adicion de nieve carbonica. Llaudy et al., (2005)
también observaron que la aplicacion de nieve carbdnica en la vinificacion de
uvas Cabernet Sauvignon en dos vendimias diferentes solo producia un
aumento de la concentracion de antocianos en el vino en la primera vendimia,

cuando la uva se encontraba menos madura.

En términos generales, se puede concluir que en el estudio realizado sobre
el contenido de antocianos en los vinos de Cabernet Sauvignon se observo una
tendencia similar a la de los pardmetros cromaticos generales. Las técnicas
empleadas tuvieron mas repercusion en la camparfa del 2007, cuando la uva
de Cabernet Sauvignon se encontraba menos madura. En la campafia 2007 la
concentracion de antocianos aumentd significativamente con la maceraciéon
prefermentativa en frio y con la aplicacion de nieve carboénica y del preparado
enzimatico comercial. Las técnicas de congelacion de la uva y de adicién de
enzima B-galactosidasa no dieron lugar a una concentracion de antocianos
significativamente mayor que la del vino testigo. En la campafia 2009 s6lo con
la aplicacion del preparado enzimético comercial se observé un aumento en la
concentracion total de antocianos, aunque con la maceracion prefermentativa

en frio también aumento la presencia de antocianos acilados.
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Tabla 4.9. Antocianos (mg/L) por HPLC en vinos de Cabernet Sauvignon a final de la
fermentacion alcohdélica, campafa 2007.

Antociano T cu NC MPF EC G
Delfinida-3-glucésido 29,96a 40,06b 40,81b 52,68c 49,43c 39,49b
Cianidina-3-glucésido 6,15a 4,95a 6,64ab 9,99b 6,88bc 5,53a
Petunidina-3-glucésido 32,34a 39,47ab 42,83b 56,02¢ 4730b  39,65ab
Peonidina-3-glucésido 16,24a 18,70a 19,69a 30,06b 23,11ab 17,31a
Malvidina-3-glucdsido 393,49bc  367,91a  411,0lcd  459,79e  413,52d  384,97ab
Vitisina A 16,54a 17,74a 18,08a 27,83b 17,55a 17,88a
Deffinidina Acetato 15,15a 18,55ab 22,25abc  28,86¢C 25,10bc  20,16abc
Vitisina B 11,71a 13,98ab 11,88a 11,23a 16,89¢c 12,20a
Acetil vitisina A 8,87a 10,20a 10,28a 11,43a 8,54a 10,97a
Cianinida acetato 6,23a 6,64a 7,49a 8,35a 11,53a 7,72a
Petunidina acetato 10,64ab 12,48ab 13,59ab 21,70c 14,71b 9,88a
Peonidina acetato 7,68a 11,34ab 11,85ab 15,56b 9,08a 10,30a
Malv.acet+Delf.cumarato 146 774 159,37b 183,14c  177,33c  161,14b  154,77ab
Peonidina cafeato 3,98a 5,74a 5,15a 5,04a 5,02a 4,75a
Cianidina caf+cum 5,51a 7,20a 7,85a 9,28a 7,63a 7,63a
Petunidina cumarato 5,37a 6,15a 6,85ab 10,47b 6,71ab 8,24ab
Malvidina cumarato cis 4,32a 4,06a 5,73a 9,45a 4,.81a 5,22b
Peonidina cumarato 3,66a 5,13a 6,07a 7,09a 4,10a 4,32a
Malv. Cumarato trans 31,79a 35,15hc 38,34c 43,81d 33,74ab  35,24bc
Totales 756,36a 784,82ab  869,51b  99597c  866,77b  796,21ab
No acilados 478,17a 471,09a 520,98bc  608,54d  540,24c  486,94ab
Acilados 241,10a  271,8labc  308,30cd  336,94d  283,56bc  268,21ab
Acetatos 186,47a 208,38ab  238,32cd  251,80d  221,55bc  202,82ab
Cumaratos 50,65a 57,69a 64,82a 53,40a 56,99a 60,64a
Vitisinas 37,11a 41,92a 40,24a 50,49a 42,97a 41,06a

Letras diferentes en la misma fila muestran diferencias significativas segun test de Duncan (p>95) n=3.
Abreviaturas: T: testigo; CU: congelacion de la uva; NC: nieve carbdnica; MPF: maceracion
prefermentativa en frio; EC: enzima comercial; G: galactosidasa; acet: acetato; caf. cafeato; cum:
cumarato.
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Tabla 4.10. Antocianos (mg/L) por HPLC en vinos de Cabernet Sauvignon a final de
la fermentacion alcohélica, campafia 2009.

Antociano T NC MPF EC
Delfinida-3-glucdsido 21,040a 20,863a 21,389a 24,021b
Cianidina-3-glucésido 2.034b 1,445a 1,672a 1,424a
Petunidina-3-glucdsido 25,309a 24,660a 25,124a 29,676b
Peonidina-3-glucésido 9,675a 8,810a 9,088a 9,687a
Malvidina-3-glucosido 278,402a 269,944a 273,312a 325,469b
Vitisina A 5,544ab 5,237a 5,571ab 5,782b
Delfinidina Acetato 8,029a 7,809a 7,817a 9,306b
Vitisina B 4,471a 4,250a 4,609a 4,748a
Acetil vitisina A 2,770a 2,791a 2,929a 3,223a
Cianinida acetato 0,655a 1,099a 1,064a 0,792a
Petunidina acetato 11,676a 11,957a 12,199a 13,927b
Peonidina acetato 7,519a 7,757a 9,363b 10,792c
Malv.acet+Delf.cumarato 143,708ab 140,496a 151,899b 175,762¢c
Peonidina cafeato 0,707a 0,819a 0,844a 1,013a
Cianidina caf+cum 3,944a 4,218a 3,838a 4,721b
Petunidina cumarato 2,289a 2,352a 2,185a 3,191b
Malvidina cumarato cis 2.324a 2,295a 2,345a 2,811b
Peonidina cumarato 4,218ab 3,657a 4,140ab 4,685b
Malv. Cumarato trans 31,139a 29,315a 31,595a 40,576b
Totales 565,452a 549,775a 570,984a 671,607b
No acilados 336,460a 325,723a 330,586a 390,277b
Acilados 216,208ab 211,774a 227,290b 267,578¢c
Acetatos 171,587a 169,118a 182,343b 210,580c
Cumaratos 43,914a 41,837a 44,103a 55,984h
Vitisinas 12,784ab 12,278a 13,108ab 13,752b

Letras diferentes en la misma fila muestran diferencias significativas segun test de Duncan (p>95) n=3.
Abreviaturas: T: testigo; NC: nieve carbdnica; MPF: maceracion prefermentativa en frio; EC: enzima
comercial; acet: acetato; caf: cafeato; cum: cumarato;
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Por cromatografia liquida también se determiné el contenido de flavonoles
en los vinos al final de la fermentacion alcohdlica (Tabla 4.11). Los valores
encontrados en la composicion de flavonoles se encuentran dentro de los
rangos sefialados por Makris et al. (2006) y son similares a los hallados por

Fanzone et al. (2012) en vinos de Cabernet Sauvignon.

Coincidiendo con lo publicado por numerosos autores (Martinez-Pinilla et
al., 2012; Castillo-Mufioz et al., 2009; Gomez-Alonso et al., 2007; Hermosin-
Gutierrez et al., 2005) miricetina-3-glucésido fue el flavonol presente en mayor
proporciébn en todos los vinos, seguida de quercetina-3-glucorénido vy

quercetina-3-glucésido.

En la campafia 2007 el contenido total de flavonoles en los vinos obtenidos
con las tres técnicas de frio (63,26 mg/L, 62,13 mg/L y 61,78 mg/L con la
congelacion de la uva, adicibn de nieve carblGnica y maceracion
prefermentativa en frio respectivamente) y con la adicion del preparado
enzimatico comercial (60,33 mg/l) fue significativamente mayor que el del vino
testigo (50,69 mg/L). Teniendo en cuenta que la cantidad de flavonoles en la
uva de Cabernet Sauvignon del 2007 (14,11 mg/Kg uva) fue mucho menor que
la encontrada en la uva del 2009 (26,62 mg/Kg uva), adquiere especial
importancia que no hubiese muchas diferencias entre los dos afios en el
contenido total de flavonoles en los vinos obtenidos con estas técnicas, y que,
sin embargo, en el vino testigo del 2007 si se encontrase una concentracion
menor de flavonoles que en el del 2009. Este hecho pone de manifiesto que las
técnicas de frio y la adicion del enzima comercial ayudaron mas en el 2007 a
degradar las paredes celulares de los hollejos, favoreciendo la difusion de los
flavonoles. En el 2007 la maceracion prefermentativa en frio dio lugar a un vino
con mayor contenido de miricetina-3-glucésido que el resto de tratamientos y
con un mayor contenido de quercetina glucurénido que el vino testigo. La
concentracion de quercetina-3-glucésido en los vinos obtenidos por
congelacion de la uva y por adicion de nieve carbonica también fue

significativamente mayor que en el vino testigo.

112



Caracteristicas cromaticas y fendlicas

"esepIsojoe|eb 9 {|e104oW0d BWIZUS ;)T ‘0Ll UD BAIJEIUBWISNIM UQIORIBI.W :{d[\ ‘EDIUQGJED BABIU ;DN ‘BAN ] 3 UgIoe|abuod
N ‘obnsay ;| :sednjeinalqy "g=u (%G6<d) ueoung ap 19} unbas seaneolIuBIS SBIoUBIHP UeJjSanwW ‘oue epeod eJed ‘euwN|od BWISIW B UD SSIUaIa4p Sed}a

©8e‘29 eGh') €60°G €062 eLeo €601 ezl egy'e e0l‘gl €00°¢ o3

4962, q68‘} aqie‘o e69°c q9s‘0 arl‘el eG6'8) azl'y q08‘0z epse 4dIN
N
o

qezsl9 ege’l qel9‘s eg9‘e €60 qeg9‘ll egg‘gl qeQg‘e qe96°‘gl e0z’e ON 8

ees‘l9 ege’l ezL's eGH'Z eLy'0 ey8'6 e08‘Ll qegg‘e eLL'gl egl's 1

qeL0'vs eL6°0 av8‘e ago‘e asez'l 20eGz‘g qegg’ll A €68l egl'e 9

qge‘o9 qov‘l e0.‘C qes1e eg/‘) ogey L6 qezo‘ll epL'e egz'6) 00eG9°‘g 03

as’‘lL9 qe6l’l elL6'c agez'e egy'l qepe’l aes‘zl eye's q.82e eg0’s 4dIN m
L

ael‘z9 alv'l e/g8'e qeye’lL eoy'l 2009°01 qrzel ez9'c eg1'6) 008Y‘s ON

qez'e9 avs‘L €65‘e qeo’t egs‘| 9/6°01 €G.‘6 e0.L'Y eegll 29/°8 no

€69°0S qeop‘} ezy'e €220 €0.°0 eGL‘L qeyz‘ol B0P'E epe‘gl qege’s 1

opisoond __ OpISQON|b  OpISOON|D  OPISOJOE[ed  OpISOON|D  OPIUCININ|D  OPISOjOE[eb  OpISoon|b  OPISOjoe|ed
SO|EI0L  pypabuiiig eunouweylos] [osojdwey  josojdwiey  BUPSOJONYD  BUNSOJANYD  BUAOISNTD BUNSOMIN  BunjeoMIy  ojualwejes) oYY

6002 £ 2002 Seuedwe? ‘e21|0y09|e UIoBIUBWIDY O |euly e uoubianeg Jousage) ap SoulA ua JdH Jod (7/6w) sajouoael4 L'y ejqel

113



Caracteristicas cromaticas y fendlicas

En la campafia 2009 la maceracion prefermentativa en frio fue la Unica
técnica que influyd positivamente sobre el contenido de flavonoles en los vinos,
dando lugar a un vino con un contenido total de flavonoles (72,96 mg/L)
significativamente mayor que el del vino testigo (61,83 mg/L). A excepcion de la
concentracion de  miricetina-3-galactosido, quercetina-3-glucoronido vy
kampferol-3-glucosido, el resto de flavonoles estudiados se encontraron en una
concentracion significativamente mayor en este tratamiento. Los flavonoles son
unos de los principales compuestos que actian como cofactores en la
copigmentacion de los antocianos (Martinez-Pinilla et al., 2012), esto explicaria
el hecho de que al final de la fermentacion alcohdlica fuesen los vinos
obtenidos por maceracion prefermentativa en frio los que presentasen mayor

fraccion de color debida a la presencia de antocianos copigmentados.

En este afio, 2009, el tratamiento con nieve carbdnica no aumento
significativamente el contenido de flavonoles respecto al vino control. Heredia
et al. (2009), en un estudio realizado en la vinificacién de uvas de la variedad
Syrah, hallaron que el contenido de compuestos fendlicos en el vino dependia
de la técnica de refrigeracion empleada, encontrando un aumento significativo
de los mismos cuando se habia utilizado una maceracion prefermentativa en
frio pero no cuando se habia empleado la adicibn de nieve carbodnica.
Atribuyeron estas diferencias al hecho de que, probablemente, la nieve
carbdnica no habia alcanzado de forma homogénea a la totalidad de la pasta.
En nuestro caso, teniendo en cuenta que en la campafa anterior la nieve
carbonica si produjo un aumento significativo en la concentracion de flavonoles,
el resultado del 2009 parece tener relacion con el estado de madurez de la uva
de partida. La nieve carbonica contribuyé a una mejor difusion de los
compuestos fenolicos cuando la uva se encontraba mas verde (campaia
2007), con unas paredes celulares mas rigidas y, por lo tanto, mas susceptibles
a la ruptura provocada por el efecto del hielo. Pero no se observaron
diferencias respecto a una elaboracion tradicional cuando la uva de Cabernet
Sauvignon se encontraba mas madura (campafa 2009). Estos resultados
coinciden con los observados por Llaudy et al. (2005) en vinos de Cabernet
Sauvignon, en los que estudiaron la adicion de nieve carbdnica en tres

campafas sucesivas, observando diferencias favorables en el contenido de
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compuestos fendlicos en los vinos macerados con nieve carbonica solo en

aguellas campanas en las que la uva no estaba suficientemente madura.

El tratamiento de adicion de un preparado enzimatico comercial tampoco
produjo un aumento significativo en el contenido de flavonoles en la camparfia
2009. Nuevamente este resultado parece estar relacionado con la madurez de
la uva. Pero hay que tener en cuenta que el preparado enzimatico comercial si
que produjo un aumento significativo en la concentraciéon de antocianos en el
2009, por lo que la accion de las actividades enzimaticas no se vio tan afectada
por el grado de madurez de la uva como la accién de las técnicas de frio. Esto
significa que también otros factores deben influir sobre la accién de las
actividades enzimaticas. Mulero et al. (2011) y Ducasse et al.,, (2010)
observaron que la accion de preparados con actividades enzimaticas favorecia
positivamente la presencia de compuestos fendlicos en los vinos cuando la uva
de partida presentaba bajos niveles de estos compuestos, pero no afectaba al
contenido total de polifenoles cuando se usaban uvas con un contenido inicial
alto de estos compuestos. Estos resultados coinciden con los de nuestro
estudio, ya que el preparado enzimético comercial si favoreci6 la extraccion de
antocianos en el 2009 cuando la uva presentd una baja concentracién de
antocianos, a pesar de que la uva se encontraba suficientemente madura. Y,
sin embargo, no favorecié la extraccién de flavonoles en el 2009 porque
ademas de que la uva estaba mas madura, la concentracion de flavonoles era
elevada (26,62 mg/Kg uva), o al menos mas elevada que en el 2007 (14,11

mg/Kg uva).
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Ademas del estudio de la composicion de antocianos y flavonoles, se realiz6

un andlisis de la composicion de proantocianidinas en los vinos.

Es ampliamente conocido que al comienzo de la maceracion, cuando la
temperatura es aun moderada y la concentracion de etanol es todavia baja, la
extraccion de las proantocianidinas tiene lugar lentamente. La extraccion
aumenta conforme avanza la fermentacion alcohdlica, al aumentar la
temperatura y la presencia de alcohol (Canals et al., 2005; Sacchi et al., 2005).
No obstante hay que distinguir entre la extraccion de las proantocianidinas
procedentes de los hollejos y las que provienen de las semillas. Aquellas que
provienen de los hollejos comienzan a ser extraidas al mismo tiempo que los
antocianos, pero con una cinética mas lenta que estos (Kountoundakis, 2010).
Las proantocianidinas de las semillas comienzan a difundirse con mayor
incidencia mas tarde, aproximadamente a mitad de la fermentacion, cuando la
presencia de alcohol en la pasta de maceracion es lo suficientemente elevada
para poder disolver el recubrimiento lipidico de la cuticula de las semillas,
aunque se ha demostrado que en un medio acuoso ya empiezan a difundirse
(Hernandez-Jiménez et al, 2011). Con procesos de maceracion largos pueden
predominar en el vino las proantocianidinas procedentes de las semillas,
influyendo en la composicién cualitativa del vino, dando lugar a vinos muy

tanicos y astringentes (Gil-Mufioz et al., 1999; Llaudy et al., 2008).

En nuestro estudio se evalué el efecto de las diferentes técnicas de frio y
enzimaticas sobre la composicion de proantocianidinas en los vinos obtenidos.
La Tabla 4.12 muestra la composicion de proantocianidinas en los vinos de

Cabernet Sauvignon analizados al final de la fermentacion alcohdlica.

Aunque la cantidad de proantocianidinas hallada en los vinos fue inferior a la
encontrada por Romero-Cascales (2005) en vinos de Cabernet Sauvignon
procedentes de la misma zona viticola, se encuentra dentro de los rangos (289-
776 mg/L) seialados por Cosme et al. (2009) en un estudio sobre la
concentracion de proantocianidinas realizado en vinos de Cabernet Sauvignon

durante 3 campanas diferentes.
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La concentracion total de proantocianidinas fue menor en los vinos del 2007
(entre 289,08 y 455,43 mg/L) que en los vinos del 2009 (entre 514,82 y 676,87
mg/L). Harbetson et al. (2008) encontraron una gran variabilidad en la
concentracion de proantocianidinas (58-1895 mg/L) al analizar un total de 364
vinos comerciales de Cabernet Sauvignon. Esta gran variabilidad es atribuida al
diferente grado de maduracion de la uva empleada, a las diferentes practicas
viticolas y a las distintas técnicas enoldgicas utilizadas para la vinificacion
(Kassara y Kennedy, 2010; Harbetson et al., 2012).

Las unidades monomeéricas presentes en mayor proporcion en todos los
vinos fueron (-)-epicatequina de extensién y (-)-epigalocatequina de extension.
Respecto a las unidades terminales, fue (+)-catequina la que se encontré en
una mayor concentracion. Estos resultados coinciden con los hallados por

Busse-Valverde et al. (2010) en vinos de Cabernet Sauvignon.

En la campafia 2007 los vinos obtenidos con las tres técnicas de frio
presentaron una concentracién total de proantocianidinas significativamente
mayor que el vino testigo y que los vinos obtenidos con los tratamientos
enzimaticos. Se observé un incremento del 57,6%, 55,7% y 47,5% con la
congelacion de la uva, la maceracion prefermentativa en frio y la nieve
carbonica, respectivamente, al comparar el contenido total de proantocianidinas
con el del vino testigo. En otros estudios realizados en vinos de Cabernet
Sauvignon, la maceracion prefermentativa en frio también produjo un aumento
en la concentracion de proantocianidinas (Nel, 2010; Lasanta-Melero, 2009).
Alvarez et al. (2006) también observaron este efecto tanto con la maceracion
prefermentativa en frio como con la adiciéon de nieve carbo6nica en vinos de
Monastrell. Respecto a la congelacion previa de la uva, no existen muchas
referencias sobre su efecto en la extraccién de proantocianidinas en vinos
tintos, aunque Threlfall et al. (2006) si que observaron un aumento en el
contenido total de polifenoles en mostos de Cabernet Sauvignon cuando las

uvas habian sido previamente congeladas.
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En los vinos obtenidos con las técnicas de frio se observo ademas una
mayor proporcion de (-)-epigalocatequina de extension. La (-)-epigalocatequina
detectada en los vinos solo puede proceder de los hollejos (Busse-Valverde,
2010), lo que significa que estos tratamientos aumentaron la extraccion de
proantocianidinas procedentes de los hollejos. Esto también coincide con el
hecho de que los vinos de estos tratamientos fueron los que presentaron una
menor proporcidon de unidades galoiladas, lo que significa una menor
contribucion de taninos de las semillas (Prieur et al., 1994). En el vino obtenido
por maceracion prefermentativa en frio se observé ademas un mayor grado
medio de polimerizacion de las proantocianidinas, lo que corrobora una mayor
presencia de taninos de los hollejos (Labarbe et al., 1999). En un estudio
realizado por Koyama et al., (2007) también se hall6 un aumento del grado
medio de polimerizacion de las proantocianidinas en vinos de Cabernet
Sauvignon obtenidos mediante maceracion prefermentativa en frio y Cheynier
et al. (2006) indicaron que las maceraciones a bajas temperaturas favorecian la

extraccion de taninos de los hollejos.

En los vinos obtenidos mediante la adicion de enzimas también se observo
una mayor concentracién de proantocianidinas que en el vino testigo, aunque
las diferencias no fueron estadisticamente significativas. Resultados contrarios
a los nuestros fueron hallados por Nel (2010), que observé un aumento
significativo en la cantidad de proantocianidinas en vinos de Cabernet
Sauvignon a los que se habia adicionado un preparado enzimético. Aunque los
trabajos realizados por Ducasse et al. (2010) en vinos de Merlot tratados con
enzimas, mostraron que no siempre se producia un aumento en el grado de
polimerizacién y en la proporcién de (-)-epigalocatequina en los vinos tratados,
sino que los resultados parecian depender en gran medida de las
caracteristicas de cada vendimia. Bautista-Ortin (2005) también encontré
resultados contradictorios sobre el efecto de los enzimas en el contenido de

taninos en vinos de Monastrell.

En la campafa 2009 tampoco se observo un aumento significativo en la
concentracion de proantocianidinas en el vino obtenido por adicion de un

preparado enzimatico. Los tratamientos con nieve carbodnica y con maceracion
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prefermentativa en frio si que dieron lugar a vinos con un contenido total de
proantocianidinas significativamente mayor que el vino testigo. Aunque con
estos tratamientos no se observo un aumento significativo de la proporcion de
taninos procedentes de los hollejos. De hecho, con la maceracion
prefermentativa en frio se observé un porcentaje de (-)-epigalocatequina de
extension y un grado medio de polimerizacion significativamente menores que
en el vino testigo. Esto significa que con este tratamiento se incrementd la
presencia de taninos procedentes de las semillas. Teniendo en cuenta que la
maceracion prefermentativa en frio tuvo lugar en ausencia de alcohol, este
resultado requiere especial atencién ya que evidencia que la accion del etanol
no es la Unica responsable de la degradacion de la cuticula de las semillas y
que otros factores, como las bajas temperaturas en una maceracion
prefermentativa, asi como la presencia de un medio acuoso y no etandlico
también afectan a la estructura de las semillas facilitando la extraccion de los

taninos.

Sin embargo en el 2007 no se habia observado que la maceracion
prefermentativa en frio favoreciese la extraccion de taninos de las semillas,
sino todo lo contrario, incrementé la extraccién de proantocianidinas de los
hollejos. Tal y como hemos comentado reiteradamente, las caracteristicas de
las uvas de partida son de especial importancia para comprender los distintos
efectos producidos por este tratamiento. En la uva de Cabernet Sauvignon de
la campafia 2007 se encontré un mayor indice de madurez celular y un menor
indice de madurez de las pepitas, es decir, unos hollejos mas verdes y unas
pepitas mas maduras que en la uva del 2009. Los resultados muestran que
cuanto mas rigidas se encuentran las estructuras celulares, mayor es la ruptura
provocada por el frio. Esto explicaria que en el 2007 la maceracion
prefermentativa en frio facilitase la extraccidn de proantocianidinas de los
hollejos, mientras que en el 2009, cuando las pieles se encontraban mas
maduras Yy las semillas mas verdes, incrementase la extraccion de taninos de
las semillas. Estos resultados ponen de manifiesto la importancia de conocer
las caracteristicas de la uva de partida para poder realizar una correcta

vinificacion.
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Los vinos del 2009 presentaron un mayor porcentaje de (-)-epicatequina
terminal que los del 2007. Este dato también nos indica que la uva del 2009
presentaba unos hollejos mas maduros ya que, segun algunos autores (Pérez-
Magariio y Gonzalez-San José, 2004; Bautista-Ortin, 2005), en vinos
procedentes de uvas con un menor indice de madurez celular se observa un

aumento en los valores de (-)-epicatequina.

Tras analizar los resultados de todos los parametros estudiados en los vinos
de Cabernet Sauvignon durante las dos campafias, se puede concluir que los
tratamientos mejoraron las caracteristicas de los vinos cuando la uva se

encontraba menos madura.

En la campafia 2007 las tres técnicas de frio y el preparado enzimético
comercial dieron lugar a vinos con mejores caracteristicas cromaticas y mayor
concentracion de antocianos y flavonoles que el vino testigo al final de la
fermentacion alcohdlica. La concentracion de taninos procedentes de los
hollejos también se vio favorecida con los tratamientos de frio. La suma de las
actividades enzimaticas presente en el preparado comercial facilit6 una mayor
degradacion de las paredes celulares que el enzima con una unica actividad (3-
galactosidasa. Al evolucionar el vino, los tratamientos con nieve carbonica,
maceracion prefermentativa en frio y adicion del preparado enzimatico

siguieron manteniendo mejores caracteristicas croméaticas que el vino testigo.

En la campafia 2009 se observé que al final de la fermentacion alcohdlica
Gnicamente la maceracion prefermentativa en frio daba lugar a un vino con
mejores parametros cromaticos y que, junto al preparado enzimético, esta
técnica aumentaba la concentracion de antocianos. Pero con la evolucion del
vino no se observaron diferencias entre los vinos tratados y el vino testigo. Las
técnicas de frio provocaron un aumento de la presencia de taninos procedentes

de las semillas.
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4.2.2.2 Syrah

Se estudio el efecto de las técnicas de frio sobre las caracteristicas
cromaticas de los vinos de Syrah y sobre su evolucién con el tiempo. También
se determind la composicion de antocianos, flavonoles y proantocianidinas al

final de la fermentacién alcohdlica.

La Tabla 4.13 muestra los resultados obtenidos al analizar los parametros
cromaticos al final de la fermentacion alcohdlica en las campafas 2007 y 2009.
Los vinos de Syrah presentaron en general un color menos intenso y menor
contenido de antocianos que los vinos de Cabernet Sauvignon (Tabla 4.6)
Estas diferencias cromaticas entre los vinos de Syrah y Cabernet Sauvignon
podrian explicarse por las diferencias encontradas en la uva. En la campafa
2009 la uva de Syrah contenia menor concentracion de antocianos que la uva
de Cabernet Sauvignon. En la campafa 2007, aunque no se encontraron
diferencias en el contenido de antocianos entre las dos variedades, la uva de
Syrah presentdé mayor indice de madurez celular (55,01%) que la uva de
Cabernet Sauvignon (48,96%), es decir, la uva de Syrah mostr6 mayor
dificultad para la extraccion de antocianos durante el periodo de maceracion.
Ademas, la uva de Syrah present6 menor contenido de taninos en los hollejos y

peor proporcion antocianos/taninos que la uva de Cabernet Sauvignon.

En la campafia 2007, comparando el efecto de las diferentes técnicas sobre
las caracteristicas cromaticas de vinos de Syrah se observo que al final de la
fermentaciéon alcohdlica, excepto con la maceracién prefermentativa en frio,
con todos los demés tratamientos se obtuvieron vinos con una intensidad de
color significativamente mayor que la del vino testigo. Los valores encontrados
en la intensidad de color al final de la fermentacion alcohdlica de los vinos del
2007 son similares a los hallados por Romero-Cascales (2008) para vinos
elaborados a partir de uvas de Syrah de la misma zona viticola. En los vinos
obtenidos por congelacion de la uva y por adicion de nieve carbonica el tono

fue significativamente menor que en el vino testigo.
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En el estudio de los parametros de color CIELab en el afio 2007 se observo
una clara diferencia entre tratamientos enzimaticos por un lado, tratamientos de
frio por otro y, finalmente, elaboracion tradicional. El vino testigo presento los
valores mas altos y los vinos de los tratamientos de frio mostraron valores
menores que el testigo pero mayores que los de los tratamientos enzimaticos.
Los vinos obtenidos mediante los tratamientos fueron vinos con un color mas
intenso (menor L*) que el vino testigo y con tonalidades mas desplazadas hacia
la zona de los purpuras y los violetas (menores a*, b* y H*) (Martinez et al.,
2001). GoOmez-Minguez et al. (2006) también encontraron que con la
maceracion prefermentativa en frio disminuian estos parametros CIELab en
vinos de Syrah al compararlos con los de una elaboracion tradicional. Lasanta-
Melero (2009) obtuvo resultados similares en vinos de Syrah al emplear
técnicas de maceraciéon prefermentativa frio, aunque con la adicién de enzimas
exogenas no observo diferencias en los valores CIELab entre los vinos tratados
y los no tratados, si bien es cierto que la adicién de enzimas tuvo lugar una vez
terminada la etapa de maceracion. Palacios et al., (2003) hall6 un aumento
significativo en la intensidad colorante en vinos de Syrah tratados con dos tipos
de enzimas, siendo ademas el enzima mas rico en celulasa y hemicelulasa el

que producia mejores efectos.

Respecto a la contribuciéon de los fendmenos de copigmentacién al color de
los vinos en la campafia 2007, el tratamiento de adicién de nieve carbonica fue
el danico con una fraccibn de color debida a antocianos copigmentados
significativamente mayor que el testigo. En este tratamiento también se
encontré una menor contribucién de los pigmentos poliméricos y un valor
mayor de la componente roja. Esta mayor contribucion del color rojo al color
total del vino tendria su explicacion, segun Boulton (2001) y Vivar-Quintana et
al., (2002), en el hecho de que la copigmentacion de antocianos produjo un
efecto hipercrémico, con una estabilizacion de las formas flavilium (rojas). En la
técnica de congelacion de la uva, cuya fraccién de antocianos copigmentados
fue mayor, aunque no significativamente, que el vino testigo, también se

observo una mayor contribucion, si significativa, de la componente roja.
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En el 2007, los vinos obtenidos por adicién de enzima -galactosidasa, por
congelacion de la uva y por adicibn de nieve carbdnica fueron los que
presentaron una mayor concentracion de antocianos. En los vinos de las
técnicas enzimaticas se encontré un indice de polifenoles totales superior al del
vino testigo y a de los tratamientos por frio. Hay que destacar que la actividad
enzimatica B-galactosidasa no tuvo mucha influencia sobre las caracteristicas
crométicas de los vinos de Cabernet Sauvignon y, sin embargo, en los vinos de
Syrah de la campafa 2007 fue la que dio lugar al vino con mayor intensidad de
color y con mayor indice de polifenoles totales Palacios et al. (2003) también
observaron que el efecto de los enzimas de maceracidn sobre las
caracteristicas cromaticas era mas notable en los vinos de Syrah que en los de
Cabernet Sauvignon. Aungque no existen muchos trabajos donde se haya
estudiado el empleo de enzimas de vinificacibn con actividad principal B-
galactosidasa, si que se ha estudiado el papel de esta actividad enzimatica en
el reblandecimiento de la baya durante la maduracién y algunos autores
consideran que es la enzima que actia en las primeras etapas del
ablandamiento del fruto siendo su papel en el reblandecimiento mas importante
qgue el de la pectinesterasa (PE) o la poligalacturonasa (PG) (Mohd Ali et al.,
1995; Lazan et al., 1995). Por otro lado, Romero-Cascales (2008) observo que
la accién de diferentes preparados enzimaticos sobre las caracteristicas
cromaticas de vinos de Monastrell dependia del grado de madurez de la uva,
asi, para uvas poco y muy maduras el efecto de la adicién de enzimas era
menor que en uvas de madurez intermedia. La uva de Syrah de la campafna
2007 presentd una madurez intermedia entre la uva de Cabernet Sauvignon del
afio 2007 y la de Syrah de la campafia 2009, en cuyos vinos tampoco se

observo la influencia de la adicion del preparado enzimatico.

Los vinos de Syrah de la campafia 2009 analizados al final de la
fermentacién alcohdlica presentaron menor intensidad de color que los de la
campafia 2007, aunque los valores observados fueron superiores a los
encontrados por Fanzone et al. (2012) en vinos de Syrah elaborados a partir de
uvas cultivadas en climas calidos. Al comparar el efecto de los distintos
tratamientos, solo se encontraron diferencias significativas en los parametros

de color CIELab, en los que los tratamientos de frio dieron lugar a valores
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significativamente mayores que el testigo. Esto significa, tal y como se ha
explicado anteriormente, que el testigo presentaba tonalidades mas azuladas y
violetas, caracteristicas de un vino tinto joven (Lasanta-Melero, 2009). Ademas,
el vino obtenido por adicidbn de nieve carbolnica presentd un contenido de
taninos menor que el vino testigo. En el resto de pardmetros no se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos y el vino de elaboracion
tradicional. Las técnicas de frio y enzimaticas no mejoraron las caracteristicas

cromaticas de los vinos de Syrah en esa campanfa.

Nuevamente el distinto comportamiento de los vinos entre una campafa y
otra pudo tener una explicacion en las diferencias encontradas en la uva. En la
camparfa 2007 la uva de Syrah tuvo un indice de madurez celular muy elevado
(55,01%), mientras que en el 2009 el valor fue mucho menor (32,70 %). Las
técnicas enologicas empleadas dieron buenos resultados en el 2007, facilitando
la ruptura de las células de los hollejos cuando estos presentaban dificultad
para la extraccion de los compuestos fendlicos. En el 2009 la piel se
encontraba mas degradada en el momento de la vendimia, debido a los
procesos de maduracion, asi las técnicas empleadas no tuvieron ningun efecto
puesto que la piel ya estaba los suficientemente degradada para permitir una
extraccion facil de los compuestos fendlicos. Estos resultados coinciden con
los publicados por Deltail (2004), Llaudy et al. (2005) y Alvarez et al. (2006).
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Los resultados obtenidos a analizar los parametros cromaticos en el
momento del embotellado, tras la estabilizacién por frio de los vinos, se
muestran en la Tabla 4.14. Los vinos obtenidos con los tratamientos en la
campafna 2007 siguieron presentaron mayor intensidad de color que los vinos

de los tratamientos del 2009.

En la campafia 2007 las diferencias entre tratamientos y testigo fueron
similares a las encontradas al final de la fermentacion alcohdlica. Todos los
tratamientos dieron lugar a vinos con mayor intensidad colorante que el vino
testigo. Los valores de los parametros de color CIELab fueron mayores en el
vino testigo que en el resto de los vinos, aunque no se observaron diferencias
entre los valores CIELab de los tratamientos enzimaticos y de los tratamientos
de frio. Las técnicas de congelacion de la uva y de adiciéon de nieve carbonica
siguieron presentando una mayor contribucién de la componente roja al color
total del vino, aunque no se observaron diferencias significativas en la fraccion
de antocianos copigmentados entre los vinos. Con la maceracion
prefermentativa en frio y con el enzima de actividad B-galactosidasa se observo
un mayor porcentaje de antocianos libres y un menor porcentaje de antocianos
poliméricos que en el vino testigo. En todos los vinos, en el momento del
embotellado, disminuyé el porcentaje de antocianos copigmentados respecto a
los valores encontrados al final de la fermentacion alcohdlica. Excepto con la
congelacion de la uva, con el resto de técnicas empleadas se obtuvieron vinos
con una mayor cantidad de antocianos que el vino testigo, siendo las técnicas
enzimaticas las que presentaron los valores mas altos, ademas en estos dos
tratamientos el indice de polifenoles totales también fue significativamente
mayor. La adicion del enzima con actividad 3-galactosidasa fue la técnica con

la que el vino mostraba mejores caracteristicas cromaticas.

En la campania 2009 siguieron sin encontrarse diferencias entre
tratamientos y testigo al analizar los vinos en el momento del embotellado. En
todos los vinos la fraccion de color debida a antocianos copigmentados también
fue menor que la obtenida al final de la fermentacion alcohdlica.
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En la Tabla 4.15 se muestran los resultados de los parametros cromaticos
analizados tras 6 meses de embotellado. En la campafia 2007 se observé un
esperado descenso en la intensidad de color de los vinos y en el contenido de
antocianos, debido a la precipitacion de pigmentos poliméricos de elevado
tamafio molecular y a las reacciones de oxidacion y degradacion que sufren
los antocianos al disminuir el fendmeno de copigmentacion y quedar expuestos
en su forma libre (Bakker et al, 1993; Gémez-Plaza et al., 2001; Boulton, 2001).
Aunque hay que destacar que en los vinos obtenidos por adicion de enzimas el
descenso de la intensidad colorante (16,1% en el vino del preparado
enzimatico comercial y 7,5% en el del enzima natural galactosidasa) fue menor
que en el resto de los vinos (27,5 %, 40,2 %, 37,8% y 21,6% en el vino testigo y
en los de congelacion de la uva, adicion de nieve carbdnica y maceracion
prefermentativa en frio respectivamente). Los vinos obtenidos con las técnicas
enzimaticas siguieron presentando, ademés, mayor indice de polifenoles
totales y mayor concentracion de antocianos y taninos que el vino testigo. En
todos estos parametros no se encontraron diferencias entre los tratamientos de

frio y el testigo.

Al analizar los parametros de color CIELab, una vez mas con las técnicas
enzimaticas se observo un color mas intenso (menor L*) que en el vino testigo
y menores valores de a*, b* y H*, es decir, tonalidades mas desplazadas hacia

la zona de los puarpuras y los violetas (Martinez et al., 2001).

Con las técnicas enzimaticas, junto con la maceracion prefermentativa en
frio, también se observé una mayor proporcién de antocianos copigmentados,
siendo el preparado enzimético comercial el que dio lugar a los valores mas

altos.

En la campafia 2009, con la evolucién de los vinos en botella, siguieron sin

encontrarse diferencias significativas entre los tratamientos y el vino testigo.
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Caracteristicas cromaticas y fendlicas

En las Tablas 4.16 y 4.17 se muestran los resultados obtenidos al analizar
el contenido de antocianos monoméricos en vinos de Syrah, al final de la
fermentacion alcohdlica, en las campafias 2007 y 2009 respectivamente. El
antociano monomérico mas abundante en todos los vinos fue malvidina-3-
glucosido, seguido de malvidina acetato, resultados que coinciden con los

encontrados por Fanzone et al. (2012) en vinos de Syrah.

La gran dificultad frente a la extraccion de compuestos fendlicos mostrada
por la uva de Syrah en el afilo 2007 (con un indice de madurez celular del
55,01%), se vio reflejada en el contenido total de antocianos encontrado en el
vino testigo al final de la fermentacién alcohdlica, cuyo valor (318,63 mg/L) fue
menor que el correspondiente al de la camparfia 2009 (557,66 mg/L) a pesar de
qgue la concentracion de antocianos hallados en la uva de Syrah en la vendimia

2007 habia sido mayor que en la vendimia 2009.

Coincidiendo con los resultados obtenidos en el estudio de los parametros
cromaticos, los tratamientos funcionaron mejor en la campara 2007, cuando el
hollejo de la uva se encontraba menos degradado. En esa campafia, en los
vinos obtenidos por congelacion de la uva, adicién de nieve carbénica y adicién
de enzima -galactosidasa, el contenido total de antocianos fue
significativamente mayor que en el vino testigo. En estos tres tratamientos se
encontré una mayor proporcion de antocianos esterificados con acido acético
que en el vino testigo, y en los tratamientos de adicién de nieve carbonica y de
enzima galactosidasa se observé ademas una mayor concentracion de ésteres
del &cido p-cumarico. La concentracién de vitisinas fue significativamente
mayor en el tratamiento con -galactosidasa. El preparado enziméatico
comercial dio lugar a una concentracion de antocianos intermedia entre la del
vino testigo y el enzima (-galactosidasa. Palacios et al. (2009) observaron que
la concentracion de antocianos en vinos de Syrah a los que se habian
adicionado preparados enzimaticos dependia de la actividades presentes en
estos y, al igual que nosotros, hallaron mejores resultados cuando el preparado
no contenia actividades celulasa y hemicelulasa. Heredia et al. (2009)
observaron que las técnicas de vinificacién en frio provocaban un aumento

significativo en la concentracion total de antocianos y en la proporcion de
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antocianos acilados en vinos de Syrah. Lasanta-Melero (2009) también
encontré un aumento en la cantidad de antocianos presentes en vinos de Syrah
al utilizar una maceracion prefermentativa en frio, aunque observo un efecto
negativo sobre la concentracion de antocianos con la adicion de preparados
enzimaticos ricos en actividades p-glucosidasa y antocianasa que,
probablemente, provocaban la hidrolisis del enlace glicosilado de los

antocianos.

En la camparfa 2009 los tratamientos de frio no provocaron un aumento
significativo en la concentracion de antocianos. Coincidiendo con los resultados
en los vinos de Cabernet Sauvignon y con los hallados por otros autores
(Delteil, 2004; Cuenta et al. 2004; LLaudy et al, 2005; Kountoundakis et al,
2009), las técnicas de frio no fueron tan efectivas cuando la uva se encontraba
mas madura. Sin embargo, con el tratamiento con el preparado enzimatico
comercial si que se observo ese afio un contenido de antocianos totales y de
antocianos cumaratos significativamente mayor que en el vino testigo. Aunque
algunos autores han encontrado que la accién de los enzimas tampoco es
efectiva en la vinificacibn de uvas mas maduras (Romero-Cascales, 2008)
existen algunos estudios (Mulero et al., 2011; Ducasse et al., 2010) en los que
se ha observado que la accion de preparados con actividades enzimaticas
favorecia positivamente la presencia de compuestos fendlicos en los vinos
cuando la uva de partida presentaba bajos niveles de estos compuestos, pero
no afectaba al contenido total de polifenoles cuando se usaban uvas con un
contenido inicial alto. Estos resultados coinciden con los de nuestro estudio, ya
que el preparado enzimatico comercial si favorecio la extraccion de antocianos
en el 2009 cuando la uva presentd una baja concentracion de estos
compuestos, a pesar de que la uva se encontraba suficientemente madura.
Este mismo efecto, tal y como se ha comentado anteriormente, también se
observé en los vinos de Cabernet Sauvignon. Los resultados parecen indicar
gue el efecto de las técnicas de frio depende en gran medida de la rigidez de
las paredes celulares de la uva, mientras que las técnicas enzimaticas
dependen también de las actividades presentes en los preparados y de la

concentracion inicial de compuestos fendlicos en la uva.
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Tabla 4.16. Antocianos (mg/L) por HPLC para vinos de Syrah a final de la
fermentacion alcohdélica, campafa 2007.

Antociano T cu NC MPF EC G
Delfinida-3-glucosido 8,68a 13,19a 20,53b 10,04a 10,68a 20,44b
Cianidina-3-glucésido 2,68a 2,89a 3,36ab 2,24a 3,41ab 5,03b
Petunidina-3-glucésido 19,09a 27,72ab 41,67c 22,58a 22,01a 36,46bc
Peonidina-3-glucésido 20,37a 23,44a 30,15a 31,57a 24,71a 53.00b
Malvidina-3-glucosido 220,77a 343,70b 477,98¢ 281.00ab  250,20ab  317,18ab
Vitisina A 10,91a 8,26a 11,09a 8,37a 9,37a 11,43a
Delfinidina Acetato 8,49ab 9,92ab 10,48ab 6,86a 7,36a 12,56b
Vitisina B 5,71a 9,40bc 5,89a 6,95ab 8,63bc 11,12¢c
Acetil vitisina A 6,30a 7,36a 8,01ab 7,37a 8,05ab 11,02c
Cianinida acetato nd nd nd nd nd nd
Petunidina acetato 7.00ab 8,97ab 9,93b 6,34a 6,70ab 8,68ab
Peonidina acetato 14,25ab 15,59ab 18,79bc 13,03a 12,84a 20,86¢
Malv.acet+Delf.cumarato  75,54a 124,16b 169,41c 89,88ab 78,27a 103,40ab
Peonidina cafeato 3,66a 4,22a 3,90a 4,49a 4,97a 9,51b
Cianidina caf+cum 4,90a 6,00a 5,83a 6,00a 6,97a 12,19b
Petunidina cumarato 7,01ab 9,27ab 11,36b 5,82a 9,04ab 17,58c
Malvidina cumarato cis 5,51a 7,03ab 9,49bc 5,17a 5,58a 10,92c
Peonidina cumarato 11,95a 13,69ab 18,74bc 13,23ab 11,74a 21,61c
Malv. Cumarato trans 45,13a 41,12a 58,55b 36,82a 48,27ab 71,57¢c
Totales 470.95a 675,92bc 915,16¢ 557,75ab  528,80ab  754,56bc
No acilados 181,06a 410,93bc 573,69c 347,42b 311,01ab  432,11bc
Acilados 122,29a 239,97bc 316,48c 187,65ab  191,74ab  288,88bc
Acetatos 70,19a 158,64bc 208,61c 116,11ab  105,17ab  145,50bc
Cumaratos 49,66a 77,11ab 103,97bc  67,04ab 81,60ab 133,87c
Vitisinas 22,92a 25,02ab 24,98ab 22,69ab 26,06a 33,57b

Letras diferentes en la misma fila muestran diferencias significativas segin test de Duncan (p>95) n=3.
Abreviaturas: T: testigo; CU: congelacion de la uva; NC: nieve carbdnica; MPF: maceracion
prefermentativa en frio; EC: enzima comercial; G: galactosidasa; acet: acetato; caf: cafeato; cum:
cumarato; nd: no detectado.
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Tabla 4.17. Antocianos (mg/L) por HPLC para vinos de Syrah a final de la
fermentacion alcohdélica, campafa 2009.

Antociano T NC MPF EC
Delfinida-3-glucésido 7.27a 11,64a 10,13a 11,95a
Cianidina-3-glucésido 1,64a 1,76a 1,22a 1,31a
Petunidina-3-glucdsido 16,25a 25,32a 23,98a 26,98a
Peonidina-3-glucésido 9,72a 13,27a 10,97a 12,86a
Malvidina-3-glucosido 289,47a 296,75ab 287,86a 312,41b
Vitisina A 3,22ab 3,52b 3,25ab 2,97a
Delfinidina Acetato 6,25a 6,48a 6,44a 6,88a
Vitisina B 1,64a 2,49a 2,28a 2,21a
Acetil vitisina A 1,73a 1,72a 1,39a 1,52a
Cianinida acetato 1,29a 0,75a 0,54a 0,52a
Petunidina acetato 10,06a 10,07a 10,06a 10,41a
Peonidina acetato 10,17a 15,11a 14,99a 15,71a
Malv.acet+Delf.cumarato 129,01a 137,48a 133,11a 140,13a
Peonidina cafeato 0,82a 0,98a 0,95a 1,06a
Cianidina caf+cum 2.64a 3,52ab 3,14ab 4,13b
Petunidina cumarato 4,08a 5,71a 5,66a 6,68a
Malvidina cumarato cis 3,48a 2,74a 2,54a 3,25a
Peonidina cumarato 12,19b 11,27ab 10,92a 14,01c
Malv. Cumarato trans 46,74b 45,96b 40,96a 47,400
Totales 557,66a 596,53ab 570,39ab 622,38b
No acilados 324,35a 348,74ab 334,16ab 365,50b
Acilados 226,73a 240,08ab 229,31ab 250,17b
Acetatos 156,79a 169,89a 165,15a 173,65a
Cumaratos 69,13ab 69,23ab 63,21a 75,46b
Vitisinas 6,58a 7,72a 6,92a 6,70a

Letras diferentes en la misma fila muestran diferencias significativas segun test de Duncan (p>95) n=3.
Abreviaturas: T: testigo; NC: nieve carbdnica; MPF: maceracion prefermentativa en frio; EC: enzima
comercial; acet: acetato; caf: cafeato; cum: cumarato;
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Respecto a la composicion de flavonoles en los vinos de Syrah al final de la
fermentacién alcohdlica (Tabla 4.18), miricetina-3-glucésido seguida de
quercetina-3-glucésido, fueron los compuestos mas abundantes en todos los
vinos, coincidiendo con los resultados hallados por Sanchez-Palomo et al.
(2005) en vinos de Syrah. Los valores encontrados en la concentracion total de
flavonoles fueron similares a los reportados por Fanzone et al. (2012) en vinos
de Syrah procedentes de uvas cultivadas en climas calidos.

En la campafia 2007 todas las técnicas, excepto la maceracion
prefermentativa en frio, dieron lugar a vinos con mayor contenido de flavonoles
que el vino obtenido mediante la elaboracion tradicional. De forma analoga a lo
observado en la concentracion de antocianos, las técnicas de frio mas
agresivas (congelacion de la uva y la adicibn de nieve carbonica) dieron
mejores resultados que la maceracion prefermentativa en frio. Este resultado
podria estar relacionado con las caracteristicas fisiolégicas de la uva de Syrah
ya que, al poseer unas estructuras celulares mas rigidas que otras variedades,
las técnicas que provocan un mayor shock térmico favorecen en mayor medida
la ruptura celular, facilitando la extraccion de compuesto fendlicos (Busse-
Valverde et al., 2011; Gil-Mufioz et al., 2009).

En la campafa 2009 los tratamientos no mejoraron el contenido de
flavonoles en los vinos. No se observaron diferencias significativas en las
concentraciones de flavonoles entre los vinos tratados y el vino testigo. Tal y
como se habia observado en los parametros crométicos y en la concentracion
de antocianos, el efecto aflada también fue notable en la extraccion de
flavonoles. Las técnicas empleadas no favorecieron la extraccién de estos
compuestos fendlicos cuando la uva de Syrah presentd menor indice de

madurez celular.
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La Tabla 4.19 muestra los resultados obtenidos al analizar la composicion
de proantocianidinas en los vinos de Syrah al final de la fermentacién
alcoholica. Los valores encontrados en la concentracion total de
proantociandinas son inferiores a los hallados por Romero-Cascales (2008) en
vinos de Syrah de la misma zona, aunque estan dentro de los rangos indicados
por otros autores (Harbetson et al., 2008; Cosme et al., 2009). Los valores del
grado medio de polimerizacion son similares a los reportados por Cosme et al.
(2009) en vinos de Syrah.

La unidad monomérica presente en mayor proporcion en todos los vinos fue
(-)-epicatequina de extension. Coincidiendo con lo observado por Busse-
Valverde (2010), los vinos de Syrah presentaron una menor proporcion de (-)-
epigalocatequina de extension y un menor grado medio de polimerizacion que
los vinos de Cabernet Sauvignon, lo que pone de manifiesto una menor
contribucion de taninos procedentes de los hollejos en los vinos de Syrah. En la
uva de Syrah, en ambas campafias, (Tabla 4.1.) se encontré6 menor
concentracion de taninos en los hollejos que en la uva de Cabernet Sauvignon,

y esto se reflejé en la menor presencia de estos taninos en los vinos.

Respecto a las unidades terminales, (+)-catequina terminal fue la que se
hall6 en mayor porcentaje, aunque en la campafia 2007 también se encontrd
una proporcion similar de (-)-epicatequina terminal, coincidiendo con los
observado por Mattivi et al. (2009) en un estudio realizado en vinos de Syrah.
Algunos autores han sefialado que una mayor presencia de (-)-epicatequina
terminal en los vinos viene asociada a una mayor madurez de los hollejos
(Pérez-Magarifio y Gonzéalez-San José, 2004; Bautista-Ortin, 2005) y en los
vinos de Cabernet Sauvignon nosotros también habiamos observado esta
tendencia, sin embargo, en los vinos de Syrah, en la campania 2007 se
encontré una mayor proporcién de (-)-epicatequina terminal que en los del

2009, a pesar de que la uva del 2007 presenté unos hollejos menos maduros.
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En la campafa 2007 no se observaron diferencias significativas en el
contenido total de taninos entre los vinos tratados y el vino testigo. Aunque si
que se observo un grado medio de polimerizacién significativamente mayor en
los vinos obtenidos por adicion de nieve carbonica y por adicion del preparado
enzimatico comercial. La proporcion de (-)-epigalocatequina de extension
también fue significativamente mayor en el vino obtenido por congelacién de la
uva que en el vino testigo. Esto significa que, aun no existiendo diferencias en
el contenido total de taninos, con estas tres técnicas se vio favorecida la
extraccion de taninos procedentes de los hollejos (Labarbe et al., 1999; Busse-
Valverde, 2010).

En la campafia 2009 tampoco se observaron diferencias significativas en el
contenido total de taninos entre las técnicas de maceracion prefermentativa en
frio, la adicién del preparado enzimético comercial y el vino testigo. Con la
nieve carbonica se obtuvo un vino con un contenido de taninos
significativamente menor que con la elaboracion tradicional. Con las técnicas
de frio se observé una menor proporcion de (-)-epigalocatequina de extension y
una mayor presencia de unidades galoiladas, es decir, una mayor contribucion

de taninos procedentes de las semillas (Prieur et al., 1994).

Se han encontrado resultados contradictorios en algunos estudios realizados
sobre el efecto producido por estas técnicas de vinificacion en la composiciéon
de proantocianidinas en vinos de Syrah. Lasanta-Melero (2009) observé que la
maceracion prefermentativa en frio provocaba un aumento en el contenido total
de taninos, pero no encontrd el mismo resultado con la adicion de un preparado
enzimatico. Nel (2010) realizé un estudio del efecto de estas técnicas sobre
vinos de Syrah durante dos campafas consecutivas (2008 y 2009). En la
primera campafia observé que tanto los tratamientos de frio como los
enzimaticos provocaban un aumento en la concentraciéon de taninos en vinos
de Syrah elaborados a partir de uvas poco maduradas cultivadas en zonas
calidas, pero tenian un efecto negativo cuando las uvas de partida se
encontraban maduras. Sin embargo, en la segunda campafia no encontro
ningun efecto en ninguno de los dos casos. También observd que cuando las

uvas habian sido cultivadas en zonas mas frias, en todos los casos era la
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adicion de un preparado enzimatico comercial la que provocaba un aumento

del contenido de taninos.

En nuestro estudio, aunque las técnicas no provocaron un aumento en el
contenido total de taninos, si que se observdé un efecto positivo sobre la
extraccion de taninos en los hollejos con la nieve carbdnica y el preparado
enzimatico comercial cuando los hollejos se encontraban menos maduros
(campafia 2007). Y, sin embargo, en la campafa 2009, cuando los hollejos se
encontraban mas maduros pero las semillas se encontraban mas verdes, las
técnicas de frio favorecieron la extraccion de taninos de las semillas. Este
resultado, que coincide con lo observado en los vinos de Cabernet Sauvignon,
parece corroborar que cuanto mas rigidas se encuentran las estructuras

celulares, mayor es la ruptura provocada por el frio.

Coincidiendo con lo observado en los vinos de Cabernet Sauvignon, el
efecto de los tratamientos sobre las caracteristicas cromaticas y sobre la
composicién fendlica de los vinos de Syrah fue mas significativo cuando la uva

de partida se encontraba menos madura.

En la campafia 2007 todos los tratamientos presentaron mejores
caracteristicas cromaticas que el vino testigo al final de la fermentacion
alcohdlica y en el momento del embotellado. Tras 6 meses de embotellado, los
tratamientos, especialmente los enzimaticos, siguieron presentando mejores
caracteristicas cromaticas que el vino testigo. Respecto a la composicién al
final de la fermentacién alcohdlica, la congelacién de la uva, la adicion de nieve
carbdnica y la adicién del enzima con actividad B-galactosidasa dieron lugar a
vinos con un mayor contenido de antocianos. Con estas tres técnicas y con el
preparado enzimatico comercial también se observd un aumento en el
contenido de flavonoles. La extraccion de taninos procedentes de los hollejos
se vio favorecida con la adicion de nieve carboénica y del preparado enzimatico

comercial.

En la campafia 2009 no se observaron diferencias en los parametros

cromaticos entre los vinos tratados y el vino testigo. La concentraciéon de

140



Caracteristicas cromaticas y fendlicas

antocianos al final de la fermentacion alcohdlica solo fue significativamente
mayor con la adicion del preparado enzimético comercial. Los tratamientos no
influyeron significativamente sobre la concentracion total de flavonoles.
Respecto a la composicion de proantocianidinas, la nieve carbonica dio lugar a
un vino con un menor contenido de taninos. Las dos técnicas de frio

favorecieron la extraccion de taninos procedentes de las semillas.
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4.2.2.3 Monastrell

En la Tabla 4.20 se muestran los resultados obtenidos al analizar los
pardmetros cromaticos en vinos de Monastrell, al final de la fermentacion

alcohdlica, en las campanas 2007 y 2009.

Al finalizar la fermentacion alcohdlica, los vinos de Monastrell de la campafia
2009 fueron vinos mas coloreados y presentaron mayor indice de polifenoles
totales y mayor contenido de antocianos que los correspondientes vinos de
Monastrell de la campafa 2007. En la campafia 2009 la uva de la variedad
Monastrell presentd mayor facilidad para la extraccion de compuestos
fendlicos, con un indice de madurez celular del 50,68%, mientras que en la
uva de Monastrell del afio 2007 el indice de madurez celular fue 56,14%. Esto
podria explicar el mayor contenido polifendlico encontrado en los vinos del
2009, asi como la mayor intensidad de color de los vinos de Monastrell en esa
campafa. Los valores encontrados en la intensidad de color en los vinos del
2009 son similares a los reportados por Romero-Cascales (2008) en vinos de
Monastrell. Bautista-Ortin (2005) encontré valores mas bajos en la intensidad
de color de vinos de Monastrell y similares a los hallados en nuestro estudio
durante la campafia 2007, cuando estos habian sido elaborados a partir de

uvas con un mayor indice de madurez celular.

Al final de la fermentacién alcohdlica, en ninguna de las dos campafas, las
técnicas enoldgicas tuvieron un efecto notablemente positivo sobre los
pardmetros cromaticos. Acaso destacar que, en la campafa 2007, el vino
testigo present6 los valores mas bajos en los parametros de color CIELab,
mientras que en el 2009, esto valores fueron los mas altos precisamente en
esta vinificacion. Es decir, en el 2007 el vino testigo fue un vino mas oscuro y
con tonalidades mas azules y violaceas que los vinos de los tratamientos,
mientras que en el 2009 sucedi6é lo contrario. En la campafia 2007 el vino
testigo y el vino obtenido por congelacién de la uva presentaron mayor indice
de polifenoles totales que los otros vinos y fue también en el vino testigo donde

se encontrd la mayor concentracion de antocianos.
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Al analizar los parametros croméaticos en el momento del embotellado, tras
la estabilizacion por frio de los vinos (Tabla 4.21) tampoco se observé que los

tratamientos mejorasen las caracteristicas cromaticas de los vinos.

En la campafia 2007 el vino obtenido con la elaboracion tradicional siguid
presentado valores de los pardmetros CIELab menores que los de los
tratamientos y, ademas, fue el vino con mayor intensidad de color, mayor indice

de polifenoles totales y mayor contenido de antocianos.

En la campafia 2009, en el momento del embotellado, tampoco se
encontraron diferencias importantes entre los vinos tratados y el vino testigo.
Unicamente, al estudiar los parametros de color CIELab se observd que en el
vino obtenido por adicién del preparado enzimatico comercial los valores eran
significativamente menores que en el testigo, seguidos por los de la
maceracion prefermentativa en frio y por los de la nieve carbdnica. En todos los
vinos de esta campafa la intensidad de color y la concentracion total de
antocianos, en el momento del embotellado, disminuyeron notablemente
respecto a los valores encontrados al final de la fermentacion alcohdlica.
Coincidiendo con la disminucion en el contenido de antocianos también se
produjo un descenso en la fraccion de color debida a antocianos
copigmentados y a antocianos libres, y un incremento del porcentaje debido a
pigmentos poliméricos. Se observé ademas un incremento de la componente
amarilla, hecho que también induce a pensar en una polimerizacién de taninos,
ya gque, segun Zamora (2003), la presencia de taninos polimerizados provoca

un desplazamiento del color del vino hacia tonalidades mas amarillas.
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Al analizar los parametros cromaticos transcurridos 6 meses tras el
embotellado (Tabla 4.22) en la campafia 2007 el vino testigo presenté mayor
intensidad de color y mayor contenido de antocianos que los vinos tratados,

aunque las diferencias no fueron estadisticamente significativas.

En la campafa 2009, tras 6 meses de embotellado, tampoco se encontraron
grandes diferencias entre los parametros cromaticos de los vinos de Monastrell
tratados y el vino testigo. El vino obtenido por adicion del enzima con actividad
B-galactosidasa ya no presento valores CIELab menores que el testigo, como
habia ocurrido en el momento del embotellado. Unicamente se observo que el
vino obtenido por maceracion prefermentativa en frio presentaba los valores
mas altos de los parametros L*y H*, lo que significa que este vino tenia mas
luminosidad, es decir, era mas transparente y presentaba tonos mas amarillos y

anaranjados.

En otros estudios si se ha encontrado un efecto positivo de las técnicas de
frio o enzimaticas sobre las caracteristicas croméaticas de vinos de Monastrell,
aunque existen algunos resultados contradictorios. Bautista-Ortin (2005)
observo que la adicién de enzimas de maceracién aumentaba la concentracion
de compuestos fendlicos en vinos de Monastrell, pero que el efecto de los
enzimas se veia reducido al aumentar el grado de maduracién. Sin embargo,
Romero-Cascales (2008) sefial6 que el efecto de la adicién de enzimas en la
vinificacion de uvas de Monastrell era solo notable cuando se utilizaban uvas
con un grado de maduracion apropiado para la vinificacion y que, por el
contrario, no tenia repercusion cuando se utilizaban uvas poco o muy maduras.
Alvarez et al. (2006) encontraron un efecto positivo sobre los parametros
cromaticos en vinos de Monastrell al emplear la maceracion prefermentativa en
frio, con y sin nieve carbonica, especialmente si se utilizaban uvas con un bajo
grado de maduracion. Garijo (2001) comparé el efecto de diferentes
temperaturas de maceracion prefermentativa en la vinificacibn en rosado de
uvas de Monastrell, observando que una maceracién prefermentativa a 15°C
daba lugar a vinos con mayor intensidad de color y mayor contenidos de
antocianos que las maceraciones prefermentativas a menor temperatura (5°C y
10°C).
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Las Tablas 4.23 y 4.24 muestran los valores de los antocianos individuales
obtenidos por HPLC en los vinos de Monastrell, medidos al final de la
fermentacién alcohdlica en las campafias 2007 y 2009 respectivamente.

Coincidiendo con los datos obtenidos espectrofotométricamente, el contenido
total de antocianos al final de la fermentacion alcohdlica fue mayor en los vinos
de Monastrell del 2009 que en los del 2007. Tal y como se ha explicado
anteriormente, esta mayor proporcion de antocianos en el vino en la campafa
2009 pudo deberse a que, ese afo, la uva de Monastrell presenté menor indice
de madurez celular y, por lo tanto, mayor facilidad para la extraccion de

compuestos fendlicos.

En todos los vinos, malvidina-3-glucésido fue el antociano mayoritario. Tal y
como cabia esperar, la proporcion de antocianos acilados en los vinos de
Monastrell fue mucho menor que la que presentaron los vinos de Syrah y
Cabernet Sauvignon, debido principalmente a que en los vinos de Monastrell no
se encontraron grandes concentraciones de malvidina acetato. Romero-
Cascales et al., (2005) también observaron que la proporcién de antocianos
acilados presente en vinos de Monastrell era inferior que la encontrada en vinos

de Syrah, Cabernet Sauvignon y Merlot.

El contenido de antocianos no acilados en la campafia 2009 fue mucho
mayor que en la campafia anterior. Esto podria explicar que, segun lo
observado en el estudio de los parametros cromaticos, en el 2009 los vinos
sufriesen un descenso mas acusado en la intensidad colorante durante su
evolucién, ya que las formas no aciladas de los antocianos son mas

susceptibles de sufrir reacciones de degradacion

En ambas campafas, ninguna de las técnicas empleadas dio lugar a vinos
con un contenido total de antocianos mayor que el vino testigo. Aunque si que
se observo que, en la camparfa 2009, en el vino obtenido mediante maceracion
prefermentativa en frio, la concentracion de antocianos acilados fue mayor que

en el vino testigo.

148



Caracteristicas cromaticas y fendlicas

Tabla 4.23. Antocianos (mg/L) por HPLC para vinos de Monastrell a final de la
fermentacion alcohdélica, camparfa 2007.

Antociano T CuU NC MPF EC G
Delfinida-3-glucésido 15,585a 15,639a 12,308a 11,100a 9,891a 9,878a
Cianidina-3-glucésido 8,790b 8,208ab 5,850ab 5,603a 5,167a 5,205a
Petunidina-3-glucésido 24,061a 24,120a 20,918a  17,927a  17,193a  19,237a
Peonidina-3-glucésido 32,382b  25,253ab  21,492a  23,704a  17,086a  17,888a
Malvidina-3-glucosido 140,343a 139,470a 131,266a 121,082a 120,058a  124,393a
Vitisina A 8,296ab 9,894b 6,611a 6,514a 7,007a 7,339
Delfinidina Acetato 6,561a 5,979 3,505a 3,050a 4,025a 5,046a
Vitisina B 4,658a 5,356a 4,374a 3,421a 3,414a 3,860a
Acetil vitisina A 3,989%a 4,394a 3,402a 2,461a 3,419a 3,638a
Cianinida acetato 5,291b 5,350b 5,179b 2,206a 3,363ab 2,952ab
Petunidina acetato 7,093a 3,782a 3,543a 2,217a 2,899a 2,967a
Peonidina acetato 4,109a 4,156a 3,312a 2,604a 3,101a 3,066a

Peonidina cafeato 4,136a 2,675a 2,074a 1,898a 2,079 3,277a
Cianidina caf+cum 5,074a 5,402a 5,204a 3,609a 4,653a 5,075a
Petunidina cumarato 5,393a 5,182a 4,215a 3,611a 4,545 5,048a
Malvidina cumarato cis 2,919a 3,053a 2,625a 2,342a 2,293a 3,112a
Peonidina cumarato 5,283a 4,733a 4,403a  4,791a 3,953a 4,112a
Malv. Cumarato trans 10,096a  15626a  15425a  12,46la  13,366a  14,264a
Totales 306,822b  300,919b  266,809ab 159,549a 238,00lab 251,558ab
No acilados 221,161a  212,689a  191,834a 179,415a 169,396a  176,600a
Acilados 68,719a  68,585a  60,588a  47,512a  54,765a  60,121a
Acetatos 35818b  31,914ab  26,64lab  18,799a  23,876ab  25,232ab
Cumaratos 28,764a  33,996a  31,873a  17,877a  28,810a  31,61la
Vitisinas 16,942ab  19,644b  14,387ab  12,397a  13,840b  14,837ab

Letras diferentes en la misma fila muestran diferencias significativas segun test de
Duncan (p>95) n=3. Abreviaturas: T: testigo; CU: congelacién de la uva; NC: nieve
carbdénica;, MPF: maceracion prefermentativa en frio; EC: enzima comercial; G:
galactosidasa; acet: acetato; caf: cafeato; cum: cumarato;
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Tabla 4.24. Antocianos (mg/L) por HPLC para vinos de Monastrell a final de la
fermentacion alcohdélica, campafa 2009.

Antociano T NC MPF EC
Delfinida-3-glucésido 32,204a 35,871a 37,269a 18,869a
Cianidina-3-glucésido 20,186a 20,206a 24,567a 25,290a
Petunidina-3-glucésido 56,893a 60,542a 55,296a 28,573a
Peonidina-3-glucésido 60,756a 60,842a 75,791a 74,451a
Malvidina-3-glucésido 259,155a 277,751a 334,632b 294,421ab
Vitisina A 2,867a 2,977a 4,200b 2,910a
Delfinidina Acetato 0,606a 1,634a 1,623a 0,982aa
Vitisina B 0,520a 0,520a 0,838a 0,608a
Acetil vitisina A 0,808ab 0,520a 1,392b 1,066ab
Cianinida acetato 1,784a 2,128a 2,032a 2,691a
Petunidina acetato 2,258a 2,022a 3,570a 1,766a
Peonidina acetato 2,842ab 2,638a 4.683b 1,865a
Malv.acet+Delf.cumarato 8,366a 18,561ab 22,695b 14,907ab
Peonidina cafeato 0,664a 0,737a 6,674a 4,542a
Cianidina caf+cum 8,724a 8,456a 7,516a 8,992a
Petunidina cumarato 7,230b 7,949b 5,139ab 1,473a
Malvidina cumarato cis 2,328a 2,489a 3,659a 5,636a
Peonidina cumarato 9,690a 9,694a 13,031b 11,476ab
Malv. Cumarato trans 36,929a 38,496ab 46,671b 40,197ab
Totales 514,811a 554,033a 651,278a 594,724a
No acilados 429,195a 455,212a 527,555a 441,605a
Acilados 81,421a 94,804ab 117,293b 94,527ab
Acetatos 15,856a 26,983ab 34,603b 22,211ab
Cumaratos 64,901a 67,085a 76,016b 67,774ab
Vitisinas 4,195a 4,016a 6,430b 4,585a

Letras diferentes en la misma fila muestran diferencias significativas segun test de
Duncan (p>95) n=3. Abreviaturas: T: testigo; NC: nieve carbodnica; MPF: maceracion
prefermentativa en frio; EC: enzima comercial; acet: acetato; caf: cafeato; cum:
cumarato;
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Al analizar el contenido y composicion de flavonoles en los vinos de
Monastrell al final de la fermentacion alcohdlica (Tabla 4.25) también se
observo que los vinos de la campafia 2009 contenian mayor concentracion total
de flavonoles que los vinos del 2007. Los flavonoles, al igual que los
antocianos, estan localizados en el hollejo de la uva y, puesto que la uva de
Monastrell de la campafia 2009 presentd menor indice de madurez celular,
cabia esperar que los vinos de esta campafia fuesen también mas ricos en
flavonoles que los vinos del 2007. Ademas, en la uva de Monastrell del 2009
también se habia encontrado un contenido de flavonoles (58,05 mg/Kg uva)

mucho mayor que en la uva del 2007 (14,32 mg/kg uva).

En todos los vinos quercetina-3-glucésido y miricetina-3-glucésido fueron los
flavonoles individuales mas abundantes aunque en los vinos del 2009 también
se encontrd una alta proporcion de quercetina-3-glucorénido. Esta diferencia en
la concentracion de quercetina-3-glucorénido entre las dos afiadas se habia
observado también en la uva de partida, siendo la concentracion de este
flavonol mucho mayor en la uva de Monastrell del 2009 (17,10 mg/Kg uva) que
en el 2007 (3,00 mg/Kg uva). Las concentraciones de los glucosidos de
quercetina y miricetina halladas en los vinos de Monastrell estan dentro de los
rangos sefialados por Makris et al. (2006) en un estudio sobre los perfiles
flavondlicos en vinos tintos y, al igual que nosotros, Martinez-Pinilla et al.
(2012) también encontraron quercetina-3-glucurénido como uno de los

flavonoles mayoritarios en vinos de Monastrell.

Respecto al efecto de los distintos tratamientos, tal y como se observo al
estudiar la composicién de antocianos de los vinos, tampoco se encontraron
diferencias significativas en el contenido total de flavonoles entre los vinos
tratados y el vino testigo. Unicamente se podria destacar que en la campafia
2009, en el tratamiento con nieve carbdnica la concentracion de los glucdsidos
de miricetina y siringetina, y la concentracibn de quercetina-3-glucurénido
fueron significativamente mayores que las del vino testigo, aunque, sin
embargo, el testigo presentd mayor cantidad del flavonol mayoritario,

guercetina-3-glucdsido.
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Aunque no existen muchos estudios centrados en el efecto de las técnicas
de frio sobre la extraccion de flavonoles en vinos de Monastrell, si que existen
algunas referencias sobre el efecto de la adicibn de enzimas. Mulero et al.
(2011) estudiaron la influencia de la adicion de preparados enzimaticos sobre el
contenido de flavonoles en vinos de Monastrell y, al igual que nosotros,
observaron que el uso de enzimas no provocaba un aumento significativo en la

concentracion de estos compuestos fendlicos.
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En la Tabla 4.26 se muestran los resultados obtenidos al analizar la
composicion de proantocianidinas en los vinos de Monastrell en ambas
campafias. Tal y como se observé en el contenido de antocianos y flavonoles,
los vinos del 2009 también presentaron una mayor concentracion total de
proantocianidinas que los vinos del 2007. Las concentraciones encontradas en
el 2007 (entre 134,92 y 231,08 mg/L) fueron especialmente bajas, siendo
inferiores a las reportadas en otros estudios realizados en vinos de Monastrell
de la misma zona (Romero-Cascales et al., 2005). Las concentraciones en los
vinos del 2009 (entre 479,02 y 686,97 mg/L) si fueron similares a las

encontradas en estos estudios.

El porcentaje de (-)-epicatequina de extensién, que puede provenir
unicamente de los hollejos, fue mucho menor en los vinos del 2007 que en los
del 2009. Ademés los vinos del 2007 mostraron un menor grado medio de
polimerizacion y un mayor porcentaje de galoilacion. Estos resultados indican
que en los vinos del 2007 hubo mayor contribucion de proantocianidinas
provenientes de las semillas, lo que se podria explicar por el hecho de que la
uva de Monastrell del 2007 presenté unas semillas menos maduras (IMP del
61,43%) que la uva de Monastrell del 2009 (IMP del 54,22%).

La unidad monomérica mas abundante en todos los vinos fue (-)-
epicatequina de extensién, y respecto a las unidades terminales, fue (+)-
catequina terminal la que se encontr6 en mayor proporcion, resultados que
coinciden con los hallados por Busse-Valverde et al.,, (2011) en vinos de

Monastrell.

En la campafna 2007 el tratamiento por congelacion de la uva mostré el
mayor contenido de proantocianidinas totales, aunque sin diferencias
significativas respecto al testigo. En el resto de tratamientos se encontré un

menor contenido total de proantocianidinas.

En la campafia 2009 con la maceracion prefermentativa se observo un
contenido total de proantocianidinas significativamente mayor que en el vino

testigo y que en el resto de tratamientos. Aungue también se observo que con
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esta técnica el porcentaje de unidades galoiladas fue mayor que en el resto de
los vinos y que, ademas, este vino contenia una menor proporcion de (-)-
epigalocatequina de extension. Es decir que la maceracion prefermentativa en
frio favorecio la extraccion de taninos de las semillas, resultado que coincide
con los observados en los vinos de Cabernet Sauvignon y Syrah elaborados a
partir de uvas con semillas poco maduras. Alvarez et al. (2006) observaron un
aumento en la concentracion y polimerizacion de proantocianidinas al utilizar la
maceracion prefermentativa en frio en vinos de Monastrell aunque, en su caso,
observaron el mismo efecto con el uso de nieve carbonica. Bautista-Ortin et al.
(2005) observaron que el efecto de diferentes preparados enzimaticos sobre la
extraccion de taninos en vinos de Monastrell parecia depender del grado de
maduracion de la uva, encontrando un aumento significativo solo en aquellos

casos en los que la uva se encontraba menos madura.

Los resultados obtenidos al analizar los parametros crométicos y la
composicién fendlica en los vinos de Monastrell no mostraron un efecto afiada
tan acusado como en los vinos de Cabernet Sauvignon y de Syrah, si bien es
cierto que tampoco se hallaron tantas diferencias entre las uvas de Monastrell
del 2007 y del 2009 como las encontradas en las otras variedades. Aunque
algunos estudios han mostrado cierto efecto positivo al emplear la maceracion
prefermentativa en frio, la adicion de nieve carbonica o la adicibn de
preparados enzimaticos en la vinificacion de uvas de Monastrell con un bajo
grado de maduracion (Garijo, 2001; Alvarez et al., 2005; Bautista-Ortin, 2005;
Romero-Cascales, 2008), en nuestro estudio no se observé que las técnicas
empleadas mejorasen claramente los parametros cromaticos ni la composicién

fendlica de los vinos de Monastrell.

Las paredes celulares de los hollejos de Monastrell tienen mayor espesor y
poseen mayor cantidad de material celular que las paredes celulares de los
hollejos de otras variedades como Cabernet Sauvignon o Syrah (Ortega-
Regules et al., 2008). Esto supone una mayor barrera frente a la difusion de los
compuestos fenolicos localizados en el interior de las células, lo que explicaria
la gran dificultad mostrada por las uvas de Monastrell para la extraccion de

dichos compuestos y la peor respuesta, respecto a las uvas de Cabernet
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Sauvignon o Syrah, ante el uso de técnicas de frio o de adicion de enzimas de

maceracion.
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4.2.3 ANALISIS MULTIFACTORIAL

Debido al gran numero de datos obtenidos en este estudio, fue conveniente
realizar un analisis multifactorial de la varianza (MANOVA) para evaluar el
efecto de los distintos factores (variedad de uva, tratamiento empleado y
momento de la vinificaciébn) sobre cada una de las variables cromaticas

estudiadas durante las dos campafias.

La Tabla 4.27 recoge los resultados obtenidos en el analisis multifactorial de
la varianza de los parametros cromaticos en la camparfa 2007. Tal y como se
puede observar todos los tratamientos, independientemente de la variedad,
dieron lugar a vinos con una mayor intensidad de color y un mayor contenido
de antocianos que los vinos testigo. Fueron las técnicas de adicion de enzimas
y de adicién de nieve carboénica aquellas en las que se observé un aumento
mas significativo de estos pardmetros. Los tratamientos de adicion de enzimas
también produjeron un aumento significativo del indice de polifenoles totales.
En los vinos obtenidos mediante una elaboracion tradicional se observd mayor
valor del croma (C*), pero con tonalidades mas desplazadas hacia los amarillos
(mayor b*).

Respecto a las diferentes variedades, los vinos de Cabernet Sauvignon
fueron notablemente los mas coloreados, presentando una mayor
concentracion de antocianos, un mayor indice de polifenoles totales y una
mayor fraccibn de antocianos copigmentados. Por el contrario, los vinos de
Monastrell fueron los que presentaron menor intensidad de color y menor

contenido de compuestos fendlicos.

Como era de esperar, con la evolucién de los vinos se observé una caida de
los valores de intensidad de color y del contenido de compuestos fendlicos.
Disminuy6 la fraccion de color debida a antocianos copigmentados y aumento

el porcentaje de color debido a pigmentos poliméricos.
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Los resultados del analisis multifactorial de la varianza de los parametros

croméaticos en la camparfia 2009 se muestran en la Tabla 4.28.

Los resultados no mostraron diferencias significativas entre tratamientos y
testigo en la mayor parte de los parametros cromaticos. Aunque no se puede
asegurar que estos resultados fuesen independientes de la variedad, puesto
gue se observaron interacciones (P>0.0001) entre los factores tratamiento y

variedad.

En esta campafia no se observaron tantas diferencias entre los parametros
crométicos de los vinos de las diferentes variedades. Acaso destacar que los
vinos de Syrah mostraron menor intensidad de color, menor indice de
polifenoles totales y mayor fraccion de color debida a antocianos libres que los

vinos de Cabernet Sauvignon y Monastrell.

Con la evolucion de los vinos también se observo un esperado descenso de
la intensidad de color y del contenido de compuestos fendlicos en los vinos.
Disminuyé la fraccion de color debida a antocianos copigmentados,
aumentando el porcentaje de pigmentos poliméricos. Se redujo el porcentaje de
la componente azul en la contribucion al color total de los vinos, aumentado las

componentes roja y amarilla.
Los resultados del andlisis multifactorial de la varianza mostraron que los

tratamientos enoldgicos empleados tuvieron mas repercusion sobre los vinos

de la campafia 2007.
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5. INFLUENCIA SOBRE LAS
CARACTERISTICAS AROMATICAS
DE LOS VINOS






Caracteristicas aromaticas

5.1 INTRODUCCION

El aroma es una de las principales caracteristicas organolépticas de un vino.
La percepcion del aroma es el resultado de la interaccion entre un gran niamero
de compuestos quimicos y los receptores sensoriales. Tras la apreciacion
visual en la degustacion de un vino, el consumidor realiza una apreciacion
olfativa y finalmente gustativa. Las sustancias aromaticas son compuestos
volatiles que se perciben directamente a través del olfato y, posteriormente, por
via retronasal durante la deglucion. El término “flavor” se utiliza para describir
conjuntamente la percepcion nasal directa y la realizada por via retronasal
(Hadley et al., 2004).

El aroma de un vino es muy complejo. Esta complejidad se debe a que es
el resultado final de una larga secuencia biolégica, bioquimica y tecnoldgica, y
al gran numero de componentes volatiles que lo forman (Bayonove et al.,
2000). Se han identificado compuestos volatiles en concentraciones que
oscilan desde nanogramos hasta gramos por litro (Styger et al., 2011). Los
compuestos volatiles presentes en el vino son muy diversos: acidos, alcoholes,
aldehidos, cetonas, ésteres, fenoles, lactonas, terpenos, C13-norisoprenoides,
pirazinas y derivados azufrados, siendo alcoholes, ésteres y acidos los que se
encuentran en mayor concentracion. La mayor o menor presencia de estos
compuestos en un vino depende de muchos factores, como son la variedad, el
clon, la afiada, la zona de cultivo, las practicas culturales, la manipulacion de la
uva antes de la fermentacion, las fermentaciones, el envejecimiento y la
conservacion (Boido et al., 2003). Asi, los constituyentes del aroma de un vino
han sido clasificados segun su origen a lo largo de la cadena de elaboracion
(Cordonnier y Bayonove, 1981) como: varietales, caracteristicos de la variedad
de la uva y de las practicas culturales realizadas en la vid; prefermentativos,
formados durante la etapas que van desde la vendimia hasta el principio de la
fermentaciéon alcohdlica; fermentativos, producidos durante la fermentaciéon
alcoholica y durante la fermentacion malolactica en el caso de que esta tenga
lugar, y postfermentativos, que son los constituyentes aromaticos generados
durante el envejecimiento y conservacion del vino. Los constituyentes

varietales y prefermentativos son los responsables del aroma primario y los
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constituyentes fermentativos y postfermentativos son los responsables de los

aromas secundario y terciario respectivamente.

5.1.1 AROMA PRIMARIO

Se considera aroma primario al generado por los constituyentes aromaticos
varietales y prefermentativos. Los compuestos quimicos responsables del
aroma primario se encuentran principalmente en el hollejo de la uva (Gomez et
al., 1994) y pueden estar en forma olorosa (odorante) 0 como precursores no
olorosos (odorigenos). Los odorantes son sustancias volatiles libres. Los
odorigenos, que son mas abundantes, se encuentran ligados a otros
compuestos y pueden estar en formas glicosiladas. Las formas glicosiladas
estan formadas por agliconas odorantes (terpenoles, fenoles, C6,...) unidas a
azucares. En vinos de variedades neutras (Monastrell, Cabernet Sauvignon,
Syrah, Tempranillo, Merlot,...) la mayor parte de los aromas varietales
proceden de la liberacién de las agliconas de sus precursores (Salinas, 2005).
Los azucares que constituyen los precursores son fundamentalmente glucosa,
arabinosa, rammnosa y apiosa. Durante los procesos de vinificacién los
precursores se pueden transforman en compuestos olorosos. La liberacion de
las agliconas en la vinificacion se produce lentamente con el envejecimiento, ya
qgque en vinos jovenes las formas glicosiladas son relativamente estables
(Gunata et al., 1988).

Los terpenoles y los carotenoides son los principales compuestos
responsables del aroma varietal. La biosintesis de estos compuestos comienza
con la formacion de acido meval6nico a partir de glucosa, via acetil-CoA. Los
terpenoles intervienen ampliamente en la tipicidad de cepas aromaticas tipo
Moscatel. Los monoterpenos son los terpenoles mas abundantes y se pueden
encontrar en la uva en forma libre o en forma glicosiladas, aumentando la
proporcion de las formas glicosiladas con la maduracion de la uva (Fenoll et al,
2009). Aportan notas frutales muy caracteristicas, como es el caso del linalol o
el geraniol. También se pueden encontrar terpenoles en forma de
sesquiterpenos (como la rotundona, caracteristica del aroma picante en vinos

de Syrah) (Siebert et al., 2006), 6xidos terpénicos, aldehidos como el geranial o
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el citronelal, dioles terpénicos y, en menor medida, hidrocarburos terpénicos

tipo limoneno y algunos &cidos como el 4cido transgeranico.

Los carotenoides son los precursores de compuestos aromaticos muy
olorosos tipo isoprenoide. Son poco solubles en medio acuoso pero se
degradan por accion de la luz y de las oxidasas (polifenoloxidasa y
lipoxigenasa principalmente), con la ruptura de la baya y durante la
fermentacion, sufriendo oxidaciones acopladas y generando fragmentos mas
pequefios de 9, 10, 11, 12 y 13 &tomos de carbono, que son mas solubles. Los
C13-norisoprenoides son los que presentan caracteristicas aromaticas mas
interesantes como es el caso de la B-ionona, B-damascenona, -damascona y
el B-ionol, que presentan notas a violeta, frutas exoticas, rosa y flores
respectivamente. Se manifiestan fundamentalmente durante el envejecimiento
del vino y son los responsables de que variedades no aromaticas den lugar a
vinos de alta calidad (Winterhalter et al., 1990).

Otros compuestos relacionados con la tipicidad aromatica de la cepa son
los tioles volatiles, caracteristicos de la variedad Cabernet Sauvignon y de las
cepas emparentadas, a las que aportan notas de verdor. En la uva se
encuentran en formas no olorosas, pero durante la fermentacion alcohdlica por
accion de las levaduras, se rompen los enlaces de cisteina, liberandose asi las

formas tiol. (Swiegers y Pretorius, 2007).

Los compuestos C6 constituyen también un importante grupo de
sustancias aromaticas libres, formadas en las etapas prefermentativas de la
vinificacién. Se localizan principalmente en los hollejos de la uva y se forman a
partir de los acidos grasos poliinsaturados de los lipidos de la membrana, por
via enzimatica. Los efectos mecéanicos de los tratamientos prefermentativos
provocan fendmenos de ruptura a nivel celular, permitiendo a los sistemas
enzimaticos entrar en contacto con los sustratos presentes en el hollejo. La
presencia de oxigeno, durante la vendimia y el despalillado, también favorecen
el ataque enzimatico, y por lo tanto la formacion de estos aromas. Los

principales compuestos C6 encontrados en el vino son aldehidos (hexanal, cis-
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3-hexenal y trans-2-hexenal) y sus correspondientes alcoholes, que aportan al

vino aromas herbaceos y sabores amargos.

5.1.2 AROMA SECUNDARIO

Los compuestos responsables del aroma secundario son los constituyentes
fermentativos, formados principalmente por las levaduras durante la
fermentacién alcohdlica y por las bacterias lacticas en el caso de la
fermentacion malolactica. Las sustancias volatiles generadas en los procesos
fermentativos son muy numerosas y complejas, y son las responsables de la
nota vinosa comun a todos los vinos, especialmente en los vinos jévenes. Los
principales compuestos quimicos que constituyen el aroma secundario son
alcoholes, ésteres, aldehidos y acidos, siendo los alcoholes superiores y los

ésteres los mas abundantes.

Durante la fermentacion alcohdlica las cepas de levaduras
Saccharomyces cerevisiae, mediante sus enzimas celulares, degradan los dos
azucares fermentables de la uva, la glucosa y la fructosa, para producir etanol
y dioxido de carbono. Pero también se forman, a través de la fermentacion
glicero-piravica, glicerol y &cido piravico. El &cido pirdvico actia como
intermedio en la formacion de numerosos productos secundarios. La Figura 5.3
muestra la formacién de los principales compuestos aromaticos durante la
fermentacién alcohdlica, procedentes de los metabolismos glucidico,
nitrogenado, lipidico y azufrado (Rojas, 2002). Estos compuestos se pueden
clasificar, segun la familia quimica, en: alcoholes, acidos grasos y sus ésteres,
compuestos carbonilados y compuestos azufrados. Entre los productos
derivados de la fermentacion alcoholica también se encuentran etanol, glicerol,
acido acético y acetaldehido, que, aunque no tienen unas caracteristicas
aromaticas muy relevantes, pueden jugar un papel importante debido a sus
altas concentraciones. Asi, una elevada concentracién de etanol puede hacer
disminuir las intensidades aromaticas frutales o florales en un vino (Le Berre et
al., 2007). Al glicerol se le ha atribuido histéricamente una contribucion positiva
al sabor y complejidad de un vino, aunque algunos estudios han demostrado

gue la adicién de glicerol no afecta a la percepcién gustativa en un vino modelo
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(Lubbers et al.,, 2001). El éacido acético y el acetaldehido, a elevadas
concentraciones, aportan aromas desagradables de vinagre y de verdor

respectivamente.

Figura 5.3. Formacion de compuestos aromaticos durante la

fermentacién alcohdlica (Rojas, 2002).
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Los principales alcoholes superiores sintetizados durante la fermentacion
alcoholica son n-propanol, isobutanol, los alcoholes amilico e isoamilico y el
feniletanol. Su contenido total medio en el vino es del orden de 400 a 500 mg/L,
a mayores concentraciones aportan notas fuertemente alcohdlicas o vinosas,
Solo a bajas concentraciones contribuyen con aromas agradables de verdor.
Los precursores de estos compuestos son los aminoacidos existentes en el

mosto y los que sintetizan las levaduras a partir de los azlcares (Garijo, 2001).
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Los acidos grasos y sus ésteres, junto con los alcoholes superiores, son
considerados los principales marcadores del aroma fermentativo. Los acidos
grasos tienen olores juzgados como desagradables, aunque su concentracion
en el vino no suele sobrepasar su umbral de percepcién, sin embargo son
necesarios para un buen equilibrio del aroma fermentativo, puesto que los
ésteres derivados constituyen el grupo mayoritario de los compuestos
responsables del aroma del vino (Etiévant, 1991; Ferreira et al., 1995). Los
acidos grasos se forman porque el proceso de alargamiento del acetil-CoA se
ve interrumpido por hidrdlisis. Los acidos grasos reaccionan con los alcoholes
superiores para dar lugar a los ésteres correspondientes. Pero esta reaccion no
enzimatica es demasiado lenta para producir la gran cantidad de ésteres que
se encuentran normalmente en el vino. La gran mayoria de los ésteres se
forman por via enzimética, mediante la activacion inicial de los acidos grasos
por combinacion con la coenzima A (CoA) (Lambrechts y Pretorius, 2000). Asi,
los ésteres etilicos (como el octanoato de etilo, hexanoato de etilo o butanoato
de etilo) se forman a partir de la etanolisis de la acil-CoA, que es un intermedio
del metabolismo de los acidos grasos. Los acetatos (como el acetato de
isoamilo, acetato de propilo, acetato de hexilo o acetato de pentilo) son el
resultado de la reaccién entre la acetil-CoA y los alcoholes superiores formados
por la degradacion de los aminoacidos (Saerens et al, 2008). Entre los acidos,
s6lo los &cidos carboxilicos C4 a C10 son considerados influyentes en el
aroma, puesto que son los que tienen suficiente volatilidad o pueden estar en
concentraciones elevadas. Los acidos hexanoico, octanoico y decanoico, que
aportan notas lacticas, son los mas caracteristicos y a concentraciones entre 4
y 10 ppm contribuyen con un olor suave y redondo al aroma global del vino,
aunque a concentraciones elevadas (>20ppm) pueden considerarse
desagradables (Shinohara, 1985). Los ésteres etilicos y los acetatos aportan
las notas frutales caracteristicas de los vinos jovenes. Su formacion depende
ampliamente de las condiciones de fermentacion. En condiciones anaerdbicas
estrictas y con fermentaciones a baja temperatura, se dan los factores mas
favorables para su formacion (Nyké&nen, 1986; Cuénat et al.,, 1996; Garijo,
2001).
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Los compuestos carbonilados son formados por las levaduras mediante la
descarboxilacion de los &cidos a-cetonicos durante la biosintesis de los
alcoholes superiores. Suelen estar en cantidades no detectables, debido a la
fuerte capacidad de la levadura para reducirlos a alcoholes y a que, al pH del
vino, reaccionan con el dioxido de azufre y con el etanol para formar,
respectivamente, derivados sulfiticos y acetales. Sélo algunos compuestos
carbonilados son capaces de influir en el aroma. Entre ellos hay que destacar
la acetoina y el diacetilo y otros compuestos menores como el fenilacetaldehido

(Bayonove et al.; 2000).

Entre los compuestos azufrados se encuentran tioles, sulfuros vy
tioésteres. Suelen tener una naturaleza sensorial negativa, con caracteres de
reduccion (descriptores de huevo podrido o verdura cocida) que constituyen un
problema en la vinificacion, ya que pueden enmascarar las caracteristicas
frutales y varietales de un vino. Se dividen en compuestos azufrados ligeros o
pesados, segun sea su peso molecular. Presentan un umbral de percepcion
bajo que disminuye segun aumenta el peso molecular. Se forman como
intermedios de reduccion durante la sintesis de los aminoacidos. El sulfuro de
hidrégeno requiere especial interés, ya que puede provocar un temido aroma a
reduccion. Su formacién tiene lugar durante la sintesis de los aminoacidos
cisteina y metionina, donde actia como intermedio de reduccion de los sulfatos
y sulfitos presentes en el mosto y afiadidos por el viticultor. En situaciones de
carencia de nitrégeno asimilable, el H,S no puede combinarse para formar los

aminoacidos y se acumula en la matriz del vino.

Los compuestos nitrogenados volatiles mas abundantes en el vino son las
acetamidas y las amidas. Son producidas mediante la acetilacién de las aminas
primarias por medio de las levaduras. Se consideran poco influyentes sobre el
aroma del vino, porque al pH del vino se encuentran en formas protonadas no
volatiles o porque sus umbrales de deteccidbn son muy elevados (Etiévant,
1991).

Las lactonas producidas durante la fermentacion se obtienen por la

esterificacion intramolecular de los hidroxiacidos. Los 5-hidroxiacidos conducen
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a las A-lactonas y los 4-hidroxiacidos a las y-lactonas, estas ultimas son las
mas abundantes y se clasifican en y-butirolactonas y en alkil-y-lactonas. Las
lactonas formadas durante la fermentacion tienen una influencia débil sobre el
aroma. Son las lactonas producidas durante el envejecimiento del vino en

barrica las que aportan notas aromaticas importantes (Rodriguez, 2011).

Los principales fenoles volétiles producidos por las cepas de levaduras
Saccharomyces cerevisiae son el 4-vinilfenol, el 4-vinilguayacol y, en menor
medida, la vainillina, que aportan notas a clavel, clavo y vainilla
respectivamente. Se forman por las levaduras mediante decarboxilacion
enzimatica de los &cidos cumarico y ferulico. El contenido en fenoles volatiles
en vinos tintos es mucho menor que en blancos, debido a la presencia en las
uvas tintas de fracciones fendlicas inhibidoras de la actividad
cinamoildescarboxilasa de la levadura (Chatonnet et al., 1993). La formacién de
etilfenoles en cantidades importantes provoca un defecto fenolado en el vino,
aunque suele ser atribuido a contaminacion por levaduras Brettanomyces
dekkera (Chatonnet et al., 1995).

Durante la fermentacion malolactica también se produce un cambio en el
perfil aromatico del vino. Generalmente se observan unos efectos positivos ya
que, ademas de una disminucién de la acidez, se produce una disminucién de
las notas vegetales excesivas. Los compuestos carbonilados son los que
sufren una mayor variacion durante la fermentacion maloléctica, concretamente
el diacetilo y su producto de semireduccion la acetoina. Se forman a partir del
acido citrico, via acido piravico (Catania y Avagnina, 2007). El descriptor del
diacetilo es la mantequilla, y es el aroma mas asociado a la fermentacion
malolactica. Entre los acidos formados durante la fermentacion malolactica el
mas importante es, sin duda, el acido L-(+)-lactico por degradacién del acido
malico. Las bacterias lacticas homofermentativas también degradan los
azucares fermentables, casi exclusivamente, en &cido lactico. Las bacterias
heterofermentativas los degradan en varios metabolitos entre los que se
encuentran el acido lactico y el acido acético, responsable del picado del vino.
Otros acidos formados por las bacterias lacticas son el acido piravico, el acido

succinico y el &cido 4-hidroxibutirico, pero no tienen influencia sobre el aroma.
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Respecto a los ésteres, algunos autores han citado un aumento del lactato y
succinato de etilo, que aportan notas lacticas y de café, y del acetato de etilo
(notas desagradables a pegamento) (Bayonove et al.,, 2000; Suarez-Lepe,
2003). También se ha encontrado una disminucion en el contenido en
alcoholes amilicos e isoamilicos vy, en algunas ocasiones, un aumento del

contenido en n-propanol y 2-butanol (Suarez-Lepe, 2003).

5.1.3 AROMA TERCIARIO

El aroma terciario o “bouquet” esta caracterizado por los constituyentes
postfermentativos, originados durante el envejecimiento y la conservacion del
vino, tanto en botella como en barrica. La composicion de los compuestos
volatiles se modifica debido a las reacciones fisicoquimicas y bioldgicas,
apareciendo compuestos nuevos y transformandose los existentes. El aroma
afrutado de los vinos jovenes desaparece y evoluciona hacia un aroma mas
complejo. Se pueden distinguir dos modos de maduracion de un vino en
funcién de la presencia o ausencia de oxigeno, produciéndose fenbmenos de

oxidacién o reduccion respectivamente.

Entre los vinos criados en condiciones oxidantes se pueden distinguir dos
categorias segun los procesos oxidativos implicados. Una de ellas es la de los
vinos Madeira, Oporto y algunos vinos dulces franceses, donde la oxidacién es
de naturaleza fisico-quimica producida Unicamente por el contacto con el aire
durante el envejecimiento. En la otra categoria se produce una oxidacion
biolégica como resultado del desarrollo de levaduras de velo, es el caso de
vinos como el Jerez o el Tokai. Tanto con el envejecimiento oxidativo quimico
como con el bioldgico, se produce un aumento en la concentracion de

compuestos como ésteres, aldehidos, acetales y lactonas (Etiévant, 1991).

En los vinos envejecidos en botella son las reacciones de reduccion las que
controlan la formacion de aromas terciarios. La falta de oxigeno genera un
potencial de oxido-reduccioén bajo. Los alcoholes superiores evolucionan muy
poco en estas condiciones y los ésteres sufren un reajuste muy lento por

hidrolisis o esterificacion. Los monoterpenoles experimentan modificaciones
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moleculares, debido a las reacciones acido-catalizadas que tienen lugar
durante el envejecimiento, asi, los derivados hidroxilados no olorosos del linalol
pueden dar lugar a terpenos olorosos como los éxidos furanicos y, por otro
lado, se puede producir un enriguecimiento en terpenoles ciclicos. Estos
terpenoles tienen umbrales de percepcidon elevados, lo que explica la pérdida
del aroma frutal en vinos de cepas aroméaticas (Bayonove et al., 2000).
Aumenta la concentracion de compuestos norisoprenoides como la B-
damascenona (Strauss et al., 1986) y se ponen de manifiesto otros
norisoprenoides que estaban bajo formas glicosiladas, como el 1,1,6-trimetil-
1,2-dihidronaftaleno (TNT) (Winterhalter, 1990). La presencia de algunos
vinilfenoles, como el 4-vinilfenol y el 4-vinilguayacol, se ve atenuada,
disminuyendo asi el defecto fenolado que estos compuestos pueden provocar
(Chatonnet et al., 1993).

Durante el proceso de crianza de los vinos en barrica, la madera aporta un
conjunto de sustancias aromaticas que modifican su caracter organoléptico. Su
mayor o menor presencia depende de diversos factores como son el tiempo de
contacto, el origen de la madera o el tipo de tostado (Garde-Cerdan et al.,
2004; Ortega-Heras et al., 2007; Rodriguez, 2011). Compuestos como la
vainillina, el eugenol y las whiskylactonas tienen una gran repercusion debido a

su bajo umbral de percepcion (Garijo, 2001).

5.1.4 PERCEPCION DE LAS NOTAS AROMATICAS

Un aspecto importante de todos los compuestos que contribuyen al aroma
es la sensacion que produce su olfaccion. Esta sensacion abarca tres
cualidades: sensacion cualitativa, relativa a la identificacion del olor; sensacion
cuantitativa, relativa a la intensidad del olor y sensacion afectiva, relacionada
con la aceptaciéon o rechazo que el olor genera. Estas tres cualidades permiten

describir con propiedad el aroma de un producto.

Para que una sustancia produzca la sensacion de olor debe alcanzar la
pituitaria en cantidad suficiente para desencadenar una respuesta que recoja el

cerebro. La volatilidad es una condicion necesaria, pero no suficiente, para que
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una sustancia huela. Es necesario también que tenga un grupo osmoforo y una
estereoquimica adecuada. Para conocer la importancia sensorial de una
sustancia se necesitan dos valores: su concentracién y su umbral de deteccién
olfativa en la matriz que se estudia, en nuestro caso, el vino. El umbral de
deteccién se define como la concentracibn minima de la sustancia capaz de
ser percibida por una media de la poblacion (Cacho et al., 2001). El cociente
entre la concentracion de una sustancia y su umbral de deteccién olfativa se
conoce como valor de aroma (OAV) y se considera que una sustancia no
participa en el aroma cuando su valor de aroma es menor que la unidad. La
Tabla 5.1 recoge los descriptores aromaticos, los umbrales de deteccion y los
rangos de concentracion habituales de los principales compuestos aromaticos

presentes en vinos tintos jovenes.

Estudios recientes han sugerido que algunos compuestos cuyo valor de
aroma es menor que la unidad pueden contribuir al aroma del vino y, al
contrario, compuestos con un OAV mayor que la unidad, a veces no
contribuyen individualmente al aroma del vino (Cacho et al., 2001; Francis y
Newton, 2005; Ferreira, 2007). Esto se debe a que el concepto y los datos de
valores de aroma permiten juzgar de manera objetiva la contribucion de los
distintos compuestos aromaticos, pero no tiene en cuenta los efectos sinérgicos
y antagonicos de los odorantes. Asi, en funcion de estos efectos, los
compuestos que comparten caracteristicas aromaticas se pueden agrupar en
familias (Ferreira, 2007). Algunos compuestos no contribuyen individualmente
al aroma global del vino, pero conjuntamente tienen un efecto aditivo y pueden
transmitir notas aromaticas especificas. Otros compuestos no transmiten notas
aromaticas especificas incluso aunque actien conjuntamente, pero si son
capaces de contribuir a las notas genéricas. Compuestos como los alcoholes
superiores y los acidos grasos integran un buffer aromético responsable de la
nota “vinosa” comun a todos los vinos, en el que no es posible identificar las

notas de los componentes individuales.
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Tabla 5.1. Descriptor aromatico, rango de concentracion y umbral de deteccion
de los principales compuestos aromaticos en vinos tintos jévenes (Cedrén,
2004; Francis y Newton, 2005).

Concentracion

Umbral de deteccion

Compuestos Descriptor (ug/L) (ug/L)
Alcoholes
Propanol Alcohdlico, dulzén 5000-125000 300000
Isobutanol Alcoholico, disolvente 25700-86900 40000
Alcohol isoamilico Malta, quemado 83953-333032 30000
2-Feniletanol Floral, rosa, polen 9000-153269 14000
Alcoholes C6
1-Hexanol Hierba cortada, resina 2100-13200 8000
Cis-3-hexenol Hierba cortada 7.2-651 400
Acetatos
Acetato isoamilo Platano 118-4300 30
Acetato de hexilo Manzana madura, frutal 0-4800 670-2400
Acetato de etilo Pegamento, pifia 150-257000 12300
Acetato de butilo Frutal, dulzén 10-1200 1830
2-Feniletilacetato Rosa, polen, tabaco 0.54-800 250
Esteres etilicos
Butirato de etilo Manzana 69.2-371 20
Propianato de etilo Fruta sintética, manzana Trazas-20000 1800
Isobutirato de etilo Dulce, caucho 9.8-94 15
Isovalerato de etilo Frutal 2.2-36.1 3
Hexanoato de etilo Piel de manzana, fruta 153-622 5-14
Octanoato de etilo Frutal, dulzén 138-783 2-5
Decanoato de etilo Frutal, dulzén 14.5-215 200
Acidos
Acido isobutirico Mantequilla, queso 434-2345 2300
Acido isovalérico Rancio, acido, sudor 305-1151 334
Acido acético Vinagre, agrio 69110-313310 200000
Acido butirico Queso, rancio 434-4719 173
Acido hexanéico Grasa, lacteo 853-3782 420
Acido octanoico Grasa, lacteo 562-4667 500
Acido decanéico Grasa, lacteo 62.1-857 1000
Monoterpenos
Linalol Floral, lavanda 1.7-10.1 25.2
Geraniol Rosa, geranio 0.91-44.4 30
Fenoles Voléatiles
4-Etilguayacol Especiado, clavo nd-116 33
4-Vinilguayacol Clavo, curry 0.2-15 10-40
Norisoprenoides
B-Damascenona Manzana, rosa, polen 0.29-4.7 0.05
Floral, violeta,
B-lonona frambuesa 0.032-0.9 0.09
Otros compuestos
Metionol Coliflor hervida, cebolla 166-2398 1000
Diacetilo Lacteo, mantequilla 50-5000 4000
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El analisis cualitativo de los compuestos volatiles del vino ha puesto de
manifiesto que existen mas de 1000 compuestos aromaticos que pueden estar
presentes en los vinos (Styger et al., 2011), pero el numero de odorantes
activos, con concentraciones superiores a su umbral de percepcion y con
repercusion en las notas aromaticas, no suele superar los 60 componentes y
s6lo unos 20 odorantes se encuentran en la mayoria de los vinos,
constituyendo asi la base del aroma (Cacho et al., 2006). De estos 20
compuestos, sOlo unos pocos se encuentran normalmente a altas
concentraciones (octanoato de etilo, B-damascenona, hexanoato de etilo y
acetato de isoamilo) con valores de aroma superiores a las 20 unidades y otros
pocos presentan valores de aroma superiores a 5 unidades (alcoholes
isoamilicos, 2-feniletanol, ésteres etilicos de los acidos isobutirico e isovalérico,
acidos hexanoico y octanoico y el diacetilo). Todos estos compuestos se
generan durante la fermentacion, excepto la B-damascenona, que proviene
directamente de las uvas. Otros compuestos que también estan siempre
presentes, pero generalmente con un valor de aroma pequefio, son el etanal, el

acido acético y el acetato de etilo.

En los vinos tintos jovenes, mas del 70% de las unidades de aroma
corresponden a subproductos generados durante la fermentacion (Lépez,
1999). Los compuestos que mas contribuyen al aroma son los ésteres etilicos y
los acetatos que le aportan un aroma frutal (hexanoato de etilo, octanoato de
etilo, butirato de etilo, acetato de isoamilo), los &acidos butirico, hexanoico y
octanoico (descriptores lacticos y grasos), los alcoholes isoamilico y
fenilacético (notas alcohdlicas o fusel), el diacetilo (notas a mantequilla) y la B-

damascenona (descriptor floral).

5.1.5 INFLUENCIA DE LAS TECNICAS ENOLOGICAS SOBRE LA
COMPOSICION AROMATICA.

La formacion de los compuestos aromaticos en la uva esta condicionada por
diversos factores edafologicos y agrondmicos, como son la variedad, el clon, el
tipo de portainjerto, las horas de insolacion, el tipo de suelo y las préacticas

culturales como el riego, la poda, la fertilizacién o la aplicacién de plaguicidas.
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Numerosos estudios se han centrado en conocer como influyen todos estos
factores sobre el contenido de aromas varietales (Zoecklein et al., 1998;
Gbomez-Plaza et al., 1999; Bureau et al., 2000a y 2000b; Oliveira et al., 2004;
Oliva et al., 2008; Zamuz et al., 2009).

En la uva, la mayor parte de los compuestos aromaticos se localiza en los
hollejos (Pogorzelski et al., 2007). La transferencia de estos compuestos desde
la uva al mosto esta influenciada por las condiciones de la vinificacion. Durante
la fermentacion alcohdlica, con el metabolismo de las levaduras, se liberan
glucosidasas que pueden hidrolizar los enlaces glucosidicos de los odorigenos
varietales, liberandose asi las formas olorosas (Hernandez-Orte et al., 2008).
Es durante la fermentacion, por accion de las levaduras, cuando se generan la
mayor parte de compuestos aromaticos (alcoholes superiores, acidos,
esteres,...), por lo que la cantidad relativa de estos compuestos en el vino esta
condicionada por la composicion del medio de fermentacion (pH, azucares,
aminodacidos y precursores aromaticos) (Lee et al., 2004; Hernandez-Orte et al.,
2005). Otros factores influyentes son las condiciones de temperatura y
presencia de oxigeno en las que tiene lugar la fermentacion, ya que también
afectan al metabolismo de las levaduras (Plata et al., 2005). Las altas
temperaturas y las oxidaciones provocan una disminucion en la concentracion
de compuestos aromaticos presentes en el mosto. Por el contrario, las técnicas
que favorecen la maceracion de las partes sélidas de la uva y la liberacién de
los precursores aromaticos glicosilados, producen un aumento en el pefrfil

aromatico de los vinos (Pifieiro et al., 2006; Selli et al., 2006).

La maceraciéon prefermentativa en frio resulta una técnica muy util para
aumentar la concentracion de compuestos varietales en el mosto v,
posteriormente, en el vino, debido a la cesion de compuestos volatiles libres y
ligados de los hollejos y a la liberacion de agliconas de las formas ligadas,
mediante la actividad residual de las levaduras propias de la uva (Sanchez-
Palomo et al., 2009). Cuando la maceracion prefermentativa se lleva a cabo
con bajadas bruscas de temperatura, mediante congelacion del mosto, se
produce una rapida ruptura de las paredes celulares, provocada por el aumento

de volumen del liquido intracelular, que rompe las membranas produciéndose
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una facil extraccion de los compuestos aromaticos (Alvarez et al., 2006). Si la
congelacion se produce con adicion de nieve carbodnica en estado solido, se
previenen ademas posibles oxidaciones de los compuestos aromaticos, ya que
el gas generado por la sublimacion del dioxido de carbono es capaz de
desplazar completamente al oxigeno presente en el medio (Celotti y Mechelet,
2004).

Casassa et al. (2006) compararon la aplicacion de una técnica
prefermentativa en frio (6°C) con otra postfermentativa en caliente (40° C) en
la elaboracién de vinos Merlot. La concentracion de precursores glicosilados
fue significativamente mayor en los vinos obtenidos con la maceracion previa

en frio.

La maceracion prefermentativa en frio también provocdé un aumento en la
concentracion de ésteres etilicos y acetatos en estudios realizados en vinos de
Tempranillo (Morro-Urda, 2009). En vinos de Monastrell se ha citado un
aumento de ésteres y acetatos con el uso de esta técnica, aunque la
concentracion era aun significativamente mayor al emplear nieve carbdnica

como método de congelacion del mosto (Alvarez et al., 2006).

El uso de enzimas macerativos también favorece la liberacion de los
precursores glicosilados, ya que se facilita la hidrélisis enzimética de los
enlaces glucosidicos. La fraccibn de compuestos volatiles libres, tales como
monoterpenos, norisoprenoides o fenoles volétiles, también aumenta con la
adicién de enzimas, lo que hace que esta técnica tenga especial interés para
incrementar el potencial aromético en vinos de variedades neutras (Castro-
Vazquez et al., 2002).

Castro-Vazquez et al. (2002) evaluaron la influencia de la adicion de un
preparado enzimatico comercial en la vinificacion de uvas de las variedades
Airén 'y Macabeo con bajos niveles terpénicos, observando que la
concentracion final de terpenos en el vino aumentaba significativamente

respecto a una vinificacion sin adicion enzimatica.
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Un estudio similar para evaluar la adicion de dos preparados enzimaticos
con actividades B-glucosidadas fue realizado por Lasanta-Melero (2009) en
vinos de las variedades Syrah, Merlot y Tempranillo. Los dos preparados
producian un notable aumento en la concentracion de terpenos en las tres
variedades estudiadas. También se observdO un aumento en los niveles de
compuestos C13-norisoprenoides y, para Merlot y Syrah, de alcoholes
superiores. Aunque los preparados enzimaticos produjeron una disminucién en

la concentracion de ésteres etilicos.
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5.2 RESULTADOS Y DISCUSION

Nuestro estudio se centré en el andlisis de los compuestos aromaticos
fermentativos que contribuyen en mayor medida al aroma de un vino tinto
joven. Los compuestos analizados se clasificaron en familias de compuestos
volatiles (alcoholes superiores, acetatos, ésteres etilicos, acidos carboxilicos y
alcoholes C6) atendiendo a los diferentes grupos organicos funcionales y a sus

descriptores sensoriales caracteristicos.

5.2.1 CABERNET SAUVIGNON

Los resultados obtenidos al analizar los vinos de Cabernet Sauvignon de la
campafa 2007 al final de la fermentacion alcohdlica, en el momento del
embotellado y 6 meses después, se recogen en la Grafica 5.1. y en las
Tablas 9.1, 9.2, y 9.3 de los Anexos.

Los alcoholes superiores, también denominados alcoholes fusel, fueron la
familia de compuestos volatiles con mayor concentracion en todos los vinos
analizados, siendo los alcoholes amilicos y el 2-feniletanol los mas abundantes,
con valores superiores a su umbral de deteccion. Los vinos presentaron una
concentracion total de alcoholes superiores comprendida entre 476,12-819,98
mg/L. Estos valores se encuentran dentro de los rangos descritos por Cedrén-
Ferndndez (2004). Segun Vidrich y Hribar (1999) el contenido 6ptimo de
alcoholes fusel en el vino deberia estar entre 80-540 mg/L. A concentraciones
superiores los vinos presentan un excesivo caracter alcohélico, a excepcion del
2-feniletanol, que a esas concentraciones aporta notas aromaticas a rosa
(Garijo, 2001).

Respecto al efecto de las diferentes técnicas empleadas, al final de la
fermentacién alcohdlica en el vino obtenido por adicion del enzima natural 3-
galactosidasa se encontraron mayores concentraciones de alcoholes
superiores que en el vino testigo. En el momento del embotellado no se
observaron diferencias entre los distintos tratamientos y el testigo. Tras 6

meses de embotellado fue en el vino obtenido por congelacion de la uva donde
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se observd una presencia significativamente mayor de estos alcoholes.
Algunos autores han indicado que la accion de los tratamientos de frio y
enzimaticos sobre la composicién aromética de los vinos parece depender de
la variedad (Pifieiro et al., 2006), aunque ciertos estudios realizados sobre una
misma variedad ha dado lugar a resultados contradictorios. Asi, Alvarez et al.
(2006) encontraron un aumento significativo en el contenido de alcoholes
superiores en vinos de Monastrell sometidos a maceracion prefermentativa en
frio con y sin nieve carbonica, mientras que Salinas et al. (2003) no observaron
ningun incremento significativo en la concentracion de alcoholes fusel al utilizar
la maceracion prefermentativa en frio o la adicién de diferentes enzimas en la

vinificacién de uvas de Monastrell.

Los acetatos, junto con los ésteres etilicos, son considerados los mayores
responsables de las notas frutales, utilizadas frecuentemente para describir el
perfil aroméatico de los vinos. Ambas familias de compuestos volatiles
constituyen el grupo mayoritario de los compuestos responsables del aroma del
vino (Etiévant, 1991). Su concentracién en el vino varia dependiendo de la
madurez de la uva, de las técnicas de maceracién empleadas, de la cinética de
las levaduras implicadas en la fermentacion y de la aireacion del mosto (De la
Roza, 2003). Las concentraciones de los acetatos cuantificados en nuestro
estudio (acetato de isoamilo, acetato de hexilo y 2-feniletilacetato) estan dentro
de los rangos indicados por Francis y Newton (2005). El acetato de isoamilo fue
el acetato que se encontré en mayores concentraciones, entre 0,25-1,85 mg/L.
Al analizar los vinos al final de la fermentacion alcohdlica, los tratamientos de
congelacion de la uva y de maceracion prefermentativa en frio dieron lugar a
concentraciones de acetatos significativamente mayores que el vino testigo, y
en el momento del embotellado las diferencias respecto al testigo se
observaron en todos los tratamientos. Con la evolucion de los vinos, después
de 6 meses de embotellado, la concentracion de acetato de isoamilo fue mayor
en los vinos tratados que en el testigo, aunque al evaluar la concentracion total
solo las técnicas de frio siguieron mostrando un contenido total mayor que el

testigo.
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Al final de la fermentacion alcohdlica el éster etilico mas abundante fue el
etil-3-hidroxibutirato (0,41-0,75 mg/L). En ese momento de la vinificacion, sélo
la congelacion de la uva mostré valores mayores en el contenido total de
ésteres etilicos que el vino testigo. En el momento del embotellado, el etil-3-
hidroxibutirato continué siendo el éster mas abundante (0,35-0,53 mg/L),
seguido del hexanoato de etilo (0,19-0,028 mg/L) Los tratamientos de
congelacion de la uva y de adicion de nieve carbonica, fueron los que dieron
lugar a las mayores concentraciones de ésteres etilicos. Tras 6 meses en
botella, los vinos obtenidos por los tres tratamientos de frio presentaron
mayores contenidos en ésteres que los tratamientos enzimaticos y que el

tratamiento tradicional.

El contenido de acetatos y de ésteres etilicos en los vinos se vio mas
afectado por las técnicas utilizadas, especialmente por las técnicas de frio, que
el contenido de alcoholes superiores. Alvarez et al., (2006) y Morro (2009)
también encontraron un efecto positivo en el contenido de acetatos y ésteres
etilicos en vinos sometidos a maceracion prefermentativa en frio y a la adicion
de nieve carbdnica. Ortega-Heras et al. (2009) observo el mismo efecto tanto
con la maceracion prefermentativa en frio como con la adicion de enzimas,
aungque no con la adiciéon de nieve carbodnica. Lasanta-Melero (2009) reportd
que la maceracion prefermentativa en frio provocaba un aumento en la
concentracion de acetatos y ésteres etilicos en vinificaciones de Tempranillo,
pero no en Syrah o Merlot, y que con la adiciéon de enzimas de actividad (-
glucosidasa se observaba un aumento de la cantidad de fenoles volatiles y de
terpenos, pero que no afectaba a la concentracion de acetatos o ésteres
etilicos. Estos resultados hacen pensar que el diferente efecto de las técnicas
depende de la variedad de uva empleada en la vinificacion, asi como del tipo

de actividad presente al utilizar enzimas de maceracion.

Entre los &acidos carboxilicos estudiados, los acidos hexanoico (1,17-2,86
mg/L) y octanoico (0,83-8,47 mg/L) fueron los mas abundantes y presentaron
concentraciones superiores a su umbral de deteccion. Estos acidos aportan
aromas lacticos al vino, de modo que cuando se encuentran en rangos de

concentracion comprendidos entre 4 y 10 ppm, pueden considerarse como
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notas de calidad (Shinohara, 1985; Edwars et al., 1990). En las
determinaciones realizadas al final de la fermentacion alcohdlica, todos los
vinos mostraron un contenido total de acidos significativamente mayor que el
vino testigo, destacando especialmente la concentracion de acidos encontrada
en el vino obtenido por congelacién de la uva (8,65 mg/L). En el momento del
embotellado con este tratamiento también se observo un contenido mayor de
acidos que con la elaboracion tradicional. Con la evolucién del vino, tras 6
meses de embotellado, se observd una disminucién en la concentracion total
de &cidos. Esta tendencia pudo ser debida a pérdidas producidas por la
esterificacién de los acidos con el etanol (Garijo, 2001). En ese momento, los
vinos obtenidos con los tratamientos de frio y con adicion de galactosidasa
presentaron contenidos de acidos significativamente mayores que el vino

testigo.

Entre todos los compuestos aromaticos estudiados, fue en el contenido de
alcoholes C6 donde se observé un efecto mas acusado de las técnicas de frio y
enzimaticas empleadas. Tanto al final de la fermentacion alcohdlica, en el
momento del embotellado como 6 meses después del embotellado, todos los
tratamientos dieron lugar a vinos con mayor contenido en alcoholes C6 que el
vino testigo. Estos resultados coinciden con los encontrados por otros autores
(Castro-Vazquez et al., 2002; Lasanta-Melero, 2009; Albanese et al., 2012).
Con la evolucion del vino, y coincidiendo con los resultados obtenidos en el
resto de compuestos estudiados, en los vinos obtenidos con los tres
tratamientos de frio fue donde se encontré una mayor concentracion, seguidos
por los tratamientos enzimaticos y finalmente por el vino testigo. Garijo (2001) y
Salinas et al. (2003) no observaron un aumento significativo de alcoholes C6 en
vinos de Monastrell sometidos a una maceracion prefermentativa en frio.
Petrozziello et al. (2011) observaron un menor contenido de alcoholes C6 con
la adicion de nieve carbdnica en vinos de Langhe D.O.C. Nebbiolo,
justificandolo con la rapida sublimacion del CO,, que pudo producir una
disminucion en la lipoxidacion enzimatica determinante para la liberacion de
estos aromas. Los compuestos C6 son sustancias aromaticas libres localizadas
principalmente en los hollejos de la uva. Se forman por via enzimatica a partir

de los acidos grasos poliinsaturados. Todos los tratamientos que faciliten la
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ruptura de los hollejos a nivel celular, favoreceran el ataque enzimatico a los
acidos grasos, generando una mayor formacion de compuestos C6. Su
presencia en los vinos comunica olores y sabores herbaceos y astringentes,
gue pueden ser considerados como un defecto del aroma (Etiévant, 1991). Los
valores de alcoholes C6 encontrados en los vinos estudiados estan dentro de
los rangos indicados por Cedrén (2004). El 1-hexanol fue el que presentd
mayores concentraciones (0,90-2,99 mg/L) coincidiendo con lo observado por

Jiang y Zhang (2010) en vinos de Cabernet-Sauvignon.
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Grafica 5.1. Composicion aromatica en vinos de Cabernet Sauvignon, campafa
2007 (A: final de la fermentacion alcohdlica; B: momento de embotellado; C: 6
meses después del embotellado).
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En la Tabla 5.2 y las graficas 9.4, 9.5 y 9.6 de los Anexos se recogen los
datos obtenidos al analizar la composicién aromatica de los vinos de Cabernet
Sauvignon en la campaifa 2009.

El contenido de alcoholes superiores (699,1-917,4 mg/L) fue superior al
encontrado en los vinos de la campafa anterior. Las técnicas enoldgicas
empleadas no incrementaron la presencia de estos alcoholes en los vinos. No
se encontraron diferencias entre los vinos al final de la fermentacién alcohdlica.
En el momento del embotellado y con la evolucion del vino 6 meses después
del embotellado, el vino testigo fue el que presentdé una mayor concentracion
de estos compuestos, sin diferencias significativas respecto al tratamiento

enzimatico pero si respecto a los tratamientos de frio.

Los alcoholes superiores son los responsables de las notas alcohdlicas o
vinosas caracteristicas de los vinos jovenes. A concentraciones superiores a
400 o 500 mg/L los vinos presentan un excesivo caracter alcohdlico que
enmascara las notas aromaticas positivas que pueden aportar otros
compuestos (Ferreira, 2007; Styger et al., 2011). En ambas campafas en todos
los momentos analizados, el contenido total de alcoholes fusel en los vinos
superd los 400 mg/L, por lo que el hecho de que las técnicas de frio y
enzimaticas no aumentasen significativamente la presencia de estos
compuestos, especialmente en la campafa 2009, puede considerarse positivo
para la calidad final del vino. Salinas et al. (2003) también observaron que la
maceracion prefermentativa en frio y la adicion de enzimas, durante y después
de la maceracién, no provocaba un aumento de alcoholes superiores en la

vinificacion de vinos rosados de Monastrell.

El contenido total de acetatos (1,07-4,17 mg/L) y de ésteres etilicos (1,33-
2,34 mg/L) en los vinos de Cabernet Sauvignon de la campafia 2009 también

fue mayor que el encontrado en los vinos del 2007.

Al final de la fermentacion alcoholica solo en el vino obtenido por adicion de
nieva carboénica se observé un contenido de acetatos significativamente mayor

gue el del vino testigo. En el momento del embotellado y 6 meses después, con
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ninguno de los tratamientos se produjo un aumento en el contenido de
acetatos, de hecho el vino obtenido por maceracion prefermentativa en frio
mostré un contenido menor que el vino testigo al analizarlos 6 meses después
del embotellado. Con la evolucion del vino se observé un descenso en la
concentracion de estos compuestos. Ha sido frecuentemente demostrado que
bajo las condiciones reductoras durante la conservaciéon en botella, se
producen cambios en la composicién aromaticas de los vinos (Glnata et al.,
1988; Lasanta-Melero, 2009) y que la presencia de acetatos puede disminuir

debido a reacciones de hidrolisis (Chisholm et al., 1995).

Ortega-Heras et al. (2009) encontraron que la maceracion prefermentativa
en frio y la adicion de un preparado enzimatico provocaban un aumento en la
concentracion de acetatos en vinos de Mencia. Pero, al igual que nosotros, al
repetir la experiencia en una campaifa posterior no observaron este aumento e
incluso el nivel de acetatos en los vinos obtenidos por maceracion
prefermentativa en frio era menor que el del vino testigo. Atribuyeron los
resultados a la heterogeneidad entre vendimias debidas a posibles diferencias

entre los grados de maduracion.

Respecto al contenido de ésteres etilicos, tanto al final de la fermentacién
alcohdlica, en el momento del embotellado o 6 meses después, en ninguno de
los tratamientos se observé un contenido significativamente mayor que el del

vino testigo.

La concentraciéon total de los acidos carboxilicos estudiados (5,80- 10,12
mg/L) también fue superior a la encontrada en los vinos del 2007. Las notas
lacticas aportadas por estos acidos solo resultan negativas cuando se
encuentran en concentraciones superiores a 10 mg/L (Edwars et al., 1990). En
los tres momentos estudiados, el vino obtenido por adicion de nieve carbonica
fue el que presenté una mayor concentracion de estos compuestos, aunque sin
diferencias significativas respecto al tratamiento enzimatico y al vino testigo,

pero si respecto a la maceracion prefermentavia en frio.
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Hay que destacar que, en esta campana, el contenido de alcoholes C6 en
los vinos (que también fue superior al encontrado en los vinos de la campafia
anterior), no se vio afectado por la accién de ninguno de los tratamientos,
mientras que en la campafa 2007 todos los tratamientos aumentaron la
presencia de estos compuestos en los vinos. Tal y como se ha comentado
anteriormente los compuestos C6 se forman por ataque enzimatico a partir de
los &cidos grasos poliinsaturados. Se encuentran en forma libre en los hollejos
de la uva y su presencia no depende de la accion de las levaduras, sino que
forman parte del aroma prefermentativo. Los efectos mecanicos de los
tratamientos prefermentativos provocan fenémenos de ruptura a nivel celular,
permitiendo a los sistemas enzimaticos entrar en contacto con los sustratos del
hollejo y favoreciendo la liberacion de estos compuestos. El hecho de que en la
camparfa 2009 los tratamientos no influyeran en la mayor o menor presencia de
alcoholes C6 en los vinos pone de manifiesto que la degradacion de los
hollejos no se vio afectada por las técnicas empleadas. Sin embargo en la
campana 2007, cuando los hollejos se encontraron menos maduros, los
tratamientos empleados (especialmente las técnicas de frio) favorecieron la
degradacion de las estructuras de las paredes celulares. Estos resultados
coinciden con los obtenidos en el estudio de los parametros cromaticos en los

vinos de Cabernet Sauvignon.
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Grafica 5.2. Composicion aromatica en vinos de Cabernet Sauvignon, campafa
2009 (A: final de la fermentacion alcohdlica; B: momento de embotellado; C: 6
meses después del embotellado).
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5.2.2 SYRAH

En la Grafica 5.3 y en las Tablas 9.7, 9.8 y 9.9 de los Anexos se recogen
los valores obtenidos al estudiar la composicion aromatica de los vinos de

Syrah en la camparia 2007.

Los alcoholes superiores fueron los compuestos volatiles que se
encontraron en mayor concentracion en todos los vinos, aunque con valores
inferiores (330,13-651,57 mg/L) a los observados en los vinos de Cabernet
Sauvignon, coincidiendo con lo publicado en otros estudios (Tredoux et al.,
2008). Los alcoholes isoamilicos, seguidos del 2-feniletanol fueron los
alcoholes mayoritarios. Pifieiro et al. (2006) también encontraron esta
proporcion entre los distintos alcoholes fusel en vinos de Syrah. Al final de la
fermentacién alcohdlica y en el momento del embotellado, en el vino obtenido
por adiciébn de nieve carbolnica se observd una concentracion mayor de
alcoholes fusel que en el vino testigo. Al evolucionar el vino, fue en el
tratamiento por congelacion de la uva donde se encontr6 una mayor
concentracion de estos compuestos, pero sin diferencias significativas respecto
al tratamiento con nieve carbodnica o respecto al testigo. Los tratamientos
enzimaticos y el tratamiento de maceracion prefermentativa en frio fueron los

gue dieron lugar a una menor concentracion de alcoholes superiores.

En los vinos obtenidos por adicién de nieve carbonica también se encontré
un contenido mayor de acetatos que en el vino testigo y que en el resto de
tratamientos. El acetato de isoamilo, cuyo descriptor aromético a platano tiene
especial importancia en términos de bouquet del vino (Ribereau-Gayon, 2006),
fue el que experimentd un mayor incremento con este tratamiento. Las
concentraciones de acetato de isoamilo al final de la fermentacion alcohdlica,
en el momento del embotellado y seis meses después, se vieron
incrementadas, respectivamente, un 50%, 65% y 52% al comparar el

tratamiento con nieve carbdnica con la elaboracion tradicional.

Al final de la fermentacion alcohdlica no se observé que las técnicas

enoldgicas empleadas tuviesen un efecto significativo respecto al contenido de
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ésteres etilicos en los vinos, pero durante la evolucién de la vinificacion, al
llegar el momento del embotellado y 6 meses después de este se apreciaron
dos tendencias que merecen especial atencién: el contenido total de ésteres
etilicos aumenté en todos los vinos e incrementaron las diferencias entre
algunos tratamientos y el vino testigo. Con la evolucién del vino, en los
tratamientos de congelacion de la uva y de maceracion con nieve carbonica se
fue encontrando un contenido de ésteres etilicos significativamente mayor que
en el vino testigo y que en los vinos obtenidos por maceracion prefermentativa
en frio y por adicion de las diferentes enzimas. La gran mayoria de los ésteres
se forman por via enzimatica, mediante la activacion inicial de los acidos
grasos por combinacién con la coenzima A (CoA) (Lambrechts y Pretorius,
2000). Asi, los ésteres etilicos (como el octanoato de etilo, hexanoato de etilo o
butanoato de etilo) se forman a partir de la etanolisis de la acil-CoA, que es un
intermedio del metabolismo de los acidos grasos. El hecho de que el contenido
de ésteres etilicos aumentase con la evolucion de los vinos pone de manifiesto
que, con el transcurso del tiempo, se produjeron reacciones de etanolisis que
liberaron a los ésteres de sus precursores y que las técnicas de congelacion de
la uva y adicion de nieve carbodnica favorecieron la presencia de estos
precursores (&cidos grasos), ya que fue en los vinos obtenidos con estos
tratamientos donde se observé un mayor aumento en la concentracion de estos
compuestos al evolucionar la vinificacion. Lasanta-Melero (2009) encontré una
tendencia similar al estudiar el perfil aromético en vinos de Syrah, observando
que los contenidos de ésteres etilicos de cadenas ramificadas como el
isobutirato de etilo y los contenidos de algunos terpenos y norisoprenoides con
estructuras evolucionadas, aumentaban con el tiempo de embotellado y que
este aumento era mas significativo en los vinos de Syrah que habian sido
sometidos a tratamientos de frio (aunque en su caso solo se realizaron
maceraciones prefermentativas en frio y no se evaluaron técnicas como la

congelacion de la uva o la adicién de nieve carbonica).

Entre los acidos carboxilicos analizados, los acidos hexanoico y octanoico
fueron los que se encontraron en mayor concentracion. Al final de la
fermentaciéon alcohdlica el vino obtenido con la nieve carbdnica fue el que

presentd una mayor concentracion total de acidos, aunque con diferencias
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significativas solo respecto a la maceracion prefermentativa en frio. Con la
evolucion de los vinos también se aprecié una mayor diferenciacion entre los
tratamientos. En el momento del embotellado el tratamiento con nieve
carbonica present6é una concentracion total de acidos significativamente mayor
que el resto de tratamientos. Al analizar los vinos 6 meses después del
embotellado fueron de nuevo los tratamientos de congelacion de la uva y de
maceracion con nieve carbdnica los que presentaron un mayor contenido de
estos compuestos y, por el contrario, con la maceracion prefermentativa en frio
y con las técnicas de adicion de enzimas la concentracién de estos compuestos

fue inferior a la obtenida en la vinificacion testigo.

Entre los alcoholes C6 estudiados, el 1-hexanol se encontré6 en mayores
concentraciones (1,33-2,65 mg/L) que el cis-3-hexenol (0,05-0,15 mg/L).
Pifieiro et al. (2006) encontraron valores medios de 1-hexanol (1,30 mg/L) y cis-
3-hexenol (0,14 mg/L) muy similares a los nuestros al cuantificar la fraccion de
compuestos volatiles no terpénicos en vinos comerciales de Syrah.
Nuevamente los tratamientos de congelacion de la uva y de maceracién con
nieve carbdnica fueron los que dieron lugar a vinos con un mayor contenido de
estos compuestos. Con la evolucién del vino la presencia de alcoholes C6 en
estos tratamientos continu6é siendo significativamente mayor que la del vino
testigo. En los vinos obtenidos por maceracion prefermentativa en frio no se
observaron diferencias respecto al testigo, pero si respecto a los tratamientos

enzimaticos, cuyas concentraciones fueron significativamente menores.

No se han encontrado muchos estudios sobre el perfil aromatico de vinos de
Syrah sometidos a maceraciones con nieve carbonica o a elaboraciones con
una congelacion previa de las uvas. Aunque si se han encontrado algunas
referencias de maceraciones prefermentativas en frio o de adicién de enzimas.
Albanese et al. (2012) observaron que la maceracién prefermentativa en frio
provocaba un aumento en la concentracion de ésteres etilicos en vinos de
Syrah, sin embargo no afectaba a las concentraciones de alcoholes superiores,
alcoholes C6 o acetatos. Lasanta-Melero (2009) estudio el efecto de la
maceracion prefermentativa en frio y de la adicion de enzimas con actividades

B-glucosidasas en vinos de Syrah y observé que la maceraciéon en frio (sin
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nieve carbonica) solo aumentaba significativamente la concentracion total de
alcoholes C6, pero no la de alcoholes superiores, acetatos o ésteres etilicos.
Los preparados enzimaticos con actividad B-glucosidasa provocaban un
aumento en la concentracion de alcoholes superiores, alcoholes C6 v,
especialmente, en la de compuestos aromaticos terpénicos y norisoprenoides
Cuyos precursores se encuentran bajo formas glicosiladas, pero no influian

sobre el contenido total de acetatos o ésteres.
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Grafica 5.3. Composicién aromética en vinos de Syrah, campafa 2007 (A: final
de la fermentacién alcohdlica; B: momento de embotellado; C: 6 meses después
del embotellado).
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Los resultados obtenidos al evaluar la composicion aromatica de los vinos
de Syrah durante la campafia 2009 se reflejan en la Gréafica 5.4 y en las
Tablas 9.10, 9.11 y 9.12 de los Anexos.

Tal y como se observo en los vinos de Cabernet Sauvignon, los vinos del
Syrah de la campafia 2009 también presentaron mayor cantidad de
compuestos aromaticos que los del 2007.

Comparando la concentracion de alcoholes superiores entre los distintos
tratamientos, fue con la adicion del preparado enzimatico comercial con la que
se observé una mayor cantidad de estos compuestos, pero sin diferencias
estadisticamente significativas respecto a los otros tratamientos o respecto al
testigo en ninguno de los tres momentos analizados. Los alcoholes amilicos
fueron los que se encontraron en mayor proporcion en todos los vinos,

seguidos del isobutanol y del 2-feniletanol.

La concentracion de acetatos tampoco se vio afectada por las distintas
técnicas empleadas cuando se analizaron los vinos al final de la fermentacion
alcohdlica y en el momento del embotellado. Aunque al repetir el anélisis 6
meses después del embotellado si que se observdé que el tratamiento
enzimatico presentaba una concentracién significativamente mayor que los
tratamientos de frio y ligeramente mayor que el testigo. Este resultado se debi6
a que en los tratamientos de frio la concentracién de acetatos sufrié un gran
descenso con la evolucion del vino, mientras que en el tratamiento enziméatico y
en el vino testigo este descenso no fue tan acusado. La presencia de acetatos
en vinos jovenes disminuye con el tiempo debido, principalmente, a reacciones
de hidrdlisis (Du Plessis, 1983; Gunata et al., 1988; Chisholm et al., 1995).

Al final de la fermentacion alcohdlica las distintas técnicas tampoco
influyeron sobre la concentracion de ésteres etilicos, pero en el momento del
embotellado la maceracion prefermentativa en frio mostré un contenido mayor
que los otros dos tratamientos y estos, a su vez, mayor que el testigo. Con la
evolucion del vino se observo un efecto similar que el sufrido en el contenido de

acetatos, es decir, en los vinos obtenidos con las técnicas de frio el contenido
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de ésteres etilicos disminuyé en mayor proporcion que el vino obtenido por
adicion enzimatica. En el vino testigo no se produjo esta disminucion, es mas,
se observdé un aumento del contenido de ésteres. Los ésteres etilicos se
forman durante la fermentacion alcohodlica por esterificacion enzimatica,
posteriormente su concentracion puede disminuir por reacciones de hidralisis,
aunque también puede incrementar por esterificaciones de tipo quimico
(Martinez et al, 1998).

La presencia de acidos en los vinos no se vio afectada por las técnicas
utilizadas, no observandose diferencias significativas entre tratamientos y

testigo en ninguno de los momentos analizados.

Al final de la fermentacion alcoholica el contenido de alcoholes C6 en el
tratamiento con nieve carbdnica fue mayor, aunque no significativamente, que
en el testigo y mayor, significativamente, que en los otros tratamientos. Sin
embargo, en el momento del embotellado, fueron el vino testigo y el obtenido
por adicion del preparado enzimatico los que presentaron una mayor
concentracion de alcoholes C6. Con la evolucion del vino, 6 meses después del
embotellado, no se observaron diferencias entre tratamientos y testigo.

Tal y como se observo en el estudio de los parametros cromaticos, el efecto
de las distintas técnicas sobre las caracteristicas arométicas de los vinos de
Syrah también parecié6 depender ampliamente de la afiada. En el 2007 las
técnicas de congelacion de la uva y de adicion de nieve carbdnica provocaron
un mayor aumento en el contenido de la mayoria de los compuestos
aromaticos, mientras que en el 2009 casi no se observaron diferencias entre
los tratamientos y el vino testigo. Ademas, en el 2009, los vinos obtenidos con
las técnicas de frio acusaron una mayor pérdida del caracter afrutado con la
evolucion del vino, ya que fueron los que sufrieron una mayor pérdida de

acetatos y de ésteres etilicos.
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Grafica 5.4. Composicién aroméatica en vinos de Syrah, campafa 2009 (A: final
de la fermentacién alcohdlica; B: momento de embotellado; C: 6 meses después

del embotellado).
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5.2.3 MONASTRELL

En la Gréafica 5.5 y en las Tablas 9.13, 9.14 y 9.15 de los Anexos se
recogen los datos obtenidos al analizar la composicion aromatica de los vinos

de Monastrell en la camparfia 2007.

Los alcoholes superiores fueron los compuestos arométicos mayoritarios,
con concentraciones comprendidas entre 393,77 mg/L y 652,86 mg/L. La
cantidad de alcoholes encontrada en los vinos de Monastrell en esta camparfa
fue similar a la encontrada en los vinos de Syrah, pero inferior a la hallada en
los vinos de Cabernet Sauvignon. Los alcoholes amilicos fueron los que se
encontraron en mayor proporcion, seguidos del 2-feniletanol y del isobutanol.
Alvarez et al. (2006), en un estudio realizado en vinos de Monastrell, hallaron
concentraciones de alcoholes amilicos similares a los de nuestro estudio.
Aungque Goémez-Plaza et al. (1999) encontraron menores concentraciones de
alcoholes amilicos en vinos de Monastrell elaborados de uvas procedentes de
la misma zona. La formacion de estos alcoholes esta ligada al metabolismo de
los aminoacidos y su presencia en los vinos depende de la composicion inicial
de las uvas y, especialmente, de las condiciones de la fermentacion y de la
densidad de las levaduras (Selli et al., 2006).

Al final de la fermentacion alcohdlica en el vino testigo y en los vinos
obtenidos por maceracion prefermentativa en frio y por adicion de enzima con
actividad [B-galactosidasa, fue donde se encontré6 una mayor presencia de
alcoholes superiores, aunque sin diferencias significativas respecto a los
tratamientos de congelacion de la uva o de adicién del preparado enzimatico
comercial, pero si respecto a la tratamiento con nieve carbonica. En el
momento del embotellado no se observaron diferencias entre tratamientos y
testigo. Al realizar el andlisis 6 meses después del embotellado, el tratamiento
por congelacién de la uva fue el que presentd mayor cantidad de estos
compuestos, seguido del vino testigo y de la nieve carbodnica, y por ultimo, los

tratamientos enzimaticos y de maceracion prefermentativa en frio.
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Entre los acetatos estudiados, el acetato de isoamilo y el 2-feniletil acetato
fueron los mas abundantes. Al final de la fermentacion alcohdlica con la
elaboracion tradicional fue como se obtuvo una mayor concentraciéon de
acetatos, aunque en el momento del embotellado los tratamientos de nieve
carbonica y de enzima B-galactosidasa mostraron mayor concentraciéon que el
testigo. Con la evolucion de los vinos embotellados se observd que en todos
los vinos, a excepcidn de los obtenidos por maceracion prefermentativa en frio,
se producia un aumento en el contenido de acetatos. Tal y como se ha
explicado anteriormente, la concentracion de acetatos suele disminuir por
reacciones de hidrdlisis, aunque también puede incrementar por
esterificaciones de tipo quimico (Martinez et al, 1998). El vino obtenido por
adicion de enzima [B-galactosidasa fue el que presenté un mayor contenido de

acetatos.

La concentracién de ésteres etilicos, que junto con los acetatos son los
maximos responsables del caracter afrutado de los vinos tintos jévenes, oscild
entre 0,36 mg/L y 1,85 mg/L. Al final de la fermentacién alcohdlica y en el
momento del embotellado el etil-3-hidroxibutirato fue el mas abundante en
todos los vinos, con valores similares a los encontrados por Garijo (2001) en
vinos rosados de Monastrell, aunque en ese estudio encontré una mayor
proporcion de octanoato de etilo. Gomez-Plaza et al. (1999) también
encontraron mayores cantidades de octanoato de etilo en vinos elaborados a
partir de diferentes clones de Monastrell. No obstante, en nuestro estudio, con
la evolucion del vino se observé un notable aumento en la concentracion de la
mayoria de los ésteres estudiados, asi, en el caso del octanoato de etilo, cuya
concentracion a final de fermentacion alcohdlica y en el momento del
embotellado fue de 0,01-0,02 mg/L e incluso no fue detectado en algunos
vinos, se encontré en concentraciones comprendidas entre 0,16 mg/L y 0,21
mg/L cuando se analizaron los vinos 6 meses después del embotellado.
Respecto al efecto de los distintos tratamientos sobre la concentracion de
ésteres etilicos en los distintos momentos analizados, solo en el momento del
embotellado se observdo que los tratamientos con la nieve carbonica y el
enzima [-galactosidasa mostraban una concentracion de ésteres etilicos

superior al testigo.
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La concentracion total de los acidos estudiados estuvo comprendida entre
2.96 mg/L y 4.64 mg/L, siendo el &cido octanoico, seguido del hexanoico, los
acidos mayoritarios, coincidiendo con lo encontrado por Garijo (2001). A estas
concentraciones las notas lacticas aportadas por estos &acidos pueden
considerarse notas de calidad (Edwars et al., 1990). Al final de la fermentacion
alcohdlica en los tratamientos con nieve carbonica, con maceracion
prefermentativa en frio y con adicion del preparado enzimético la concentracion
de acidos fue mayor que en el vino testigo y mayor también que en los
tratamientos por congelacion de la uva y por adicibn de enzima -
galactosidasa. En el momento del embotellado no se observaron diferencias
entre tratamientos y testigo, y 6 meses después del embotellado fueron los
vinos obtenidos por congelacién de la uva y por adicion de nieve carbonica los

gue presentaron una mayor concentracion de acidos.

Al final de la fermentacion alcohodlica no se observaron diferencias en el
contenido de alcoholes C6 entre vinos tratados y vino testigo, aunque con la
evolucion de los vinos se encontré que las técnicas de frio parecian tener
mayor efecto que las enziméticas. Asi, en el momento del embotellado la nieve
carbdnica y la maceracion prefermentativa en frio mostraron mayor cantidad de
alcoholes C6 que el vino testigo y, a los 6 meses, con el tratamiento de
congelacion de la uva también se encontré mayor concentracion de alcoholes

C6 que con la elaboracién tradicional.

Tras analizar los resultados obtenidos en el estudio de la composicion
aromatica en los vinos de Monastrell en el 2007, se podria decir que algunas
familias de compuestos volatiles respondieron mejor a unas técnicas mientras
que con otras familias se obtuvo mejor resultado con otras. Algunas diferencias
encontradas al final de la fermentacion alcohdlica desaparecieron en el
momento del embotellado. Con el tiempo de embotellado aparecieron
diferencias entre tratamientos debidas a la distinta evolucién sufrida por los
compuestos aromaticos. Podriamos resumir que al analizar los vinos 6 meses
después del embotellado el tratamiento de congelacion de la uva dio lugar a un
vino con mayor cantidad de alcoholes superiores, acidos y alcoholes C6 que el

vino testigo. Con ese tiempo de embotellado, el tratamiento con nieve
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carbonica también dio lugar a un vino con mayor concentracion de acidos, y
con la adicién de enzima B-galactosidasa se observé un mayor contenido de
acetatos que el del vino testigo. Los vinos obtenidos con el preparado
enzimatico comercial mostraron una composicion aromatica muy similar a la del
testigo. Con la maceracion prefermentativa en frio se observé que, a los 6
meses, los vinos contenian menor cantidad de acetatos y de ésteres que el

vino testigo.

Alvarez et al. (2006) estudiaron el efecto de la maceracion prefermentativa
en frio, con y sin nieve carbdnica, en la vinificacion de uvas de Monastrell. Al
analizar los vinos 6 meses después de haber sido embotellados observaron
gue la maceracion en frio con y sin nieve carbonica provocé un aumento en la
concentracion de la mayor parte de los acetatos y de los ésteres etilicos, asi
como en la concentracion de isobutanol, 2-feniletanol y alcoholes amilicos,
aunque el incremento en la concentracion de algunos compuestos era
ligeramente mayor cuando se habia usado nieve carbonica como método de

maceracion en frio.

Salinas et al. (2003) también estudiaron el efecto de la maceracién en frio y
de la adicion de enzimas de maceracion en la vinificacion en rosado de uvas de
Monastrell, observando que tanto la maceracion prefermentativa en frio como
la adicién de enzimas con actividad pectolitica provocaban un aumento en la
concentracion de ésteres, sin embargo daban lugar a vinos con menor

contenido en compuestos C6.
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Grafica 5.5. Composicion aromética en vinos de Monastrell, campafia 2007 (A:
final de la fermentacion alcohdlica; B: momento de embotellado; C: 6 meses
después del embotellado).
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Los resultados obtenidos al estudiar la composicion aromatica de los vinos
de Monastrell en la campafia 2009 se muestran en la Gréfica 5.6 y en las
Tablas 9.16, 9.17 y 9.18 de los Anexos.

Al final de la fermentacion alcohdlica con los tratamientos con nieve
carbdnica y con el preparado enzimatico se observd una mayor concentracion
de alcoholes superiores y de acetatos. Pero al embotellar los vinos y 6 meses
después del embotellado desaparecieron esas diferencias. El contenido de
alcoholes superiores en el tratamiento por maceracion en frio, al analizar los
vinos 6 meses después del embotellado, fue significativamente menor que en

el testigo y que en el resto de tratamientos.

En el vino obtenido con el preparado enzimatico comercial, la concentracion
de ésteres etilicos al final de fermentacion alcohdlica fue mayor que en el resto
de los vinos aunque con la evolucion de los vinos sucedio algo similar a lo
observado con los alcoholes superiores y con los acetatos, es decir, ya no se

encontraron diferencias entre este tratamiento y el resto de los vinos.

La nieve carbonica y el enzima comercial, al final de la fermentacion
alcoholica, también dieron lugar a un mayor contenido de &cidos que el testigo.
Aungue en el momento del embotellado fue el vino testigo el que mostré un
mayor contenido de estos compuestos. Transcurridos 6 meses el vino obtenido
por adicion del preparado enzimatico volvié a presentar mayor concentracion
de acidos que el vino testigo y, sobre todo, mayor concentracion que los otros
dos tratamientos. Este resultado esta relacionado con lo observado en la
concentracion de acetatos y de ésteres etilicos: al final de la fermentacion
alcoholica el tratamiento enzimatico mostraba mayor concentracion de estos
compuestos, pero con la evolucién del vino desaparecieron las diferencias
respecto a los otros vinos y, por el contrario, aumentaron las diferencias
respecto a la concentracion de acidos. Este hecho podria explicarse porque en
el vino obtenido con este tratamiento los acetatos y los ésteres etilicos sufrieron
mas reacciones de hidrolisis que en los otros vinos, lo que se reflej6 en un

aumento en la concentracion de los acidos correspondientes. La maceracion
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prefermentativa en frio dio lugar, en todos los momentos analizados, a los vinos

con menor contenido de acidos.

Respecto a la concentracion de alcoholes C6, al final de la fermentacion
alcoholica todos los tratamientos produjeron un aumento en la presencia de
estos compuestos al compararlos con los del vino testigo. Aunque nuevamente
las diferencias se hicieron menos notable al transcurrir la vinificacion, de forma
gue 6 meses después del embotellado so6lo en el vino obtenido por maceracion
prefermentativa en frio presentaba un contenido de alcoholes C6

significativamente mayor que el del testigo.

Podriamos concluir que en la campafia 2009 el tratamiento con nieve
carbonica y, especialmente, con el preparado enzimatico comercial fueron los
que mas influyeron sobre la concentracion de alcoholes superiores, acetatos,
ésteres y 4cidos, aunque las diferencias encontradas al final de la fermentacién
alcoholica desaparecieron al evolucionar los vinos (excepto en el contenido de
acidos mostrado con el preparado enzimatico). Al igual que en la camparfa
anterior, la maceracion prefermentativa en frio no tuvo mucha influencia sobre
el contenido de estos compuestos, aunque si provocd un aumento en la

concentracion de alcoholes C6.

Coincidiendo con lo observado en el estudio de los parametros cromaticos,
los efectos de las distintas técnicas sobre la composicion aroméaticas de los
vinos de Monastrell no se vio muy marcada por el efecto afiada. Tal y como se
explicod en el capitulo anterior, las uvas de Monastrell de ambas campafas no
mostraron tantas diferencias entre si como las uvas de Cabernet Sauvignon y
de Syrah, lo que explicaria que en los vinos de Monastrell se observara menor

diferencia del efecto de los tratamientos entre un afio y otro.
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Grafica 5.6. Composicion aroméatica en vinos de Monastrell, campafia 2009 (A:
final de la fermentacion alcohdlica; B: momento de embotellado; C: 6 meses
después del embotellado).
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6. INFLUENCIA SOBRE LAS
CARACTERISTICAS SENSORIALES
DE LOS VINOS






Andlisis sensorial

6.1 INTRODUCCION.

El andlisis fisico-quimico y microbiologico del vino nos permite conocer su
composicidn, sus caracteristicas analiticas y su estabilidad, pero es el analisis
sensorial el que nos permite emitir un juicio completo sobre su calidad y sus

caracteristicas especificas y diferenciadoras.

La Real Academia de la Lengua define la cata como “la operacion que
consiste en analizar y apreciar los caracteres organolépticos, y mas
concretamente, las caracteristicas olfativas y gustativas de un producto”. Los
principales objetivos de la cata son detectar e identificar las sensaciones y

tener la capacidad de expresarlos.

Un catador debe poseer un conocimiento previo del producto a valorar para
poder ejercer un juicio objetivo del mismo. El catador debe ser capaz de
asimilar e integrar el vocabulario calificador especifico, identificar
cualitativamente los parametros sensitivos aislados (colores, olores, aromas,
sabor y textura) y cuantificar estas caracteristicas con precision. El
entrenamiento es una herramienta imprescindible que permite a cada catador

tener fidelidad y precision en la descripcion sensorial.

El lugar donde se realiza la cata debe cumplir ciertos requisitos, de forma
que los catadores no tengan ninguna influencia visual, auditiva u olfativa del
entorno. Debe contar con una buena iluminacion, a ser posible luz natural o, en
su defecto, luz blanca. La sala debe ser de colores claros o neutros y estar bien
ventilada y sin olores extrafios ni ruidos. La temperatura de la sala debe ser de
unos 18-19 °C.

Durante la cata, se deben facilitar al catador las herramientas necesarias
para la valoracion: una escupidera, agua y pan (para eliminar los compuestos
del vino que reaccionan con las papilas gustativas tras la cata) y, por supuesto,
la ficha de cata donde el catador anotara las observaciones pertinentes. La
copa o catavinos debe ser homologado, con forma de tulipan, y debe estar

situada sobre un fondo blanco para una mejor percepcion de la fase visual.
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La preparacion y presentacion de los vinos a catar también debe seguir una
metodologia para evitar influencias externas que provoquen errores en la cata.
Las muestras deben prepararse en un lugar que no sea visible para los
catadores, para que estos no tengan ningun juicio previo del vino a catar. Se
suele utilizar un cédigo identificativo de 3 cifras en cada muestra, para respetar
el anonimato del vino. La temperatura de servicio dependera del tipo de vino,
en el caso de vinos tintos jévenes debe estar entre 16-18°C.

Para evitar la fatiga sensorial del catador, el nUmero de vinos a catar debe
ser moderado. A partir de 15 o 20 muestras, y con intervalos de 5 minutos entre
andlisis, se comienza a llegar al limite de saturacion de un panel. El panel o
grupo de catadores estd compuesto por un nimero mas o menos elevado de
personas, en el que cada catador esta considerado como una repeticién de la

medida.

6.1.1 FASES DE LA CATA

La ejecucion de la cata se lleva a cabo en tres fases consecutivas: fase

visual, fase olfativa y fase gustativa.

A través de la fase visual se establece la primera toma de contacto con el
vino y permite predecir ciertas caracteristicas de las siguientes fases. El
examen visual nos informa sobre la apariencia externa de los vinos. Las
sensaciones visuales son la limpidez, la brillantez, la viscosidad y el color. En la
apreciacion del color destacan dos aspectos, la intensidad y la tonalidad, que
proporcionan informacion sobre la cantidad de compuestos extraidos y sobre el

grado de evolucion de un vino respectivamente.

La fase olfativa es fundamental en la cata del vino. Permite apreciar las
cualidades y defectos del vino y esta muy relacionada con la fase gustativa, ya
que los aromas también se perciben durante la deglucion, por via retronasal. La
descripcion aromatica es muy compleja, debido a la multitud de sustancias

odorantes presentes en el vino, y se divide, de manera general, en tres etapas:
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e Medir la intensidad del aroma.
e Definir las caracteristicas del aroma.

e Juzgar la calidad del aroma.

La fase gustativa constituye el momento en el que el vino pasa a la boca y
reviste una gran dificultad, ya que estan implicados varios sentidos: las papilas
gustativas (gusto), los receptores tactiles y térmicos de la boca (tacto) y la
mucosa olfativa (olfato), incluso el oido. La fase gustativa también se divide en

varias etapas:

¢ Identificar los sabores fundamentales (dulce, salado, acido y amargo),
midiendo su intensidad y el equilibrio entre ellos.

e Clasificar los aromas encontrados en boca.

e Evaluar la calidad, el equilibrio y la persistencia gustativa.

e Juzgar la armonia global de todas las sensaciones.

6.1.2 TIPOS DE PRUEBAS SENSORIALES

Los distintos tipos de pruebas sensoriales se pueden clasificar en tres

categorias:

1. Pruebas de diferenciacion: Su finalidad es determinar si existen
diferencias entre vinos. Entre estas destacan las pruebas “duo-trio” (una
muestra marcada “R” sirve de referencia y el catador debe determinar
las muestra idéntica a “R” entre otras dos muestras que se le presentan
al mismo tiempo), la prueba “A-no A” (una muestra “A” es presentada al
catador, que debe memorizar sus caracteristicas, después se le
presentan sucesivamente otras muestras diferentes y el catador debe
evaluar las que son idénticas a “A” y las que son diferentes a “A”) v,
finalmente, la prueba “triangular” (se dispone de 3 muestras, dos son
idénticas y la tercera es diferente, el catador debe distinguir la muestra
que es diferente). La prueba triangular es la prueba de diferenciacion

mas utilizada.
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2. Pruebas de clasificacion: Se utilizan para clasificar vinos de acuerdo a

algun elemento diferenciador. La mas simple es la prueba por parejas,
en la que a cada catador se le presentan dos vinos y se le pide, por
ejemplo, determinar cual de los dos es el mas acido. También se pueden
emplear para clasificar distintos vinos segun un orden de intensidad
creciente o decreciente. Otros tipos de prueba de clasificacién son
aguellas en las que cada muestra presentada debe ser colocada en una

categoria, previamente definida y bien conocida por el catador.

Pruebas descriptivas: En las que también se realiza una clasificacion,
pero con una informacién mas completa, puesto que se cuantifican las
diferencias entre los vinos. Se basan en la deteccion y la descripcion de
los aspectos sensoriales cualitativos y cuantitativos del vino. Se utiliza
una terminologia estandarizada y los catadores deben dar valores
cuantitativos proporcionales a la intensidad percibida del atributo

evaluado.

El tipo de prueba sensorial elegido como método de evaluacién dependera

del objetivo que se persiga al analizar los vinos.

El andlisis sensorial proporciona gran informacion y, aunque durante mucho

tiempo se considerd una técnica complementaria, se ha convertido en una

técnica imprescindible para el buen conocimiento de los vinos, gracias a una

aproximacion cada vez mas rigurosa del método analitico y al tratamiento

matematico de los resultados obtenidos.
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6.2 RESULTADOS Y DISCUSION.

El andlisis sensorial se utilizé como herramienta para conocer la repercusion
de los tratamientos de frio y enzimaticos en la degustacion de los vinos,

comparandolos con los vinos obtenidos mediante una elaboracion tradicional.

En la campafia 2007 se realizaron catas triangulares en el momento del
embotellado y 6 meses después del embotellado, enfrentando el vino testigo
con los vinos obtenidos en cada uno de los tratamientos, con el fin de evaluar si
los catadores eran capaces de diferenciar entre el testigo y el tratamiento.
También se pidio a los catadores que indicasen cual era el vino preferido. Se
utilizé la técnica del “juicio forzado”, en la que solo se tienen en cuenta las
respuestas correctas para cuantificar las preferencias. Se realizé un analisis
descriptivo de los vinos, transcurridos 6 meses tras el embotellado. La
intensidad de cada uno de los atributos fue valorada en una escala de uno a
diez, dando mayor puntuacion a mayor sensacion. Durante la campafia 2009
las catas triangulares y descriptivas se llevaron a cabo al finalizar la

fermentacién alcoholica y 6 meses después del embotellado.

6.2.1 CABERNET SAUVIGNON

La Tabla 6.1 muestra los resultados obtenidos en las catas triangulares de
los vinos de Cabernet Sauvignon.

En los vinos analizados en la campafia 2007 en el momento del
embotellado, los catadores no encontraron diferencias significativas entre los
vinos tratados y el vino testigo. Sin embargo, al evolucionar el vino y repetir la
cata triangular 6 meses después, los catadores fueron capaces de distinguir
significativamente todos los tratamientos, mostrando preferencia por los vinos
tratados al enfrentarlos al vino testigo (excepto en el vino obtenido por adicién
de enzima galactosidasa, en el que el 50% de los catadores prefirio el testigo y
el otro 50% prefirié el tratamiento). El nUmero de aciertos mostré un alto nivel
de significancia (p<0,001) en el caso de los vinos obtenidos por congelacién de

la uva y en los vinos con adicion de preparado enzimatico comercial. Estos
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resultados coincidieron con los resultados obtenidos en los parametros
crométicos en los vinos de Cabernet Sauvignon en la campafia 2007, en los
que se observé que las diferencias entre los tratamientos y el testigo,
especialmente en valores de intensidad de color y antocianos totales,
aumentaban con la evolucién del vino en botella. Aunque en el analisis
descriptivo de los vinos de Cabernet Sauvignon en esa campafa (Figura 6.1)
no se encontraron grandes diferencias entre los tratamientos y el vino testigo,
los vinos con mayor calificacion fueron los vinos obtenidos por congelacion
previa de la uva y por adicidon de nieve carbonica. Fue en la evaluacion de la
calidad olfativa donde se observaron mas diferencias entre estos dos
tratamientos y el resto de los vinos. El resultado pudo deberse a que, a los 6
meses, las técnicas de frio dieron lugar a vinos con mayores valores de ésteres
etilicos y, especialmente, de acetatos que aportan notas frutales de calidad
(Morro-Urda, 2009).

Respecto a la campafia 2009, en las catas triangulares de los vinos de
Cabernet Sauvignon, los catadores no encontraron muchas diferencias entre
los vinos tratados y el testigo. En la cata realizada a final de fermentacion
alcohdlica, el numero de aciertos solo fue significativo para el tratamiento de
maceracion prefermentativa en frio y, en la cata triangular a los 6 meses, para
el tratamiento enziméatico. En ambos casos, los catadores marcaron
mayoritariamente el vino testigo como preferido. Las catas descriptivas de esta
campafia (Figura 6.2) también muestran que, a final de fermentacién
alcohdlica, las puntuaciones para todos los vinos fueron muy similares. La
intensidad olfativa fue el Gnico atributo en el que se observaron diferencias,
siendo el vino testigo el mejor puntuado, seguido por el tratamiento con nieve
carbonica. Estos dos vinos fueron los que presentaron mayor contenido de
alcoholes superiores al final de la fermentacion alcohdlica y, aunque las
concentraciones no fueron estadisticamente mayores que en el resto de
tratamientos, es posible que los catadores apreciaran mayores intensidades
olfativas ya que, en valores absolutos, las concentraciones alcanzaron valores
muy superiores a los umbrales de percepcion. Los alcoholes superiores son los

responsables de las notas alcohdlicas o vinosas caracteristicas de los vinos
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jovenes, por lo que la intensidad olfativa depende, en gran medida, de su

mayor 0 menor concentracion en el vino (Garijo, 2001).

En la cata descriptiva realizada a los 6 meses si se observaron diferencias
en la evaluacion de los atributos. El vino testigo fue el que obtuvo mejor
puntuacion, especialmente al evaluar la calidad olfativa y los atributos
gustativos. En los resultados de los pardmetros cromaticos y aromaticos de los
vinos de Cabernet Sauvignon a los 6 meses, el vino testigo fue el que presentd
mayor contenido de antocianos y de alcoholes superiores y ésteres etilicos.
Esto podria explicar la mejor puntuacion del vino testigo en la calificacion de los
atributos gustativos y de la armonia en la cata descriptiva realizada a los 6

meses.
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Tabla 6.1. Catas triangulares de los vinos de Cabernet Sauvignon.

Muestra Preferida

Ao Momento Muestras Num.e.r? quero
repeticion aciertos Testigo Tratamiento
T vs CU 10 3 1 2
T vs NC 10 4 2 2
EPF T vs MPF 10 6 0 6
Tvs EC 10 6 1 5
Tvs G 10 6 2 4
S
Q T vs CU 9 g 2 6
T vs NC 9 7** 1 6
6M T vs MPF 9 6* 1 5
Tvs EC 9 grxx 4 4
Tvs G 9 7** 1 6
Tvs NC 10 4 3 1
FFA T vs MPF 10 7* 4 3
Tvs EC 10 5 2 3
(@]
o
Q T vs NC 9 4 4 0
6M T vs MPF 9 4 0 4
Tvs EC 9 8*r** 5 3

Abreviaturas: EPF: estabilizacién por frio; 6M: 6 meses; FFA: final de fermentacién
alcohdlica; T: testigo; CU: congelaciéon de la uva; NC: nieve carbdnica; MPF:
maceracion prefermentativa en frio; EC: enzima comercial; G: galactosidasa; *namero
de aciertos estadisticamente significativo (p< 0,05); *ndmero de aciertos
estadisticamente significativo (p<0,01); ***ndmero de aciertos estadisticamente
significativo (p< 0,001).
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Figura 6.1. Cata descriptiva de vinos de Cabernet Sauvignon realizada 6 meses
después del embotellado, campafia 2007.

Fasevisual

Armonia__ _-Intensidad olfativa

Calidad gustativa™

" Calidad olfativa

Intensidad gustativa

—T —&—-CU NC MPF ——EC ——G

Abreviaturas: T: testigo; CU: congelaciéon de la uva; NC: nieve carbonica; MPF:
maceracion prefermentativa en frio; EC: enzima comercial; G: galactosidasa.

Figura 6.2. Catas descriptivas de vinos de Cabernet Sauvignon, campafia 2009.
(A: final de fermentacion alcohdlica; B: 6 meses de embotellado).
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Fase Visual

Armonia Intensidad olfativa

Calidad olfativa

Calidad gustativa

Intensidad gustativa

——T —=—NC MPF EC

Abreviaturas: T: testigo; NC: nieve carbdnica; MPF: maceracion prefermentativa en
frio; EC: enzima comercial.

218



Andlisis sensorial

6.2.2 SYRAH

En la campaia 2007, las catas triangulares de los vinos de Syrah (Tabla
6.2), mostraron que los catadores fueron capaces de diferenciar entre el vino
testigo y todos los tratamientos, tanto en el momento del embotellado como 6
meses después, obteniéndose un alto nivel de significancia (p<0,001) en el
ndmero de aciertos de todas las catas realizadas. Los resultados mostraron la
preferencia de los catadores por todos los vinos tratados con técnicas de frio,
especialmente del obtenido por congelacion previa de la uva, al enfrentarlos
con el vino testigo. Respecto a los tratamientos de adicion de enzimas
macerativos, se observd que en el momento del embotellado solo el 40% de los
catadores los marcé como preferidos, sin embargo, al repetir la cata 6 meses,
casi el 90% de los catadores prefirid los vinos tratados enzimaticamente. Si
comparamos estos resultados con los obtenidos para los parametros
crométicos, 6 meses después del embotellado, observamos que la intensidad
de color de los vinos con los tratamientos enzimaticos fue la que menos
disminuyo con el tiempo, presentando valores significativamente mejores que el
resto de los vinos, con un mayor porcentaje de color debido a antocianos
copigmentados y con mayor indice de polifenoles totales y, por consiguiente,
mayor contenido de antocianos y taninos totales. Esto pone de manifiesto que
la adicion de enzimas macerativos en vinos de Syrah produjo, al evolucionar el
vino, una mayor estabilizacion del color. Aunque en el momento del
embotellado también se encontraron diferencias entre los tratamientos
enzimaticos y el testigo, estas diferencias se hicieron mas notables con el
tiempo, lo que podria explicar, en parte, que los catadores mostraran mayor
preferencia hacia estos vinos cuando la cata triangular se realizé6 6 meses

después del embotellado.

En la cata descriptiva de los vinos de Syrah en la campafa 2007 (Figura
6.3) también se observé que el vino testigo fue el menos valorado en la
evaluacion de la fase visual, de la calidad olfativa, de la calidad gustativa y de
la armonia, resultados que coinciden con los obtenidos en la cata triangular. El
tratamiento de adicion de un preparado enzimatico comercial fue el mejor

puntuado al valorar la calidad olfativa y gustativa. En este vino no se
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observaron concentraciones significativamente mayores de compuestos
aromaticos que pudieran aportar calidad a un vino joven, aunque si que se
encontraron, junto con el otro tratamiento enzimético, menores concentraciones
de alcoholes C6. Por lo tanto, es probable que los vinos obtenidos por adicion
de enzimas presentasen menores sensaciones de verdor y amargor. Por otro
lado, algunos autores han sefialado que las condiciones que favorecen la
extraccion de compuestos polifendlicos, causan también el aumento de la
concentracion de precursores aromaticos que, con la evolucion del vino y
mediante hidrolisis acida, pueden generar compuestos norisoprenoides
(Petrozziello et al., 2011), aumentando asi la calidad olfativa del vino con el
tiempo. No obstante, este tipo de compuestos no fue objeto de nuestro estudio,
puesto que tienen mas importancia en aquellos vinos destinados a largos
periodos de envejecimiento. Las diferencias entre tratamientos y testigo
disminuyeron cuando los atributos evaluados fueron la intensidad olfativa y
gustativa. La explicacion para esta observacion podria encontrarse en el hecho
de que el contenido en alcoholes superiores fue, estadisticamente, muy similar
entre tratamientos y testigo. So6lo se encontraron diferencias significativas entre
los tratamientos de congelacién de la uva y nieve carbdnica respecto al
tratamiento de adicion del preparado enzimético comercial, siendo este ultimo
el que presentd menores concentraciones, mas proximas a los valores en los
gue estos compuestos pueden aportar notas aromaticas de calidad (Styger et
al., 2011).

En la campafia 2009, el analisis sensorial confirmé que, ese afio, los vinos
de Syrah se vieron poco afectados por los tratamientos. Los catadores no
fueron capaces de diferenciar significativamente entre tratamientos y vino
testigo, ni al final de la fermentacion alcohdlica ni a los 6 meses de embotellado
(Tabla 6.2). En las catas descriptivas (Figura 6.4) tampoco se observaron
apenas diferencias en la valoracién de los vinos. Se podria destacar una
pequefia diferencia en la intensidad gustativa a final de la fermentacién
alcoholica, donde el tratamiento con nieve carbonica fue peor valorado. Este
tratamiento presentd una concentracion de flavonoles y taninos
significativamente menor en ese momento, lo que podria explicar su peor

valoracion en la intensidad gustativa.
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Tabla 6.2. Catas triangulares de los vinos de Syrah.

Andlisis sensorial

Muestra Preferida

Afio Momento Muestras rglpuerziirgn :(Ei:anrfgz Testi i
go Tratamiento
Tvs CU 10 o ! °
T vs NC 10 10" 4 °
EPF  Tvs MPF 10 g 3 °
T vs EC 10 10+ ° :
’\ TVsG 10 10%** 6 4
3 Tvs CU 9 o 1 °
T vs NC 9 gx 2 7
6M  Tvs MPF 9 o 4 °
Tvs EC 9 o ! °
TvsG 9 gx 1 8
Tvs NC 10 4 2 ?
FFA  Tvs MPF 10 1 1 °
T vs EC 10 4 3 !
S
S Tvs NC 9 5 1 ‘
6M  Tvs MPF 9 5 1 4
T vs EC 9 4 1 °

Abreviaturas: EPF: estabilizacién por frio; 6M: 6 meses; FFA: final de fermentacién
alcohdlica; T: testigo; CU: congelacion de la uva; NC: nieve carbbnica; MPF:
maceracion prefermentativa en frio; EC: enzima comercial; G: galactosidasa; *namero

de aciertos estadisticamente significativo (p< 0,05);
estadisticamente significativo (p<0,01);

significativo (p< 0,001).

*nimero de aciertos
**nimero de aciertos estadisticamente
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Figura 6.3. Cata descriptiva de vinos de Syrah realizada 6 meses después del
embotellado, campafia 2007.

Fasevisual

Armonia Intensidad olfativa

Calidad gustativa Calidad olfativa

Intensidad gustativa
——T —&-CU NC MPF ——FEC ——G

Abreviaturas: T: testigo; CU: congelacion de la uva; NC: nieve carbonica; MPF:
maceracion prefermentativa en frio; EC: enzima comercial; G: galactosidasa.

Figura 6.4. Catas descriptivas de vinos de Syrah, campafia 2009. (A: final de
fermentacion alcohdlica; B: 6 meses de embotellado).

Fase Visual
8

Intensidad olfativa

Armonia
.

K

Calidad gustativa Calidad olfativa

Intensidad gustativa

——T —=&—NC MPF EC
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B

Fase Visual
8

Armonia\\”‘/4

N\, Intensidad olfativa

Calidad gustativa

AN / ~ calidad olfativa

-

Intensidad gustativa

——T ——NC MPF EC

Abreviaturas: T: testigo; NC: nieve carbdnica; MPF: maceracion prefermentativa en
frio; EC: enzima comercial.
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6.2.3 MONASTRELL

En el andlisis sensorial de los vinos de Monastrell en la campafia 2007 se
obtuvo un resultado similar al de los parametros cromaticos, fendlicos y
aromaticos. Los vinos de esta variedad fueron los menos afectados por los
tratamientos durante esta campafia. Los catadores no fueron capaces de
diferenciar significativamente los tratamientos enziméticos respecto al vino
testigo, tal y como muestran los resultados de las catas triangulares (Tablas
6.3). Respecto a los tratamientos de frio, en el momento del embotellado, los
resultados mostraron un namero de aciertos significativo en el caso de la
congelacion de la uva y de la adicion de nieve carbodnica (aunque con niveles
de significancia mucho menores que los observados en Syrah o Cabernet
Sauvignon). Los catadores solo mostraron preferencia por el vino obtenido por
adicibn de nieve carbodnica. Al repetir la cata, 6 meses después del
embotellado, los catadores ya no fueron capaces de diferenciar entre el
tratamiento por congelaciéon de la uva y el testigo. En el caso de la nieve
carbonica, el nimero de aciertos siguio siendo significativo, aunque dejé de ser
mayoritariamente preferido al enfrentarlo con el testigo. En esta segunda cata,
los catadores si diferenciaron significativamente entre el vino obtenido por
maceracion prefermentativa en frio y el vino testigo, siendo el tratamiento de
maceracion en frio el marcado como preferido. Sin embargo, en la cata
descriptiva (Figura 6.5) realizada a los 6 meses de embotellado, este vino
obtuvo las puntuaciones mas bajas al evaluar la fase visual y la intensidad
olfativa. El tratamiento por congelacion de la uva también obtuvo bajas
puntuaciones en la descripcién de la calidad gustativa y de la armonia. Los
resultados de la cata descriptiva no parecen coincidir con las preferencias
mostradas por los catadores en la cata triangular. Si tenemos en cuenta el bajo
namero de aciertos y la poca significancia de estos, comparandolos con los
obtenidos en vinos de Syrah y de Cabernet Sauvignon durante la camparfa
2007, podriamos decir que en los vinos de Monastrell los tratamientos no

produjeron grandes diferencias en las caracteristicas sensoriales.

En las catas triangulares de la campafa 2009 (Tabla 6.3), el niumero de

aciertos a final de la fermentacion alcohdlica solo fue significativo para el
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tratamiento de maceracion prefermentativa en frio, que fue mayoritariamente
preferido por los catadores al enfrentarlo con el vino testigo. En la cata
triangular realizada 6 meses después, el nimero de aciertos fue significativo
para este mismo tratamiento y para el tratamiento de adiciéon de un preparado
enzimatico comercial, aunque, en ambos casos, el vino testigo fue preferido
frente a los tratamientos. En las catas descriptivas de final de fermentacion
alcohdlica y 6 meses después del embotellado (Figura 6.6) se observaron
pocas diferencias en la valoracion de los vinos. El vino obtenido por
maceracion prefermentativa en frio obtuvo una puntuacion ligeramente mayor
al evaluar los atributos olfativos al final de la fermentacion alcohdlica, lo que
podria explicar la preferencia de los catadores por este vino en la cata
triangular. En la cata descriptiva tras 6 meses de embotellado, el tratamiento
con nieve carbonica fue el menos valorado en los atributos olfativos vy
gustativos, aunqgue sin grandes diferencias en la valoracion respecto al resto de

vinos.
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Tabla 6.3. Catas triangulares de los vinos de Monastrell.

Muestra Preferida

NG NU
Ao Momento Muestras urpe.rt,) quro
repeticion aciertos Testigo Tratamiento
Tvs CU 10 7* 5 2
T vs NC 10 8* 2 6
EPF T vs MPF 10 6 3 3
Tvs EC 10 4 2 2
TvsG 10 6 2 4
N~
o
Q TvsCU 7 4 2 2
T vs NC 7 6** 3 3
oM T vs MPF 7 Vs 2 5
Tvs EC 7 4 1 3
TvsG 7 4 1 3
Tvs NC 10 6 1 5
FFA T vs MPF 10 7* 2 5
Tvs EC 10 3 2 1
(o))
o
I T vs NC 9 3 2 1
6M T vs MPF 9 8x* 6 2
Tvs EC 9 7** 5 2

Abreviaturas: EPF: estabilizacién por frio; 6M: 6 meses; FFA: final de fermentacién
alcohdlica; T: testigo; CU: congelaciéon de la uva; NC: nieve carbdnica; MPF:
maceracion prefermentativa en frio; EC: enzima comercial; G: galactosidasa; *niumero
de aciertos estadisticamente significativo (p< 0,05); *numero de aciertos
estadisticamente significativo (p<0,01); ***ndmero de aciertos estadisticamente
significativo (p< 0,001).
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Figura 6.5. Cata descriptiva de vinos de Monastrell realizada 6 meses después
del embotellado, campafia 2007.

Fasevisual

- Intensidad olfativa

Calidad gustativa Calidad olfativa

Intensidad gustativa

——T —=—CU NC MPF —+—EC ——G

Abreviaturas: T: testigo; CU: congelacion de la uva; NC: nieve carbonica; MPF:
maceracion prefermentativa en frio; EC: enzima comercial; G: galactosidasa.

Figura 6.6. Catas descriptivas de vinos de Monastrell, campafia 2009. (A: final de
fermentacion alcohdlica; B: 6 meses de embotellado).

A
Fase Vlsual
Armonia @ Intensidad olfativa
Calidad gustatlva Calldad olfativa

Intensidad gustativa

——T ——NC MPF EC
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B

Fase Visual

|

Armonia //A
~. 4

\ N~ Intensidad olfativa

|

“ ™ Calidad olfativa

Calidad gustativa

Intensidad gustativa

——T —=—NC MPF EC

Abreviaturas: T: testigo; NC: nieve carbdnica; MPF: maceracion prefermentativa en
frio; EC: enzima comercial.
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Zonificacion

7.1 INTRODUCCION

La calidad del vino estd fuertemente influenciada por la calidad de la uva
empleada en el proceso de vinificacion. Factores como el clima, el suelo y las
practicas culturales estan intimamente relacionadas con el desarrollo
morfolégico de la baya, influyendo sobre los procesos de induccion, sobre la
diferenciacion floral y sobre las rutas de sintesis derivadas de la fotosintesis,
como es la sintesis de azlcares y, a partir de ellos, la de acidos y metabolitos
secundarios responsables del color, cuerpo y aroma del vino. Las
caracteristicas climaticas, la composicién del suelo y su capacidad de drenaje
tienen una gran importancia sobre la composicion de la uva y, por tanto, sobre
la calidad final del vino. EI concepto de “Terrufio” o “Terroir” condiciona que,
dependiendo de la zona, una misma variedad vinifera pueda producir uvas con

diferente composicion.

7.1.1 FACTORES EDAFOCLIMATICOS

El clima es el resultado de las condiciones atmosféricas generales donde se
asienta el vifiedo. En general, la vid en los climas calidos produce vendimias
ricas en azucares y polifenoles y pobres en acidez, mientras que en climas frios
se obtienen vendimias con bajas concentraciones en azucares y polifenoles y
elevada acidez (Mateus et al., 2001). Asi, factores como la temperatura, la
pluviosidad, la insolacién y la composicién del suelo tendran una gran influencia

sobre las caracteristicas de la baya y, por tanto, sobre la calidad final del vino.

7.1.1.1 Temperatura

La temperatura es un factor esencial para un desarrollo vegetativo bueno y
para una maduracion completa de la uva. Durante el reposo invernal, la vid es
capaz de resistir temperaturas extremas de incluso -12°C. Sin embargo, tras la
brotacién, las heladas de primavera pueden destruir los brotes jovenes si la
temperatura del aire desciende por debajo de -2.5°C (Andrades-Rodriguez y

Gonzalez-San José, 1995).
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Durante la maduracion, para alcanzar concentraciones de azucares y acidos
organicos satisfactorias, la temperatura media debe alcanzar al menos 18°C.
Las temperaturas bajas provocan un bajo nivel de polifenoles en las uvas, al
igual que ocurre con temperaturas muy elevadas, ya que la sintesis de estos
compuestos se inhibe por encima de los 35°C. (Kliewer y Torres, 1972). El
rango Optimo para la sintesis de antocianos esta entre 17-26°C, siendo en los
climas calidos donde se producen uvas mas coloreadas ya que el 6ptimo de
temperatura coincide con la maduracion (Bautista-Ortin, 2005). La acumulacion
de antocianos y taninos se ve favorecida cuando se produce una alternancia de
temperaturas altas y bajas entre las horas del dia y de la noche (Cresy, 2001).
Ademas, una marcada diferencia entre la temperatura nocturna y la diurna
también favorece una maduracion lenta del fruto, lo que lleva consigo el

desarrollo 6ptimo de los constituyentes aromaticos.

También se ha demostrado que altas temperaturas en la proximidad de la
vendimia provocan una gran disminucion de la acidez. Meriaux (1982) encontr6
correlaciones negativas entre la suma de los grados/dia del periodo de

maduracion y la acidez de los mostos.

7.1.1.2 Pluviosidad

Las lluvias de invierno no tienen influencia directa sobre la fisiologia de la
vid. El agua penetra en el suelo donde puede ser drenada o retenida. Cuando
es retenida constituye una reserva que se utilizara durante el verano. Es
conveniente que los veranos sean calidos y secos. Los veranos humedos y las
lluvias en época de crecimiento favorecen el ataque de plagas. Las
precipitaciones anuales deben estar alrededor de 600 mm, y entre los meses
de Abril a Septiembre los valores 6ptimos deben estar entre 250 y 300 mm
(Andrades-Rodriguez, 1995).

La disponibilidad hidrica de la cepa tiene una gran influencia sobre el
contenido en compuestos fendlicos (Jackson y Lombard, 1993). Muchos
autores sostienen que el contenido en compuestos fendlicos disminuye

drasticamente en afios muy lluviosos debido, probablemente, al tamafio
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alcanzado por las bayas y, por lo tanto, a la menor relacion hollejo/pulpa
(Fregoni, 1977; Guilloux, 1981; Koundouras et al., 1999). Aunque, por otro lado,
existe un nivel critico de alimentacion hidrica por debajo del cual disminuye el

almacenamiento de azucares en la baya.

7.1.1.3 Insolacién.

Uno de los principales factores que influye sobre la sintesis de compuestos
fendlicos es la insolacion. Por una parte es imprescindible para garantizar la
fotosintesis, necesaria para abastecer de energia a la planta, y por otra parte
actla directamente sobre la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) (Zamora,
2003). La fenilalanina es transformada en acido cinAmico gracias a la accion
del enzima PAL, después el acido cinamico es utilizado para la sintesis de
todos los compuestos fendlicos (Shirley, 1998). El enzima PAL se ve
fuertemente activado por la presencia de luz, mientras que en la oscuridad se

produce una desactivacion (Hiratsuka, 2001).

El minimo anual de horas de insolacién necesarias para el cultivo de la vid
se estima entre 1500 y 1600, de las cuales unas 1200 deben recibirse en el
periodo vegetativo (Winkler, 1978). Aunque un exceso de horas de insolacion
puede producir deficiencias en la calidad del vino, con una elevada graduacion

alcohdlica y un bajo contenido de acido malico (Andrades-Rodriguez, 1995).

7.1.1.4 Suelo.

El suelo se puede considerar como el resultado de la interaccion entre el
clima y agentes activos (seres vivos) y pasivos (tipo de roca y relieve) (Gomez-
Miguel, 2003).

En terrenos fértiles, ricos en materia organica y con un alto contenido de
nitrogeno se producira un gran desarrollo de la parte vegetativa de la planta, lo
gue provocara una sintesis proteica muy activa que necesitara utilizar una gran
cantidad de la fenilalanina disponible en la uva. En esas condiciones no se

podr& disponer de suficiente fenilalanina para sintetizar compuestos fendlicos,
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por lo que se obtendran cosechas muy abundantes pero pobres en compuestos

fendlicos (Koundouras et al., 1999).

Por el contrario, en suelos poco fértiles y con cierto estrés hidrico se
producira menos desarrollo vegetativo, 10 que significa que no se necesitara
tanta fenilalanina para la sintesis proteica. Por lo tanto, habra mas fenilalanina
disponible para la sintesis de compuestos fendlicos. Se obtendran cosechas

menores pero con uvas ricas en compuesto fendlicos.

De manera general se puede afirmar que terrenos pobres, sueltos, calizos y
pedregosos dan lugar a vendimias de alta calidad, mientras que de terrenos
fértiles se obtendran altas producciones pero de peor calidad (Bautista-Ortin,
2005).

7.1.2 CONCEPTO DE ZONIFICACION

Puesto que los factores edafoclimaticos juegan un papel muy importante en
el desarrollo de la baya y, por tanto, en la calidad final del vino, resulta
imprescindible estudiar las caracteristicas climaticas y edafolégicas de los

terrenos viticolas para conocer como afectaran a la produccion.

La zonificacion se define como la investigacion del territorio con el fin de
repartirlo en zonas relativamente homogéneas como resultado de la interaccion
entre el vifiedo y el ambiente (Fregoni, 1998). La zonificacion agroecolédgica de
areas cultivadas tiene por objeto determinar espacios con distintas aptitudes

para la produccion agricola.

En Espafia la produccion de vinos de calidad se centra fundamentalmente
en un sistema de distribucion territorial basado en las Denominaciones de
Origen y a este respecto, P. Huglin consideraba ya en 1978 que se deben
basar en “la delimitacion de zonas con condiciones ecoldgicas particularmente

privilegiadas o, como rara vez se dice, simplemente originales”.
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En la vid, la zonificacion permite indicar que variedades tienen mas
adaptacion en cada lugar, conocer las limitaciones ambientales para el cultivo y
sentar las bases de estudios sobre tipicidad y originalidad de la produccién que
permitan establecer areas con indicacion geografica o denominacion de origen
y dentro de ellas, subzonas singulares por su potencialidad de dar vinos de

calidad diferenciada (Atenza-Juéarez et al., 2008).

Hidalgo (1980), realiz6 una primera zonificacion climatica de las areas
viticolas en Espafia, utilizando diversos indices, valida a nivel macrocliméatico.
Pero el andlisis a escala mesoclimatica requiere circunscribir areas de
extension mas limitadas y un buen conocimiento de las condiciones locales,
para lo que se necesita contar con un gran numero de estaciones
meteoroldgicas. La caracterizacibn de zonas viticolas plantea en Espafia
problemas especificos por las caracteristicas peculiares del territorio, por el
tamafio, distribucion e indice de ocupacion viticola en las distintas

Denominaciones de Origen.

Para realizar un estudio global de zonificacion es necesaria una compleja
investigacion interdisciplinar (edafolégica, geoldgica, cartogréfica, enoldgica,

estadistica, informatica e, incluso, econémica).

Atenza-Juérez et al. (2008) realizé un estudio de zonificacion viticola de la
variedad Monastrell en la D.O. Jumilla, obteniendo como resultado un
parcelario digital de la zona productora cuyas unidades cartograficas sintetizan
las relaciones entre el factor edéafico (drenaje, contenido de agua disponible, pH
y profundidad del suelo), el factor morfolégico del terreno (modelo digital de
elevaciones, pendientes y orientacion), y el factor climatico (integrales térmicas
e indices climaticos) para cada parcela registrada en la Denominacion de
Origen. Para facilitar el tratamiento de la informacién generada en la
zonificacion, ésta se integré en un Sistema de Informacion Geografica (SIG)
que conjuntamente con la informacion de calidad de la produccion sirve para
delimitar las areas mas adecuadas para obtencién de vinos de calidad de uva
Monastrell. ElI modelo obtenido puede ser extrapolado a las otras

Denominaciones de Origen de la Region de Murcia.
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La D.O. Jumilla se situa entre el Norte de la Region de Murcia y el Sureste
de la provincia de Albacete, se trata de una altiplanicie rodeada de montafas
qgue actua como comarca de transicion entre la llanura manchega y las tierras
mediterraneas. Se trata de un territorio elevado (entre 400 y 900 m.s.n.) con
suelos pardos y pardo-rojizos, calizos, sueltos y pedregosos, con una textura
franca y franco-arenosa que les confiere una buena aireacion. Poseen gran
capacidad hidrica y mediana permeabilidad, aprovechando bien el agua
disponible. Son suelos pobres en materia organica, con un pH alto y baja
salinidad. El clima es duro, continental, aunque influido por el relativamente
proximo Mediterraneo. Es un clima soleado (unas 300 horas de sol al afio),
arido y de escasas lluvias (alrededor de 300 I/m? anuales) que pueden llegar a
ser torrenciales en algunas ocasiones. La temperatura media anual es de
16°C, con inviernos frios que alcanzan temperaturas bajo cero y veranos
calurosos donde se superan los 40°C. EIl periodo de heladas tiene lugar

normalmente entre los meses de noviembre y marzo.

La D.O. Bullas abarca los municipios de Bullas, Mula, Ricote, Cehegin,
Lorca, Caravaca y Moratalla. Se sitda en altitudes que oscilan entre 400 y 800
m.s.n. El terreno es de tipografia accidentada, con altitud creciente de sur a
norte, que origina pequefios microclimas propios. El suelo es pardo-calizo, con
bajo contenido en materia organica, buen drenaje y elevado nivel de caliza.
Posee veranos muy calurosos, aunque el clima es generalmente mas frio que
en otras denominaciones murcianas, con fuertes vientos y heladas esporadicas
entre los meses de octubre y abril. La temperatura media es de 15,6°C. En

septiembre y octubre se pueden producir lluvias torrenciales y tormentas.

La D.O. Yecla comprende el término municipal de Yecla, a una altitud
comprendida entre 400 y 800 m.s.n. Los suelos son de roca caliza, profundos y
de gran permeabilidad, aprovechando bien las escasas lluvias (alrededor de
300 mm al afio). Tiene inviernos muy frios y veranos muy célidos, con una

temperatura media anual de 19,9 °C.
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7.2 RESULTADOS Y DISCUSION.

En esta campafia se estudiaron las caracteristicas de la uva en el momento
de la vendimia y se compararon los parametros cromaticos entre los vinos de
las diferentes zonas obtenidos mediante una elaboracién tradicional y
analizados al final de la fermentacién alcohodlica. También se estudio el efecto
de los tratamientos de frio y enzimaticos en la vinificacion de las uvas de

Monastrell de cada una de las zonas.

7.2.1 CARACTERISTICAS DE LA UVA EN EL MOMENTO DE LA VENDIMIA.

En la Tabla 7.1 se recogen los resultados obtenidos al analizar las
caracteristicas fisicoquimicas de la uva en el momento de la vendimia. Las
bayas de las uvas de Monastrell procedentes de la Cafiada del Judio fueron las
de mayor peso, y las de las zonas de Albatana y Chaparral las uvas de menor
peso. No se observo diferencias en el contenido de azucares entre las uvas de
la Cafiada del Judio, Albatana o Chaparral, sin embargo las uvas de la zona de
Montealegre si que presentaron un contenido de azUcares significativamente
menor, coincidiendo ademas con un menor pH y una mayor acidez debida a
una mayor concentraciéon de acido malico. Las uvas de Montealegre fueron
también en las que se encontr6 una mayor indice de madurez celular (62,16 %)
y un menor contenido de polifenoles totales. Los resultados parecen indicar que
las uvas de esta zona se encontraban menos maduras y con menor facilidad
frente a la extraccion de compuestos fendlicos que las otras tres zonas, a pesar
de que fueron las dltimas en ser vendimiadas. En la Tabla 3.2 del capitulo de
Materiales y Métodos, en la que se recogen los datos edafoclimaticos de esta
campafa, se puede observar que la zona de Montealegre se vendimio en
octubre, mientras que las de Albatana y Chaparral se vendimiaron en
septiembre y la de Cafiada del Judio en agosto. Sin embargo, a pesar del largo
periodo de maduracion de las uvas de Montealegre, éstas alcanzaron menor
madurez tecnoldgica y fendlica, o que pudo ser debido a que en esa zona
durante los meses de septiembre y octubre se registraron bajos valores de
horas de sol y de temperatura media. Una menor insolaciéon influye

directamente sobre el enzima PAL, que se ve menos activado para la
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transformacién de fenilalanina en acido cinamico, necesario para la sintesis de
todos los compuestos fendélicos (Zamora, 2003). Por otro lado, el rango 6ptimo
de temperatura para la formacion de antocianos esté entre 17-26 °C (Bautista-
Ortin, 2005) y en la zona de Motealegre, las temperaturas de los meses de
septiembre y octubre fueron, respectivamente, 18,90 °C y 14,43 °C. Esta zona
es la que se encuentra a una mayor altitud (777, 43 m.s.n) y, en altitud, es
posible observar una disminucién de unos 0,6 °C por cada 100 metros
(Hancock, 2005).

El indice de madurez de las pepitas (% IMP) fue elevado y muy similar en
las cuatro zonas, soOlo se encontraron diferencias entre la zona de la Cafiada
del Judio y la de Albatana, siendo esta ultima la que mostré6 un IMP un poco
inferior (56,96 %).

Las uvas de las zonas de Albatana y Cafada del Judio tuvieron una
concentracion de antocianos y un indice de polifenoles totales
significativamente mayor que las de Montealegre y Chaparral. De hecho, el
contenido de antocianos de las uvas de Chaparral fue incluso menor que el de
las uvas de Montealegre. En la Tabla 3.2 se puede observar que en el
Chaparral, en el altimo mes de la maduracion, las horas de sol y la temperatura
fueron inferiores que en la Caflada del Judio y en Albatana, coincidiendo
ademas con una mayor precipitacion. Estos factores influyeron en una menor

sintesis de antocianos en las uvas de esta zona.
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Se realizé también un estudio de la composicion de antocianos, flavonoles y

proantocianidinas de las uvas en el momento de la vendimia.

La Tabla 7.2 muestra los resultados obtenidos en el analisis, mediante
HPLC, de la composicion antocianica. Los valores de las concentraciones
totales de antocianos fueron inferiores a los obtenidos
espectrofotométricamente debido a las diferencias existentes entre los dos
meétodos. No obstante, en el analisis cromatografico también se observo que
las uvas de la zona de Albatana, seguidas de la de la Cafiada del Judio,
contenian mayor concentracion de antocianos que las de Motealegre y
Chaparral. Las uvas de Albatana presentaron mayor cantidad de antocianos no
acilados que las de las otras zonas, pero también contenian mayor cantidad de
acilados (acetatos y cumaratos). El antociano mas abundante en todas las uvas
fue la malvidina-3-glucésido, aunque en general los 5 antocianos
monoglucdsidos se encontraron en gran concentracion, tal y como cabia
esperar segun el perfil antocianico caracteristico de Monastrell, ya que es una
variedad caracterizada por una baja concentracion de antocianos acilados
(Romero-Cascales et al., 2005). En la zona de Chaparral, la concentracién de
peonidina-3-glucésido fue incluso similar a la de malvidina-3-glucésido. Segun
Fernandez-Lépez et al. (1998) la uvas con un alto porcentaje de antocianos
trinidroxilados (delfinidina-3-glucésido, petunidina-3-glucésido y malvidina-3-

glucésido) son variedades muy pigmentadas.

En el estudio de la composicién de flavonoles (Tabla 7.3) se observé que
quercetina-3-glucosido, quercetina-3-glucurénido 'y miricetina-3-glucésido
fueron los flavonoles mas abundantes en las uvas de todas las zonas
estudiadas, coincidiendo con el perfil encontrado en las uvas de Monastrell en
la campafa 2009 y con lo sefialado por Hernandez-Jiménez et al. (2009) que
también encontraron miricetina-3-glucésido como un flavonol mayoritario en
uvas de Monastrell cultivadas en la D.O. Jumilla. Comparando la concentracién
total de flavonoles entre las distintas zonas se volvié a observar que las uvas
de la zona de Albatana, seguidas de las de la Cafiada del Judio fueron las que
presentaron una mayor concentracién de estos compuestos, tal y como habia

sucedido con la concentracion de antocianos. Los flavonoles se sintetizan en
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las capas mas externas de la epidermis de los hollejos y, entre otras funciones,
actlan como protectores de los tejidos frente a la radicacién UV (Flint et al.,
1985). La sintesis de estos compuestos tiene lugar en el cuajado v,
principalmente, a partir del envero (Downey et al., 2004). Su biosintesis
depende, en mayor medida que la de otros compuestos fendlicos, de la
exposicion solar de la planta, de forma que un incremento de la exposicion de
los racimos favorece la acumulacion de flavonoles (Cortell y Kennedy, 2006;
Tarara et al., 2008; Castillo-Mufioz et al., 2009; Koyama et al., 2012).

La Tabla 7.4 muestra los resultados obtenidos al estudiar la composicion y
concentracion de proantocianidinas en los hollejos. Las uvas de la Cafiada del
Judio mostraron los valores mas altos. Al expresar los resultados en pg/baya o
mg/Kg baya, las uvas de la Cafiada del Judio seguidas por las de Albatana
presentaron concentraciones significativamente mayores que las de
Montealegre y Chaparral, siendo en las de esta Ultima zona en las que se
encontraron los valores mas bajos. La acumulacion de taninos en los hollejos
también parece depender de los factores edafoclimaticos como el tipo de suelo,

la temperatura y la pluviosidad (Hernandez-Jiménez et al., 2009).

También se encontraron diferencias en el grado medio de polimerizacion
(GMP), siendo las proantocianidinas de los hollejos de las uvas de Chaparral
las que mostraron una composicion de proantocianidinas mas polimerizadas. El
GMP fue muy similar entre las otras 3 zonas y con valores también muy
similares a los encontrados por Busse-Valverde et al. (2010), aunque inferiores
a los sefialados por Hernandez-Jiménez et al. (2009). Respecto a las unidades
monomeéricas, (+)-catequina fue la unidad monomerica terminal mas abundante
y (-)-epicatequina, seguida de (-)-epigalocatequina, las unidades de extension

presentes en mayor proporcion.

La composicidn y concentracion de proantocianidinas procedentes de las
semillas se muestra en la Tabla 7.5. Como cabia esperar, las semillas
contenian mayor concentracion de proantocianidinas que los hollejos. La mayor
diferencia entre la composicién de proantocianidinas en los hollejos y las

semillas es la ausencia de (-)-epigalocatequina en las semillas, y la menor
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proporcidon en éstas de (-)-epicatequina-3-O-galato. (Prieur et al., 1994). Al
expresar los resultados en pg/g semillas, las mayores concentraciones se
encontraron en las uvas de Chaparral y Montealegre, aunque al expresarlos en
ug/baya, fueron las uvas de Montealegre y Albatana las que contenian mayor
cantidad de proantocianidinas. Las proantocianidinas de las semillas de la
Cafiada del Judio presentaron un GMP significativamente mayor que las de
Chaparral, es decir, las uvas de la Cafada del Judio contenian unas semillas
mas maduras que las de Chaparral ya que el GMP de las semillas aumenta con
la maduracion, siendo menos extraibles conforme avanza la maduracion
(Gonzéalez-Neves et al., 2003). No se observaron diferencias significativas en el
GMP de las otras zonas ni en el porcentaje de galoilacion.
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en uva (mg/Kg uva) determinados por HPLC, campafia

Antociano C. Judio Albatana Montealegre  Chaparral
Delfinidina-3-glucésido 38,17b 27,87ab 34,09ab 21,21a
Cianidina-3-glucésido 67,42b 85,66¢C 22,05a 70,65b
Petunidina-3-glucésido 46,15ab 57,12b 62,19b 31,45a
Peonidina-3-glucdsido 66,37a 147,72c 62,61a 117,03b
Malvidina-3-glucésido 219,29b 228,00b 175,25a 121,45a
Delfinidina Acetato 2,13a 3,89b 2,45ab 2,62ab
Cianinida acetato 3,16a 6,06b 2,33a 3,80a
Petunidina acetato 3,45a 7,74b 4,78a 3,16a
Peonidina acetato 3,67a 7,65b 3,08a 5,92b
Malv.Acet+Delf.cum. 17,09a 26,10b 16,22a 15,04a
Peonidina cafeato 1,37a 7,96¢ 4,58b 3,18ab
Cianidina caf+cum. 10,08a 29,72c 19,67b 12,39a
Petunidina cumarato 12,25ab 14,39b 10,90ab 8,99a
Malvidina cum. cis 9,28a 18,31c 7,61la 15,21b
Peonidina cum -+ 37,95a 59,19b 46,48ab 38,61a
Malv. Cumarato trans

Totales 537,82b 727,37¢C 474,28a 470,70a
No acilados 437,41b 546,37c 356,a 361,78a
Acilados 100,42a 180,99b 118,10a 108,92a
Acetatos 29,51a 51,43b 28,85a 30,54a
Cumaratos 69,55a 121,60b 84,66a 75,20a

Letras diferentes en la misma fila y para cada afio muestran diferencias significativas
segun test de Duncan (p>95) n=3. Abreviaturas: Malv: malvidina; Delf: delfinidina; acet:
acetato; cum: cumarato; caf: cafeato.
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Tabla 7.3. Flavonoles en uva (mg/Kg uva) determinados por HPLC, campafa
2008.

Flavonoles C.Judio Albatana  Montealegre  Chaparral
Miricetina-galactosido 0,42a 0,92a 0,44a 0,74a
Miricetina-glucésido 12,24b 10,92b 6,98a 7,04a
Quercetina-galactdsido 3,38b 5,19¢c 1,64a 0,67a
Quercetina-glucorénido 9,73a 9,74a 8,66a 7,79a
Quercetina-glucésido 30,19b 49,12¢ 15,66a 16,95a
Kampferol-galactésido 0,94b 1,06b 0,59a 0,52a
Kampferol-glucésido 451b 8,10c 3,23ab 1,96a
Isorhamnitina-glucosido 0,57a 0,41a 0,38a 0,60a
Siringetina-glucésido 0,37a 0,77a 0,68a 0,53a
Total 63,64b 88,97c 39,49a 37,85a

Letras diferentes en la misma fila y para cada afio muestran diferencias significativas
segun test de Duncan (p>95%) n=3.
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Tabla 7.4. Composicion de proantocianidinas en hollejos determinada por HPLC,
campanfa 2008.

C.Judio Albatana Montealegre  Chaparral
ug/g hollejo 8691,30b 4139,51a 3706,93a 3388,37a
ng/baya 947,11d 644,06¢ 445,94b 310,57a
mg/kg uva 593,80c 313,87b 203,07a 202,86a
GMP 15,12a 15,14a 15,87a 34,22b
%Galoilacion 1,78a 1,43a 3,11b 2,62b
%C, 4,26b 4,22b 4,33b 1,92a
%E; 2,36b 2,39b 1,99a 1,18a
%EGt nd nd nd nd
%C, 1,43b 1,72c 0,94a 1,92d
%E. 62,71a 72,30b 63,97a 68,38b
%EG, 1,78a 1,43a 3,11b 2,62b
%EGC, 27,46¢ 17,94a 25,66bc 23,98b

Letras diferentes en la misma fila y para cada afio muestran diferencias significativas
segun test de Duncan (p>95%) n=3. Abreviaturas: CS: Cabernet Sauvignon; GMP:
grado medio de polimerizacién; C;: (+)-catequina terminal; E;: (-)-epicatequina terminal;
EG::(-)-epicatequina galato terminal; C.:(+)-catequina de extension; E.: (-)-epicatequina
de extension; EGe: (-)-epicatequina galato de extension; EGC.: (-)-epigalocatequina de
extension; nd: no detectado.
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Tabla 7.5. Composicion de proantocianidinas en semillas determinada por
HPLC, campaiias 2008.

C.Judio Albatana Montealegre  Chaparral
pg/g semillas 17833,15a 16727,96a 21616,27b 21971,64b
ug/baya 1943,36a 2604,00b 2600,45b 2013,47a
mg/kg uva 1218,41a 1269,00a 1184,18a 1315,13a
GMP 6,40b 6,25ab 6,35b 6,06a
%Galoilacion 14,29a 14,70a 13,40a 13,59a
%C, 5,45d 5,01c 3,80a 4,29b
%E; 6,43a 7,45b 8,77c 8,41c
%EGt 3,74b 3,55b 3,16a 3,81b
%C, 8,95b 8,91b 6,81a 6,51a
%E, 64,87a 63,93a 67,22b 67,20b
%EG. 10,55a 11,15a 10,23a 9,78a
%EGC, nd nd nd nd

Letras diferentes en la misma fila y para cada afio muestran diferencias significativas
segun test de Duncan (p>95%) n=3. Abreviaturas: CS: Cabernet Sauvignon; GMP:
grado medio de polimerizacion; C.: (+)-catequina terminal; E;. (-)-epicatequina terminal;
EG:.(-)-epicatequina galato terminal; C.:(+)-catequina de extension; E.: (-)-epicatequina
de extensién; EG.: (-)-epicatequina galato de extension; EGC.: (-)-epigalocatequina de
extension; nd: no detectado.
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7.2.2 CARACTERISTICAS CROMATICAS DE LOS VINOS AL FINAL DE LA
FERMENTACION ALCOHOLICA

En la Tabla 7.6 se muestran los parametros cromaticos de los vinos de
Monastrell de las 4 zonas estudiadas, obtenidos mediante una elaboracion

tradicional y analizados al final de la fermentacion alcohdlica.

Las diferencias observadas entre las uvas de las diferentes zonas se vieron
reflejadas también en los vinos. Los vinos de las zonas de la Cafiada del Judio
y Albatana presentaron mayor intensidad de color, mayor indice de polifenoles
totales y mayor contenido de antocianos y taninos que los vinos de
Montealegre y Chaparral. Los vinos de la Cafada del Judio fueron los que
mostraron una mayor concentracion de antocianos. La mayor concentracién de
taninos se encontré en los vinos de Albatana. Los vinos de Montealegre, pese
a contener menos compuestos fendlicos y menor intensidad de color que los de
la Cafiada del Judio o Albatana, mostraron sin embargo un porcentaje de rojo y
una fraccion de antocianos copigmentados similar a los de estas zonas. Los
vinos de la zona de Chaparral fueron los menos coloreados y los de menor
contenido en antocianos y taninos. Esto vinos ademas presentaron una
fraccion de color debida a fendbmenos de copigmentacion menor que los de las

otras zonas, y un color con tonalidades mas amarillas.

Los resultados parecen indicar que las zonas donde, en las Ultimas etapas
de la maduracién, se habian registrado mayor numero de horas de sol,
mayores temperaturas y menor pluviosidad dieron lugar a vinos con mejores
caracteristicas cromaticas, probablemente por el hecho de que se vio mas
favorecida la sintesis de compuestos fendlicos. Muchos autores han indicado
qgue factores climaticos como la exposicion solar y la temperatura tienen un
gran impacto sobre la acumulacién de compuestos fendlicos (Downey et al.,
2004; Cortell y Kennedy, 2006; Matus et al., 2009; Chorti et al., 2010). Cortell y
Kennedy (2006) encontraron que la exposicion solar tras el envero
incrementaba los niveles de antocianos y proantocianidinas en las pieles de las
uvas. Aunque otros autores también han indicado que un exceso de radiacion o

temperaturas muy elevadas también pueden interferir negativamente en la
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sintesis de estos compuestos, disminuyendo su presencia en las uvas y, por
consiguiente, en los vinos (Chorti et al., 2010; Lorrain et al., 2010). No obstante,
otros factores como las caracteristicas del vifiledo y las préacticas culturales
también deber ser tenidos en cuenta. El microclima del racimo puede depender
del manejo especifico que se haga de la vegetacion (Pieri y Fermaud, 2005), y
el aporte de nitrégeno juega un papel muy importante en el vigor y rendimiento
de la vifia, asi como en su maduracion y composicion (Holzapfel y Treeby,
2007; Apolinar-Valiente, 2011).
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Tabla 7.6. Parametros cromaticos de vinos de Monastrell obtenidos mediante una
elaboracion tradicional, campafia 2008.

C.Judio Albatana Montealegre Chaparral
IC 16,62b 14,66b 10,02a 8,58a
T 0,41a 0,46a 0,47a 0,62b
L* 14,22a 15,04a 21,05b 21,60b
a* 46,96a 48,01a 53,56b 53,40b
b* 24,51 25,89 35,30 35,80
C* 52,97a 54,55a 64,14b 64,29b
H* 27,55a 28,34a 33,38b 33,84b
FCA 0,39ab 0,38ab 0,44b 0,28a
FFA 0,50ab 0,47ab 0,43a 0,53b
FPP 0,11a 0,15ab 0,13a 0,19b
% Rojo 65,69b 63,23b 63,05b 56,40a
% Amarillo 27,10a 29,01a 29,43a 35,06b
% Azul 7,20a 7,76a 7,52a 8,54b
IPT 56,92b 54,42b 36,40a 34,09a
AT 577,38d 451,54c 396,52b 309,50a
TT 499,65c 620,89d 289,41b 109,05a

Letras diferentes en la misma fila muestran diferencias significativas segun test de Duncan
(p>95) n=3. Abreviaturas: T: testigo; NC: nieve carbdnica; MPF: maceracién prefermentativa en
frio; EC: enzima comercial; G: galactosidasa; IC: intensidad de color; T:tono; FAC: fraccion de
color debida a antocianos copigmentados; FFA: fraccion de color debida a antocianos libres;
FPP: fraccion de color debida a pigmentos poliméricos; IPT: indice de polifenoles totales; AT:
antocianos totales (mg/L); TT: taninos totales (mg/L).
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7.2.3 INFLUENCIA DE LAS TRATAMIENTOS DE FRIO Y ENZIMATICOS
SOBRE LOS VINOS DE LAS DISTINTAS ZONAS

Se estudi6 el efecto de los tratamientos de frio (adicion de nieve carbodnica y
maceracion prefermentativa en frio) y la adicibn de enzimas macerativos
(preparado enzimatico comercial y enzima natural con actividad (-
galactosidasa) en la vinificacién de las uvas de Monastrell de las diferentes

Zonas.

7.2.3.1 Canada del Judio

Al estudiar los parametros cromaticos de los vinos de la Cafada del Judio
analizados al final de la fermentacién alcohdlica (Tabla 7.7), se observo que los
vinos obtenidos mediante maceracién prefermentativa en frio mostraron una
intensidad de color significativamente mayor que el vino testigo y que el resto
de tratamientos. Sin embargo, con la maceracion prefermentativa en frio no se
obtuvo una mayor concentracion de antocianos y los vinos mostraron un mayor
valor del tono debido a una mayor contribucién de la componente amarilla. El
tratamiento con nieve carbonica fue el Gnico que dio lugar a una concentraciéon
de antocianos significativamente mayor que la del vino testigo. Aunque al
analizar la composicion de antocianos mediante HPLC (Tabla 7.8) no se
observaron diferencias significativas entre tratamientos y testigo ni en el
contenido total de antocianos ni en la proporciones de antocianos acilados.
Malvidina-3-glucésido fue el antociano mas abundante en todos los vinos. La
concentracion de antocianos no acilados fue mayor que la de acilados,
caracteristica frecuente en vinos de Monastrell debida al perfil antocianico de la
uvas de esta variedad (Romero-Cascales, 2008).

Tampoco se encontraron diferencias en el contenido total de flavonoles
entre los vinos tratados y el vino testigo al analizarlos al final de la fermentacién
alcohdlica (Tabla 7.9). Unicamente se observé que con el tratamiento de nieve
carbonica, la concentracion total de estos compuestos fue significativamente
mayor que con la adicion de enzima B-galactosidasa. Quercetina-3-glucoésido,

seguida de miricetina-3-glucdsido y de quercetina-3-glucurénido fueron los
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flavonoles mas abundantes en todos los vinos, coincidiendo con lo observado
en la uva de Monastrell de esta zona al analizarla en el momento de la

vendimia.

Respecto a la composicién de proantocianidinas en los vinos analizados al
final de la fermentacion alcohdlica (Tabla 7.10), en los tratamientos con nieve
carbonica, maceracion prefermentativa en frio y adicibn del preparado
enzimatico comercial se observd un contenido significativamente mayor de
proantocianidinas totales que en el vino testigo. (-)-Epicatequina de extension,
seguida de (-)-epigalocatequina de extension, fueron las unidades
monomeéricas mas abundantes en todos los vinos. Respecto a las unidades
terminales, fue (+)-catequina la que se encontré en mayor proporcion. Alvarez
et al. (2006) también encontraron un aumento en la concentracion de
proantocianidinas en vinos de Monastrell sometidos a una maceracion
prefermentativa en frio con y sin nieve carbonica. Aunque hay que destacar
que, en nuestro estudio, con la maceracion prefermentativa en frio se obtuvo
un porcentaje de (-)-epigalocatequina de extensidon significativamente menor
que en el resto de los vinos. La (-)-epigalocatequina de extension detectada en
los vinos solo puede proceder de los hollejos. ElI hecho de que con la
maceracion prefermentativa en frio se observara una mayor presencia de
taninos en el vino pero, sin embargo, no aumentase la concentracién de (-)-
epigalocatequina de extension, pone de manifiesto que esta técnica favorecio
la extraccién de taninos de las semillas. Las uvas de la Cafiada del Judio
fueron las que presentaron menor madurez en las pepitas (mayor %IMP).
Coincidiendo con lo observado en las campafas anteriores, la extraccion de
taninos de las semillas parece no depender Unicamente de la presencia de
alcohol. Asi, cuando las semillas no se encuentran suficientemente maduras y
las estructuras celulares de sus tejidos muestran rigidez, la maceracion
prefermentativa en frio (en ausencia de alcohol) es capaz de favorecer la
extraccion de proantocianidinas de las semillas. Busse-Valverde et al. (2010)
también observaron este efecto sobre la extraccion de taninos de las semillas
en vinos de Monastrell, Syrah y Cabernet Sauvignon sometidos a una

maceracion prefermentativa en frio.
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Tabla 7.7. Parametros cromaticos de vinos de Monastrell de la Cafiada del Judio

a final de la fermentacion alcohdlica, campafia 2008.

T NC MPF EC G

IC 16,62ab 17,02b 31,55¢ 17,08b 15,85a
T 0,41a 0,40a 0,94b 0,41a 0,42a
L* 14,22ab 13,84ab 15,72c 13,73a 14,98bc
a* 46,96a 46,43a 48,82b 46,43a 47,87ab
b* 24,51ab 23,85ab 27,07c 23,66a 25,79bc
c* 52,97a 52,20a 55,83b 52,11a 54,39ab
H* 27,55ab 27,18ab 29,00c 27,00a 28,29bc
FCA 0,39b 0,38ab 0,38ab 0,35a 0,36ab
FFA 0,50a 0,52ab 0,52ab 0,54b 0,53ab
FPP 0,11b 0,10a 0,10a 0,11b 0,11b
% Rojo 65,69b 66,25b 48,90a 65,70b 65,59b
% Amarillo 27,10a 26,61a 46,19b 27,01a 27,28a
% Azul 7,20b 7,14b 491a 7,28b 7,13b
IPT 56,92a 55,87a 54,57a 57,62a 55,10a
AT 577,38a 654,31b 550,12a 585,81a 543,17a

Letras diferentes en la misma fila muestran diferencias significativas segun test de
Duncan (p>95) n=3. Abreviaturas: T: testigo; NC: nieve carbodnica; MPF: maceracion
prefermentativa en frio; EC: enzima comercial; G: galactosidasa; IC: intensidad de
color; T: tono; FAC: fraccion de color debida a antocianos copigmentados; FFA:
fraccion de color debida a antocianos libres; FPP: fraccion de color debida a pigmentos
poliméricos; IPT: indice de polifenoles totales; AT: antocianos totales (mg/L); TT:
taninos totales (mg/L).
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Tabla 7.8. Antocianos (mg/L) por HPLC para vinos de Monastrell de la Cafada del

Judio afinal de la fermentacion alcohdlica, campafia 2008.

Antociano T NC MPF EC G
Delfinidina-3-glucésido 38,30a 45,56a 44,69a 37,55a 33,64a
Cianidina-3-glucésido 30,19a 27,77a 31,91a 27,54a 27,82a
Petunidina-3-glucésido 60,01a 68,85a 67,83a 58,87a 54,22a
Peonidina-3-glucésido 70,50ab 69,12ab 75,71b 61,42a 62,14a
Malvidina-3-glucésido 233,96a 256,82a 256,22a 231,25a 215,24a
Vitisina A 6,20a 7,28a 6,06a 6,42a 577a
Delfinidina Acetato 6,08a 7,85a 5,44a 5,89a 6,03a
Vitisina B 5,32a 4,66a 4,08a 4.42a 4,05a
Acetil vitisina A 8,03a 6,79a 5,76a 7,89a 7,00a
Cianinida acetato 7,94a 7,43a 6,98a 8,28a 6,81la
Petunidina acetato 4,04a 3,55a 8,38a 8,43a 2,98a
Peonidina acetato 11,27a 10,44a 9,61a 8,84a 9,52a
Malv.acet+Delf.cumarato 25,08a 26,76a 25,87a 25,01a 22,29a
Peonidina cafeato 10,23a 10,63a 11,51a 9,89a 9,45a
Cianidina caf+cum 4,95a 4,23a 3,67a 3,57a 4,30a
Petunidina cumarato 9,83a 11,00a 10,72a 9,68a 9,08a
Malvidina cumarato cis 4,78a 4,14a 3,86a 3,37a 3,79a
Peonidina cumarato 12,14a 11,73a 12,39a 10,42a 10,46a
Malv. Cumarato trans 35,17a 39,59a 38,61a 33,36a 32,10a
Totales 584,01a 624,19a 629,30a 562,13a 526,70a
No acilados 432,95a 468,11a 476,36a 416,65a 393,06a
Acilados 131,51a 137,35a 137,04a 126,75a 116,82a
Acetatos 54,40a 56,03a 56,28a 56,46a 47,63a
Cumaratos 66,88a 70,68a 69,25a 60,41a 59,74a
Vitisinas 19,55a 18,74a 15,90a 18,73a 16,82a

Letras diferentes en la misma fila muestran diferencias significativas segun test de Duncan (p>95)
n=3. Abreviaturas: T: testigo; NC: nieve carbdnica; MPF: maceracion prefermentativa en frio; EC:
enzima comercial; G: galactosidasa; acet: acetato; caf: cafeato; cum: cumarato;
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Tabla 7.9. Flavonoles (mg/L) por HPLC para vinos de Monastrell de la Cafiada del
Judio al final de la fermentacién alcohdlica, campafia 2008.

Flavonol T NC MPF EC G
Miricetina galactosido 2,07a 2,61a 2,09a 2,14a 2,06a
Miricetina glucdésido 35,04a 40,16b 36,60ab 36,90ab 33,36a
Quercetina galactésido 7,84b 8,67c 8,10bc 7,97bc 6,90a
Quercetina glucurénido 22,02a 24 41a 23,59a 20,45a 21,64a
Quercetina glucoésido 62,83a 64,55a 64,32a 64,08a 59,85a
Kampferol galactésido 2,04a 2,33b 2,19ab 2,10ab 1,99a
Kampferol glucésido 4. 40a 6,11a 7,95a 5,87a 8,06a
Isorhamnitina glucésido 3,08a 3,15a 3,3ba 3,15a 3,07aa
Siringetina glucosido 1,81ab 1,80ab 1,92b 1,80ab 1,53a
Totales 141,13ab 153,80b 150,11ab  144,47ab 138,46a

Letras diferentes en la misma fila muestran diferencias significativas segun test de
Duncan (p>95) n=3. Abreviaturas: T: testigo; NC: nieve carbonica; MPF: maceracion
prefermentativa en frio; EC: enzima comercial; G: galactosidasa.
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Tabla 7.10. Composicion de proantocianidinas en vinos de Monastrell de la
Cafada del Judio afinal de la fermentacion alcohdlica, campafia 2008.

T NC MPF EC G
GMP 6,23ab 5,84a 5,71a 6,67b 5,86a
%Galoilacion 1,13a 1,12a 1,13a 1,11a 1,26a
%C, 12,06ab 13,26b 13,39b 11,05a 13,25b
%E; 3,92a 3,85a 4,06a 3,86a 3,79a
%EG; 0,08a 0,07a 0,04a 0,09a 0,10a
%C, 2,62ab 2,48a 2,66b 2,60ab 2,65b
%E. 56,81ab 55,27a 57,76b 57,01ab 55,71ab
%EG, 1,05a 1,05a 1,08a 1,02a 1,15a
%EGC, 23,46b 24,01b 21,00a 24,38b 23,34b
PT 499,65a 606,16b 633,86b 588,03b 509,10a

Letras diferentes en la misma fila muestran diferencias significativas segun test de
Duncan (p>95) n=3. Abreviaturas: T: testigo; NC: nieve carbonica; MPF: maceracion
prefermentativa en frio; EC: enzima comercial; G:galactosidasa; GMP: grado medio de
polimerizacién; C;: (+)-catequina terminal; E;: (-)-epicatequina terminal; EG; . (-)-
epicatequina galato terminal; C.: (+)-catequina de extension; E. : (-)-epicatequina de
extension; EG.: (-)-epicatequina galato de extensién; EGC,: (-)-epigalocatequina de
extension; PT: proantocianidinas totales (mg/L).

7.2.3.2 Albatana

La Tabla 7.11 muestra las caracteristicas cromaticas de los vinos de
Monastrell de la zona de Albatana al final de la fermentacion alcohdlica. Solo
con la maceracion prefermentativa en frio se observé un aumento significativo
en la intensidad de color de los vinos al compararlos con la elaboracion
tradicional. Este tratamiento también dio lugar a un mayor indice de polifenoles
totales y a una mayor concentracion de antocianos. Aungue no se observaron
diferencias en la concentracion ni en la composiciéon de antocianos entre los
tratamientos y el testigo cuando se realizo el andlisis mediante cromatografia
liguida (Tabla 7.12).
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Solo con el tratamiento de la nieve carbdnica se obtuvo un contenido total

de flavonoles significativamente mayor que el del vino testigo (Tabla 7.12).

Tampoco se observéd un efecto notable de las técnicas empleadas sobre el
contenido de proantocianidinas en los vinos. De hecho, la concentracion total
de estos compuestos fue mayor en el vino testigo que en los vinos tratados
(Tabla 7.13).

Tabla 7.11. Parametros cromaticos de vinos de Monastrell de la zona de Albatana
a final de la fermentacion alcohdélica, campafia 2008.

T NC MPF EC G
IC 14,66ab 14,21a 16,18c 14,72ab 15,84bc
T 0,46ab 0,46ab 0,45a 0,48b 0,46ab
L* 15,04b 15,03b 13,55a 14,14ab 13,57a
a* 48,01b 47,93b 46,06a 46,76ab 46,09a
b* 25,89b 25,87b 23,34a 24,35ab 23,39%a
c* 54,55b 54,47b 51,64a 52,73ab 51,69a
H* 28,34b 28,35b 26,87a 27,49ab 26,90a
FCA 0,38a 0,38a 0,39a 0,35a 0,39
FFA 0,47a 0,47a 0,46a 0,48a 0,44a
FPP 0,15ab 0,15ab 0,14a 0,17c 0,16bc
% Rojo 63,23ab 62,87ab 63,66b 62,03a 62,94ab
% Amarillo 29,01ab 29,16ab 28,62a 29,78b 29,18ab
% Azul 7,76ab 7,97b 7,72a 8,20c 7,88ab
IPT 54,42ab 53,66a 59,07c 56,55bc 56,11ab
AT 451,54a 472,92ab 505,20b 449,65a 468,59ab

Letras diferentes en la misma fila muestran diferencias significativas segun test de Duncan
(p>95) n=3. Abreviaturas: T: testigo; NC: nieve carbdnica; MPF: maceracion prefermentativa en
frio; EC: enzima comercial; G: galactosidasa; IC: intensidad de color; T: tono; FAC: fraccion de
color debida a antocianos copigmentados; FFA: fraccion de color debida a antocianos libres;
FPP: fraccion de color debida a pigmentos poliméricos; IPT: indice de polifenoles totales; AT:
antocianos totales (mg/L); TT: taninos totales (mg/L).
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Tabla 7.12. Antocianos (mg/L) por HPLC para vinos de Monastrell de la zona de
Albatana a final de la fermentacion alcohélica, campafia 2008.

Antociano T NC MPF EC G
Delfinidina-3-glucésido 20,50a 24,22a 21,74a 19,75a 20,69a
Cianidina-3-glucésido 19,21ab 16,76a 22,40b 19,89ab 20,33ab
Petunidina-3-glucésido 37,93a 42,70a 38,73a 36,83a 37,99a
Peonidina-3-glucésido 55,08a 57,07a 65,92b 57,62a 57,68a
Malvidina-3-glucésido 170,68ab 197,83b 183,43ab 163,32a 173,45ab
Vitisina A 6,15a 5,45a 5,32a 6,09a 5,75a
Delfinidina Acetato 6,61a 4,01a 5,78a 6,49a 6,05a
Vitisina B 5,27ab 3,84a 5,64ab 6,01b 4,97ab
Acetil vitisina A 6,52b 5,58a 6,80ab 7,34b 5,21ab
Cianinida acetato 8,21a 6,30a 8,16a 8,98a 7,17a
Petunidina acetato 5,37a 2,95a 4,01a 5,35a 4,39a
Peonidina acetato 10,80a 9,28a 10,61a 10,71a 9,49a
Malv.acet+Delf.cumarato 21,92a 21,08a 21,31a 20,54a 21,39a
Peonidina cafeato 9,14a 8,55a 9,20a 9,26a 9,78a
Cianidina caf+cum 5,59a 5,06a 4,30a 4,51a 3,68a
Petunidina cumarato 7,29a 7,52a 7,61la 7,29a 8,77a
Malvidina cumarato cis 5,08a 4,28a 3,83a 4,49a 3,40a
Peonidina cumarato 10,99a 11,60a 10,73a 10,67a 10,36a
Malv. Cumarato trans 28,86a 31,36a 29,93a 26,38a 28,97a
Totales 441,19a 465,43a 465,45a 431,52a 439,50a
No acilados 303,39a 338,58a 332,22a 297,41a 310,13a
Acilados 119,86a 111,98a 115,46a 114,66a 113,44a
Acetatos 52,90a 43,61a 49,87a 52,07a 48,49a
Cumaratos 57,82a 59,82a 56,40a 53,33a 55,18a
Vitisinas 17,94a 14,87a 17,76a 19,45a 15,93a

Letras diferentes en la misma fila muestran diferencias significativas segun test de Duncan (p>95)
n=3. Abreviaturas: T: testigo; NC: nieve carbdnica; MPF: maceracion prefermentativa en frio; EC:
enzima comercial; G: galactosidasa; acet: acetato; caf: cafeato; cum: cumarato;
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Tabla 7.13. Flavonoles (mg/L) por HPLC para vinos de Monastrell

Albatana al final de la fermentacion alcohélica, campafia 2008.

de la zona de

Flavonol T NC MPF EC G
Miricetina galactosido 1,62a 2,16b 1,66a 1,54a 1,81ab
Miricetina glucosido 20,18ab 22,98c 21,73bc 19,65a 21,37abc
Quercetina galactésido 4 54a 5,14b 4,43a 4, 36a 4 31a
Quercetina glucurénido  18,18ab 20,63b 17,93ab 16,99a 19,32ab
Quercetina glucoésido 16,38ab  16,31ab 18,52b 14,82a 16,67ab
Kampferol galactésido 1,05a 1,08a 0,92a 0,69a 0,88a
Kampferol glucésido 3,79a 6,44b 3,98a 4 47ab 5,08ab
;‘Jgiriggi“”a 187a  109la 1,80a 1,82a 1,77a
Siringetina glucésido 0,85a 1,82b 1,62b 1,27ab 1,64b
Totales 68,46a 78,47b 72,59ab 65,61a 72,85ab

Letras diferentes en la misma fila muestran diferencias significativas segun test de
Duncan (p>95) n=3. Abreviaturas: T: testigo; NC: nieve carbdnica; MPF: maceracién

prefermentativa en frio; EC: enzima comercial; G: galactosidasa.
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Tabla 7.14. Composicién de proantocianidinas en vinos de Monastrell de la zona
de Albatana a final de la fermentacion alcohélica, campafia 2008.

T NC MPF EC G
GMP 5,50b 5,05a 5,64b 5,78b 5,41ab
%Galoilacion 2,05a 1,75a 1,42a 1,22a 1,47a
%C, 14,04cd 14,76d 13,06ab 12,66a 13,65bc
%E, 3,97a 4,70a 4,64a 4,55a 4,71a
%EG; 0,19a 0,38a 0,07a 0,08a 0,13a
%C. 3,73a 3,37a 3,37a 3,18a 3,27a
%E. 61,35a 62,04a 63,80a 63,22a 61,75a
%EG, 1,86a 1,37a 1,35a 1,14a 1,34a
%EGC, 14,86b 13,37a 13,72a 15,16b 15,15b
PT 620,89a 595,68a 585,67a 582,23a 513,87a

Letras diferentes en la misma fila muestran diferencias significativas segun test de
Duncan (p>95) n=3. Abreviaturas: T: testigo; NC: nieve carbonica; MPF: maceracion
prefermentativa en frio; EC: enzima comercial; G:galactosidasa; GMP: grado medio de
polimerizacién; C;: (+)-catequina terminal; E;: (-)-epicatequina terminal; EG; . (-)-
epicatequina galato terminal; C.: (+)-catequina de extension; E. : (-)-epicatequina de
extension; EG.: (-)-epicatequina galato de extensién; EGC,: (-)-epigalocatequina de
extension; PT: proantocianidinas totales (mg/L).

7.2.3.3 Montealegre

Los resultados obtenidos al analizar los pardmetros croméaticos de los vinos
al final de la fermentacion alcohdlica se muestran en la Tabla 7.15. La
maceracion prefermentativa en frio dio lugar a vinos menos coloreados, con
tonalidades méas amarillas y con menor contenido de antocianos que el vino
testigo y que los vinos obtenidos con las otras técnicas empleadas. No se
observaron diferencias entre el resto de tratamientos y el vino testigo, acaso
cabe sefialar que el vino obtenido con la elaboracion tradicional presento
menor tono, una mayor contribucion de antocianos copigmentados y un mayor

porcentaje de rojo.
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Los vinos de Monastrell de la zona de Montealegre fueron, en general, vinos
menos coloreados y con menor contenido polifendlico que los vinos de la
Cafada del Judio y de Albatana. Estas diferencias pudieron deberse, tal y
como se ha explicado anteriormente, a que las uvas de la zona de Montealegre
se encontraban menos maduras en el momento de la vendimia, mostrando un

elevado indice de madurez celular y un bajo contenido polifendlico.

Al analizar la concentracién de antocianos individuales por HPLC (Tabla
7.16), se siguié observando que la maceracion prefermentativa en frio dio lugar
a vinos con menor contenido total de antocianos que el del resto de los vinos,
mostrando ademas una menor concentracion de antocianos acilados y de
vitisinas. Los antocianos acilados tienen mas estabilizadas las formas
coloreadas (Bautista-Ortin, 2005) y las vitisinas son resistentes a las
variaciones de pH y a la decoloracién por accion del SO, (Sanchez-Iglesias,
2007; Romero-Cascales, 2008), por lo que los vinos obtenidos mediante
maceracion prefermentativa en frio mostraron mayor proporcion de antocianos

susceptibles a la decoloracion.

El contenido de flavonoles en los vinos de esta zona (Tabla 7.17) también
fue menor que el hallado en los vinos de la Cafiada del Judio y Albatana,
principalmente porque se encontraron menores concentraciones de quercetina-
3-glucésido, miricetina-3-glucésido y  quercetina-3-glucuronido.  Estas
diferencias también se habian observado en las uvas, ya que en las uvas de
Montealegre se encontr6 un menor contenido de flavonoles que en las de la
Cafada del Judio y las de Albatana. El tratamiento con el preparado enzimatico
comercial dio lugar a un contenido total de flavonoles significativamente mayor
que el del vino testigo y que el del otro tratamiento enzimatico, aunque sin

diferencias significativas respecto a los tratamientos de frio.

También se observd que, igual que en las uvas, la concentracién de
proantocianidinas en los vinos de Montealegre (Tabla 7.18) fue menor que en
los de la Cafiada del Judio y Albatana. La maceracion prefermentativa en frio
dio lugar a un contenido total de proantocianidinas significativamente mayor

que el del vino testigo. Ademas, con este tratamiento, también se observo un
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aumento en el grado medio de polimerizacion y en el porcentaje de (-)-
epigalocatequina de extension, y un menor porcentaje de galoilacion. Estos
datos ponen de manifiesto que la maceracion prefermentativa en frio favorecio
la extraccion de proantocianidinas procedentes de los hollejos. Este resultado
requiere especial atencion. Algunos autores (Llaudy et al., 2005; Alvares et al.,
2006) han sefalado que las técnicas de maceracion en frio favorecen mas la
extraccion de compuestos fendlicos cuando las uvas no se encuentran
suficientemente maduras. En nuestro estudio también se observdé que la
extraccion de compuestos fendlicos en las variedades Cabernet Sauvignon y
Syrah se vio méas favorecida por las técnicas de frio cuando las uvas
presentaron menor madurez fendlica (campafia 2007). Sin embargo, en la
campana 2008, las uvas de Monastrell de la zona de Montealegre se
vendimiaron con menor madurez (IMC del 62.16%) que las de las otras zonas y
no se observé que las técnicas de frio favoreciesen mas la extraccion de
antocianos o flavonoles, pero si favorecieron la extraccion de taninos de los
hollejos (al menos si lo hizo la maceracion prefermentativa en frio). Es decir, la
maceracion prefermentativa en frio, tal y como se ha venido comentando,
parece favorecer la extraccion de proantocianidinas de las semillas si estas no
se encuentran suficientemente maduras y la extraccién de proantocianidinas de
los hollejos cuando estos no se encuentran suficientemente maduros. O lo que
es lo mismo, favorece la ruptura de aquellos tejidos celulares que se

encuentran mas rigidos.

Ante estos resultados podrian plantearse algunas cuestiones. En primer
lugar, ¢ por qué el tratamiento de congelacion del mosto con nieve carbdnica no
parece mostrar un efecto tan claro sobre la extraccién de compuestos fendélicos
en hollejos o semillas poco maduros? El tratamiento con nieve carbonica
mostré unos efectos similares a los de la maceracién prefermentativa en frio
sobre los hollejos de Syrah en la campafia 2007 y sobre las semillas de
Cabernet Sauvignon en la campafia 2009, aunque no se observo un efecto tan
acusado en otros de los momentos analizados. La congelacion con nieve
carbonica es una técnica de frio mas agresiva que la maceracion
prefermentativa en frio pero, en nuestro estudio, la maceracién total del

tratamiento prefermentativo en frio tuvo una duraciéon de 17 dias (7 dias de
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maceracion en frio en ausencia de alcohol mas 10 dias de maceracion tras
arrancar la fermentacion alcohdlica) mientras que los vinos tratados con nieve
carbodnica tuvieron una maceracion de 11 6 12 dias (1 6 2 dias de maceracién
con CO; hasta la descongelacion del mosto mas 10 dias de maceracion tras
arrancar la fermentacion alcohdlica). Esto significa que, en aquellos casos en
los que se detectaron diferencias entre las dos técnicas, el largo periodo de
maceracion empleado con el primer tratamiento pudo favorecer mas la ruptura
de los tejidos de los hollejos, facilitando mas la extraccion de compuestos

fendlicos.

Otra cuestion que se puede plantear es ¢por qué la maceracion
prefermentativa en frio no favorecié la extraccidon de antocianos pero si la de
proantocianidinas de los hollejos de Monastrell cuando estos presentaron un
elevado indice de madurez celular? Las paredes celulares de los hollejos de
Monastrell tienen mayor espesor y poseen mayor cantidad de material celular
que las paredes celulares de los hollejos de otras variedades como Cabernet
Sauvignon o Syrah (Ortega-Regules et al., 2008). Por otro lado hay que tener
en cuenta que los antocianos se localizan dentro de las vacuolas de las células
de la hipodermis, las células méas préximas a la pulpa son mas ricas en
antocianos gue las que estan cerca de la epidermis. Los taninos de los hollejos
gue pueden ser facilmente extraibles estan localizados en las vacuolas de las
células proximas a la epidermis (Amrani-Joutei y Glories, 1995). Es decir, las
capas mas externas de los hollejos son mas ricas en taninos que en
antocianos. Todo esto podria explicar que con la maceracion prefermentativa
en frio no se consiguidé favorecer la ruptura de las capas mas internas de los
hollejos en las uvas de Monastrell, aunque si se consiguio facilitar la ruptura de
las capas mas cercanas a la epidermis, incrementando asi la difusion de

taninos pero no la de antocianos.
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Tabla 7.15. Parametros cromaticos de vinos de Monastrell de la zona de

Montealegre afinal de la fermentacién alcohdlica, campafia 2008.

T NC MPF EC G

IC 10,02b 9,26b 8,01a 9,32b 9,27b
T 0,47a 0,49b 0,54c 0,49b 0,49b
L* 21,05a 22,33a 22,68a 21,94a 21,72a
a* 53,56a 54,60a 53,49a 54,24a 54,02a
b* 35,30a 36,84a 36,52a 36,45a 35,90a
c* 64,14a 65,87a 64,76a 65,35a 64,87a
H* 33,38a 33,99b 34,31b 33,90ab 33,59ab
FCA 0,44b 0,38a 0,43b 0,38a 0,38a
FFA 0,43a 0,47b 0,40a 0,48b 0,47b
FPP 0,13a 0,15b 0,17c 0,14ab 0,15b
% Rojo 63,05¢c 62,08bc 59,54a 61,77b 61,63b
% Amarillo 29,43a 30,33b 31,92c 30,51b 30,50b
% Azul 7,52a 7,59ab 8,53c 7,72ab 7,88b
IPT 36,40a 37,53a 34,13a 36,54a 35,23a
AT 396,52b 413,99b 270,33a 395,12b 388,78b

Letras diferentes en la misma fila muestran diferencias significativas segun test de
Duncan (p>95) n=3. Abreviaturas: T: testigo; NC: nieve carbdnica; MPF: maceracion
prefermentativa en frio; EC: enzima comercial; G: galactosidasa; IC: intensidad de
color; T: tono; FAC: fraccion de color debida a antocianos copigmentados; FFA:
fraccion de color debida a antocianos libres; FPP: fraccion de color debida a pigmentos
poliméricos; IPT: indice de polifenoles totales; AT: antocianos totales (mg/L); TT:
taninos totales (mg/L).
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Tabla 7.16. Antocianos (mg/L) por HPLC para vinos de Monastrell de la zona de
Motealegre a final de la fermentacion alcoholica, campafia 2008.

Antociano T NC MPF EC G
Delfinidina-3-glucésido 19,66a 19,53a 16,02 18,65a 17,52a
Cianidina-3-glucésido 8,07b 7,14ab 4,88a 8,04b 7,20ab
Petunidina-3-glucésido 33,32a 34,41a 27,57 31,97a 29,97a
Peonidina-3-glucésido 25,92a 24,18a 17,49 25,31a 24,43a
Malvidina-3-glucésido 200,30b 203,72b 177,47a 193,47ab 184,99ab
Vitisina A 5,99a 6,23a 5,85a 5,95a 6,75a
Delfinidina Acetato 4,57ab 4,51ab 3,81a 4,15a 5,60b
Vitisina B 3,18a 7,22b 2,00a 3,87a 3,78a
Acetil vitisina A 3,86a 5,16a 3,88a 4,93a 4,14a
Cianinida acetato 5,22a 6,37a 5,02a 5,26a 5,97a
Petunidina acetato 3,91a 3,97a 3,39a 3,22a 4,99a
Peonidina acetato 6,08a 7,89b 6,26a 5,93a 6,73ab
Malv.acet+Delf.cumarato 17,00b 16,52b 13,53a 15,84b 16,13b
Peonidina cafeato 3,09a 3,28a 2,94a 4,61a 3,73a
Cianidina caf+cum 6,19a 7,18a 5,89a 6,65a 6,01la
Petunidina cumarato 3,47a 3,61la 3,01a 2,64a 3,93a
Malvidina cumarato cis 6,51a 6,98a 6,09a 7,18a 6,81a
Peonidina cumarato 6,71a 6,98a 5,86a 6,41a 6,52a
Malv. Cumarato trans 20,79bc 21,59c 18,19a 18,80ab 18,64ab
Totales 383,84b 396,47b 219,43a 372,91b 363,83b
No acilados 287,26a 288,98a 162,29a 277,45a 264,10a
Acilados 83,55ab 88,87b 49,32a 80,71ab 85,07ab
Acetatos 36,79ab 39,25b 21,34a 34,40ab 39,43b
Cumaratos 43,68a 46,34a 26,02a 41,69a 41,92a
Vitisinas 13,03ab 18,61b 7,82a 14,75ab 14,67ab

Letras diferentes en la misma fila muestran diferencias significativas segun test de Duncan (p>95)
n=3. Abreviaturas: T: testigo; NC: nieve carbdnica; MPF: maceracion prefermentativa en frio; EC:
enzima comercial; G: galactosidasa; acet: acetato; caf: cafeato; cum: cumarato;
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Tabla 7.17. Flavonoles (mg/L) por HPLC para vinos de Monastrell de la zona de
Montealegre al final de la fermentacién alcohdlica, campafia 2008.

Flavonol T NC MPF EC G
Miricetina galactésido 0,89a 1,12ab 0,92a 1,54b 0,90a
Miricetina glucosido 2,40a 3,60a 6,56b 5,86b 2,20a
Quercetina galactosido nd nd nd nd 0,14
Quercetina glucurénido 0,69b 0,54ab 0,39a 0,55ab 0,51ab
Quercetina glucésido 7,96a 7,82a 6,74a 7,79a 7,89a
Kampferol galactésido nd nd nd nd nd
Kampferol glucésido 2,05a 1,68a 1,37a 1,84a 2,24a
Isorhamnitina glucésido nd nd nd nd nd
Siringetina glucésido 1,56a 1,88a 1,59a 1,72a 1,26a
Totales 15,55a  16,64ab 17,58ab 19,29b 15,14a

Letras diferentes en la misma fila muestran diferencias significativas segun test de
Duncan (p>95) n=3. Abreviaturas: T: testigo; NC: nieve carbdnica; MPF: maceracién
prefermentativa en frio; EC: enzima comercial; G: galactosidasa; nd: no detectado.
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Tabla 7.18. Composicién de proantocianidinas en vinos de Monastrell de la zona
de Montealegre a final de la fermentacion alcohdlica, campafia 2008.

T NC MPF EC G
GMP 3,88a 4,34a 5,36b 3,89 3,73a
%Galoilacion 2,85ab 3,02bc 2,40a 2,70ab 3,57c
%C, 16,74c 14,97ab 14,09a 15,83bc 15,54b
%E, 8,70b 8,03b 4,24a 9,76b 10,93b
YEG, 0,35a 0,39a 0,33a 0,18a 0,41a
%Ce 3,51b 3,25a 3,45ab 3,55b 3,23a
%E. 54,23a 48,84b 47,26b 53,78a 48,82b
%EG. 2,51ab 2,64b 2,07a 2,52ab 3,16¢c
%EGC, 13,96a 21,88c 28,55d 14,39a 17,91b
PT 289,41a 353,13ab 371,27b 282,90a 274,33a

Letras diferentes en la misma fila muestran diferencias significativas segun test de
Duncan (p>95) n=3. Abreviaturas: T: testigo; NC: nieve carbonica; MPF: maceracion
prefermentativa en frio; EC: enzima comercial; G:galactosidasa; GMP: grado medio de
polimerizacién; C;: (+)-catequina terminal; E;: (-)-epicatequina terminal; EG; . (-)-
epicatequina galato terminal; C.: (+)-catequina de extension; E. : (-)-epicatequina de
extension; EG.: (-)-epicatequina galato de extensién; EGC,: (-)-epigalocatequina de
extension; PT: proantocianidinas totales (mg/L).

7.2.3.4 Chaparral

Los resultados obtenidos al analizar los parametros cromaticos al final de la
fermentacién alcohodlica se muestran en la Tabla 7.19. No se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos y el vino testigo en la mayor
parte de los parametros analizados, aunque si se observé que el contenido
total de antocianos en los vinos obtenidos con la nieve carbodnica, por
maceracion prefermentativa en frio y por adicién del enzima B-galactosidasa
fue superior al contenido de antocianos en el vino testigo. Este resultado

también se observlo al analizar la composicion de antocianos en los vinos
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mediante HPLC (Tabla 7.20), aunque las diferencias respecto al testigo solo
fueron estadisticamente significativas en el caso del tratamiento por
maceracion prefermentativa en frio debido, especialmente, al mayor contenido
de antocianos monoglucésidos en los vinos de este tratamiento. El tratamiento
con el preparado enzimatico comercial fue el que dio lugar a un vino con una

menor concentraciéon de antocianos.

En los vinos de Chaparral, al igual que en los de Montealegre, el contenido
de antocianos, flavonoles (Tabla 7.21) y proantocianidinas (Tabla 7.22)
también fue mucho menor que el de los vinos de la Cafiada del Judio y
Albatana. Aunque las uvas de Chaparral no mostraron un indice de madurez
celular tan elevado como las de Montealegre, hay que tener en cuenta que en
el momento de la vendimia también contenian bajas cantidades de compuestos

fenolicos y esto se vio reflejado en los vinos obtenidos.

Respecto al efecto de los distintos tratamientos sobre el contenido total de
flavonoles, en todos los vinos tratados se hall6 un mayor contenido de estos
compuestos que en el vino testigo, aunque con diferencias significativas solo

en el caso del tratamiento con nieve carboénica.

Todos los tratamientos, excepto el del enzima (-galactosidasa, produjeron
un aumento del contenido de proantocianidinas en los vinos. Con estos
tratamientos no se observd un incremento de (-)-epigalocatequina de
extensién, pero si se hall6 un aumento del grado medio de polimerizacion y un
menor porcentaje de unidades galoiladas, por lo que se podria pensar que las
dos técnicas de frio y el preparado enzimatico comercial favorecieron la

extraccion de proantocianidinas procedentes de los hollejos.
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Tabla 7.19. Parametros cromaticos de vinos de Monastrell de la zona de
Chaparral afinal de la fermentacion alcohdlica, camparfa 2008.

T NC MPF EC G

IC 8,58a 9,14a 8,52a 8,76a 8,96a
T 0,62a 0,62a 0,56a 0,64a 0,64a
L* 21,60ab 19,72a 22,14b 20,45ab 19,99ab
ar 53,40ab 51,41a 54,23b 52,09a 51,36a
b* 35,80a 32,94a 35,90a 34,09a 33,19a
C* 64,29ab 61,062 65,03b 62,25ab 61,15a
H* 33,84a 32,62a 33,50a 33,20a 32,84a
FCA 0,28a 0,27a 0,33a 0,24a 0,34a
FFA 0,53a 0,55a 0,51a 0,56a 0,50a
FPP 0,19ab 0,18ab 0,15a 0,21b 0,16a
% Rojo 56,40ab 56,20ab 58,61b 55,52a 55,55a
% Amarillo  35,06ab 34,94ab 33,06a 35,60b 35,50ab
% Azul 8,54a 8,86a 8,34a 8,88a 8,96a
IPT 34,09a 36,48a 36,72a 35,21a 34,95a
AT 309,50a 345,91hc 375,38¢ 312,46ab  345,57hc

Letras diferentes en la misma fila muestran diferencias significativas segun test de
Duncan (p>95) n=3. Abreviaturas: T: testigo; NC: nieve carbdnica; MPF: maceracion
prefermentativa en frio; EC: enzima comercial; G: galactosidasa; IC: intensidad de
color; T: tono; FAC: fraccion de color debida a antocianos copigmentados; FFA:
fraccion de color debida a antocianos libres; FPP: fraccion de color debida a pigmentos
poliméricos; IPT: indice de polifenoles totales; AT: antocianos totales (mg/L); TT:
taninos totales (mg/L).
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Tabla 7.20. Antocianos (mg/L) por HPLC para vinos de Monastrell de la zona de
Chaparral a final de la fermentacién alcohdlica, campafia 2008.

Antociano T NC MPF EC G
Delfinidina-3-glucésido 9,26a 11,14a 15,23b 8,89a 11,04a
Cianidina-3-glucésido 8,44a 9,32a 12,25b 7,13a 11,61b
Petunidina-3-glucésido 18,69a 21,75a 29,20b 18,03a 22,06a
Peonidina-3-glucésido 38,88ab 44,08bc 57,59d 34,47a 50,66c¢d
Malvidina-3-glucésido 132,46a 139,03a 177,27b 121,71a 143,88a
Vitisina A 4,18a 4,54a 4,53a 4,56a 4,25a
Delfinidina Acetato 5,61a 3,08a 2,86a 3,51a 2,82a
Vitisina B 5,60a 4,40a 3,61a 4,95a 4,56a
Acetil vitisina A 5,21a 3,62a 4,87a 3,79a 3,92a
Cianinida acetato 4,61a 4,07a 5,98a 4,45a 4,16a
Petunidina acetato 5,37a 4,39a 5,47a 3,09a 3,01a
Peonidina acetato 8,46ab 7,92a 9,85b 7,04a 8,06ab
Malv.acet+Delf.cumarato 16,00a 15,89a 20,82b 15,31a 17,05a
Peonidina cafeato 3,71a 3,18a 4,19a 3,32a 3,29a
Cianidina caf+cum 6,85a 7,24a 9,88b 6,40a 7,14a
Petunidina cumarato 2,83a 2,67a 2,85a 2,66a 2,82a
Malvidina cumarato cis 4,22a 4,79 6,37a 5,27a 4,19a
Peonidina cumarato 8,05a 8,35a 12,41b 7,48a 8,21a
Malv. Cumarato trans 17,11ab 19,02b 26,03c 15,47a 18,02ab
Totales 305,54ab 318,48ab 411,26¢C 277,53a 330,74b
No acilados 207,73ab 225,32ab 291,54c 190,22a 239,24b
Acilados 82,83a 80,60a 106,71b 74,00a 78,78a
Acetatos 40,06bc 35,35ab 44,99¢c 33,39 35,11ab
Cumaratos 39,06a 42,07a 57,54b 37,29 40,38a
Vitisinas 14,99a 12,56a 13,01a 13,30a 12,73a

Letras diferentes en la misma fila muestran diferencias significativas segun test de Duncan
(p>95) n=3. Abreviaturas: T: testigo; NC: nieve carbénica; MPF: maceracion prefermentativa en
frio; EC: enzima comercial; G: galactosidasa; acet: acetato; caf: cafeato; cum: cumarato;
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Tabla 7.21. Flavonoles (mg/L) por HPLC para vinos de Monastrell

Chaparral al final de la fermentacion alcoholica, campafia 2008.

de la zona de

Flavonol T NC MPF EC G
Miricetina galactosido 0,54a 1,29b 0,75ab 0,70ab 0,79ab
Miricetina glucosido 6,53a 10,90b 8,16ab 7,60a 7,80a
Quercetina galactésido 1,14a 1,65a 1,50a 1,47a 1,31a
Quercetina glucurénido 8,82a 11,47b 9,12ab 8,92a 9,48ab
Quercetina glucoésido 2,66a 5,52b 3,79a 4,40ab 3,78ab
Kampferol galactésido 0,01a 0,02a nd nd nd
Kampferol glucésido 1,88a 5,69b 2,73a 1,49a 2,69a
Isorhamnitina glucésido 0,62a 1,26b 1,08b 1,20b 0,87ab
Siringetina glucosido 1,64a 2,01b 1,56a 1,53a 1,91ab
Totales 23,83a 39,82b 28,68ab 27,29a 28,64ab

Letras diferentes en la misma fila muestran diferencias significativas segun test de
Duncan (p>95) n=3. Abreviaturas: T: testigo; NC: nieve carbonica; MPF: maceracion

prefermentativa en frio; EC: enzima comercial; G: galactosidasa.
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Tabla 7.22. Composicién de proantocianidinas en vinos de Monastrell de la zona
de Chaparral a final de la fermentacion alcohdlica, camparfia 2008.

T NC MPF EC G
GMP 2,71a 3,60b 3,41b 3,55b 3,52b
%Galoilacion 6,72b 4,76a 4,66a 4,84a 6,44b
%C, 28,14b 20,92a 22,11a 20,94a 21,22a
%E; 9,94b 6,88a 7,26a 7,37a 7,23a
NEG; 0,02 nd nd nd nd
%C. 5,76b 4,08a 4,34a 4,22a 4,29a
%E. 37,27a 50,78b 49,43b 54,40b 51,91b
%EG, 6,69b 4,76a 4,66a 4.,84a 6,44b
%EGC, 12,17b 12,58b 12,20b 8,22a 8,91a
PT 109,05a 132,57b 135,54b 133,42b 105,08a

Letras diferentes en la misma fila muestran diferencias significativas segun test de
Duncan (p>95) n=3. Abreviaturas: T: testigo; NC: nieve carbdnica; MPF: maceracion
prefermentativa en frio; EC: enzima comercial; G:galactosidasa; GMP: grado medio de
polimerizacién; C;: (+)-catequina terminal; E;: (-)-epicatequina terminal; EG; . (-)-
epicatequina galato terminal; C.: (+)-catequina de extension; E. : (-)-epicatequina de
extension; EGe: (-)-epicatequina galato de extension; EGCe: (-)-epigalocatequina de
extension; PT: proantocianidinas totales (mg/L).
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7.2.4 ANALISIS ESTADISTICO MULTIVARIABLE

Se realiz6 un analisis discriminante para determinar si algunas de las
variables medidas podrian distinguir entre grupos preestablecidos, tanto
respecto a la zona viticola de procedencia de la uva como respecto a los

tratamientos enolégicos empleados.

Respecto a la zona, se obtuvieron tres funciones discriminantes capaces de
clasificar correctamente el 100% de las muestras estudiadas. La funcion
discriminante 1 clasifico el 56,24% de las muestras y la funcion discriminante 2
clasificé el 28,10%. La funcién 1 discriminé los vinos de las cuatro zonas, pero
principalmente los vinos de Montealegre frente a los de Albatana (Figura 7.1),
siendo las variables de mayor poder discriminante los parametros CIELab a*,
b* y H* (Tabla 7.23). La funcién 2 discriminé los vinos de Montealegre y
Albatana frente a los de la Cafada del Judio y frente a los vinos de Chaparral.
Las variables de mayor poder discriminante fueron los parametros CIELab a* y
C*.

Figura 7.1. Distribucién de los vinos en un sistema de coordenadas definido por

la funcién discriminante usada para diferenciar entre las distintas zonas.

52 F ! ! ! ! o
L ] Albatana
r = C . Judio
32
© Chaparral

3
i . ] Montealegre
12 - .
-8 = —
_/_w w )]
28 7 . . . . i
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41 61

Funcién 2
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Tabla 7.23. Coeficientes de estandarizacion para las funciones discriminantes 1

y 2 en funcion de la zona.

Variables Funcién 1l Funcién 2

IC -1,86 1,47

T 0,08 1,35

L* -2,30 3,31

a* 6,97 9,12

b* -6,55 4,83

c* -1,16 -10,84

H* 5,54 -1,63
FCA -0,78 -1,35
FFA -1,15 -0,27
FPP 4,06 2,37
%Rojo 2,41 0,66
%Amarillo -0,27 1,20
%Azul -4,05 1,85
IPT -0,03 0,10
Antocianos 0,56 0,80

Abreviaturas: IC: intensidad de color; T: tono; FCA: fraccion de color debida a antocianos
copigmentados; FFA: fraccion de color debida a antocianos libres; FPP: fraccion de color debida
a pigmentos poliméricos; IPT: indice de polifenoles totales; AT: antocianos totales (mg/L);

Respecto al tratamiento enoldgico, se establecieron cuatro funciones discriminantes
capaces de clasificar correctamente el 100% de las muestras estudiadas. La funcion 1
clasifico el 56,27% de las muestras y la funcion 2 clasificé el 24,58%. Ninguna de las
dos funciones discrimind claramente entre tratamientos (Figura 7.2) aunque se
observo una pequefia discriminacion de la funcion 1 entre los vinos testigo y los vinos
tratados, especialmente los obtenidos con maceracion prefermentativa en frio y con
nieve carbonica, siendo los parametros CIELab b*, C* y H* las variables de mayor
poder discriminante (Tabla 7.24). La funcibn 2 también mostr6 una pequefa
discriminacion entre los tratamientos con B-galactosidasa y el resto de los vinos,

siendo también los pardmetros CIELab las variables de mayor poder discriminante.
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Figura 7.2 Distribucion de los vinos en un sistema de coordenadas definido por

la funcién discriminante usada para diferenciar entre los distintos tratamientos
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16 F 1+« Enzimacomercial
B-galactosidasa
t‘\:l 0,6} 7 Maceracion prefermentativa en frio
e L 1+ Testigo
g 04 [ ]
3 [ ]
[ : ]
1,4 .
-4.4 24 -04 1,6 3,6

Funcion1

Tabla 7.24. Coeficientes de estandarizacién para las funciones discriminantes 1

y 2 en funcidén del tratamiento.

Variables Funcién 1 Funcién 2

IC -14,51 2,10

T 3,25 -2,00

L* 0,73 -0,21

a* 7,13 -37,60

b* 42,35 -86,20

c* -25,98 94,34

H* -21,22 26,11
FCA 11,60 -6,87
FFA 5,92 -1,73
FPP 1,51 7,44
%Rojo 0,36 1,09
%Amarillo -5,66 -1,12
%Azul -0,39 -0,66
IPT 0,47 -2,81
Antocianos -1,77 -0,50

Abreviaturas: IC: intensidad de color; T: tono; FCA: fraccién de color debida a antocianos
copigmentados; FFA: fraccion de color debida a antocianos libres; FPP: fraccién de color debida
a pigmentos poliméricos; IPT: indice de polifenoles totales; AT: antocianos totales (mg/L);

274



8. CONCLUSIONES






1.

3.

Conclusiones

Se observaron importantes diferencias entre las campafias 2007 y 2009
en la madurez y caracteristicas fendlicas de las uvas de Syrah y
Cabernet Sauvignon. En el 2007 las uvas presentaron un elevado indice
de madurez celular, es decir, una gran dificultad para la extraccion de
compuestos fenodlicos. En el 2009 presentaron mayor madurez en los
hollejos pero menor madurez en las semillas. Las uvas de Monastrell
mostraron mejor adaptacion a la variabilidad entre estos afios y sus
caracteristicas fendlicas no sufrieron tantas variaciones entre las dos

campanas.

Cuando las uvas de Cabernet Sauvignon mostraron unos hollejos poco
maduros (campafia 2007), las tres técnicas de frio y el preparado
enzimatico comercial dieron lugar a vinos con mejores caracteristicas
crométicas y con mayor concentracion de antocianos y flavonoles que
los del vino testigo. La concentracién de proantocianidinas procedentes
de los hollejos también se vio favorecida con los tratamientos de frio. La
suma de las actividades enzimaticas presentes en el preparado
comercial facilit6 mas la degradacion de las paredes celulares que el
enzima con una unica actividad B-galactosidasa. Al evolucionar el vino,
los tratamientos con nieve carbodnica, maceracion prefermentativa en frio
y adicién del preparado enzimatico siguieron manteniendo mejores
caracteristicas cromaticas que la vinificacion tradicional. Cuando los
hollejos de Cabernet Sauvignon se encontraron mas maduros (campafia
2009), la maceracion prefermentativa en frio y el preparado enzimatico
comercial aumentaron la concentracion total de antocianos a final de la
fermentacién alcohdlica, pero con la evolucién de los vinos no se
observaron diferencias entre los vinos tratados y el vino testigo. Las
técnicas de frio provocaron un aumento de la presencia de taninos
procedentes de las semillas cuando estas se encontraron menos

maduras.

Todos los tratamientos mejoraron las caracteristicas cromaticas de los
vinos de Syrah en la campafa 2007, siendo los vinos obtenidos con las

técnicas enzimaticas y, especialmente el enzima con actividad B-
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galactosidasa, los que presentaron mejores caracteristicas cromaticas.
La extraccion de antocianos se vio favorecida con la congelacion de la
uva, la adicion de nieve carbdnica y la adicion del enzima con actividad
B-galactosidasa. Con estas tres técnicas y con el preparado enzimatico
comercial también se observé un aumento en el contenido de flavonoles.
La extraccion de proantocianidinas procedentes de los hollejos se vio
favorecida con la adicion de nieve carbdnica y del preparado enzimatico
comercial. Al evolucionar los vinos, los tratamientos siguieron mostrando
mejores caracteristicas cromaticas que el vino testigo. En la campafa
2009 las técnicas empleadas no mejoraron las caracteristicas
cromaticas de los vinos. Ese afio el preparado enzimético facilitd la
extraccidn de antocianos, pero ningun tratamiento mejord la extraccion
de flavonoles. Las técnicas de frio también favorecieron la extraccion de
proantocianidinas procedentes de las semillas cuando éstas se

encontraron menos maduras.

Las técnicas de frio y enzimaticas mejoraron la extractabilidad de
compuestos fendlicos en las variedades Cabernet Sauvignon y Syrah
cuando los hollejos de las uvas se encontraron menos maduros. El
efecto de las técnicas de frio dependié en gran medida de la rigidez de
las paredes celulares de la uva, aunque el efecto de las técnicas
enzimaticas también parecio depender de el tipo de actividad enzimatica
y de la concentracién inicial de los compuestos fendlicos en la uva,
favoreciendo mas la extraccion cuando estos compuestos se

encontraban en menor concentracion.

En los vinos de Monastrell de las camparfias 2007 y 2009 ninguno de los
tratamientos mejord notablemente las caracteristicas cromaticas de los
vinos ni facilitd significativamente la extraccion de compuestos fendlicos
de los hollejos. La maceracion prefermentativa en frio favorecié la

extraccion de proantocianidinas procedentes de las semillas.
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6. Las proantocianidinas procedentes de las semillas pueden comenzar a
difundirse en la ausencia de alcohol. Las técnicas enolbgicas de
maceracion en frio provocaron un aumento de la extraccion de
proantocianidinas de las semillas cuando estas se encontraron poco

maduras.

7. El efecto de las técnicas de frio y enzimaticas sobre la composicion
aromatica de los vinos de Cabernet Sauvignon fue similar al observado
en los pardmetros cromaticos y fendlicos. En la campafia 2007 todos los
tratamientos aumentaron la presencia de alcoholes C6, de acidos
carboxilicos y de acetatos en los vinos. Las técnicas de frio también
favorecieron la presencia de ésteres etilicos. El enzima (3-galactosidasa
y la congelacion de la uva aumentaron la presencia de alcoholes
superiores. En la campafa 2009 las técnicas empleadas no tuvieron un

efecto notable sobre la composicion aromatica de los vinos.

8. La concentracion de todos los compuestos aromaticos estudiados
incrementd en los vinos de Syrah tratados con nieve carbonica en la
campafia 2007. La congelacién de la uva también favorecio la presencia
de ésteres etilicos y alcoholes C6. En la campafia 2009 no se observo

un efecto significativo de los tratamientos.

9. Las técnicas enoldgicas estudiadas tuvieron mas efecto sobre la
composicion aromatica de los vinos de Monastrell que sobre su
composicién fendlica en las campafias 2007 y 2009. La presencia de
alcoholes C6 se vio favorecida en ambas campafias por la congelacion
de la uva y por la maceracion prefermentativa en frio. La congelacién de
la uva también dio lugar a vinos con mayor contenido de alcoholes
superiores y acidos. La adicién de enzima B-galactosidasa favorecio la
presencia de acetatos. Pero la composicion aromatica en los vinos
embotellados dependié mas de la evolucién sufrida por los compuestos

aromaticos que del tratamiento empleado.
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10. EI analisis sensorial de los vinos reflej6 unos resultados en
concordancia con los obtenidos en el estudio de la composicion fenélica
y aromatica. Los vinos de Cabernet Sauvignon y Syrah sometidos a los
tratamientos fueron mejor puntuados que el vino obtenido con una
elaboracion tradicional en la campafa 2007, pero no en la campafa
2009. En el andlisis sensorial de los vinos de Monastrell los catadores
fueron capaces de percibir algunas diferencias entre los tratamientos y el
testigo, aunque no mostraron una clara preferencia hacia los vinos

tratados.

11. Las condiciones edafocliméticas de la zona viticola de procedencia de la
uva tuvieron mayor efecto sobre las caracteristicas cromaticas de los
vinos de Monastrell que las técnicas de frio y enzimaticas empleadas en

la vinificacion.

12. Los resultados mostraron que es imprescindible conocer la composicién
y madurez fendlica de la uva para realizar una correcta vinificacion
seleccionando la técnica enolégica mas adecuada para mejorar la

extractabilidad.
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Tabla 9.1. Composicion aromatica (mg/L) a final de fermentacion alcohdlica.
Vinos de Cabernet Sauvignon, camparia 2007.

T CuU NC MPF EC G
Propanol 16,63b 7,32a nd 0,06a 2,63a 1,57a
Isobutanol 38,64b 13,73a 43,08b 37,56b 50,38b 53,20b
Alcoholes amilicos 440,55b 403,46b 388,98ab 334,89a 413,30b 511,53c
2-fenil-etanol 95,17a 106,15a 97,26a 103,61a 137,73ab 199,72b

Alcoholes Superiores 590,99a 530,66a 529,31a 476,12a 604,05a 766,03b

Acetato Isoamilo 0,25a 1,84c 0,63ab 1,11b 0,27a 0,46a
Acetato Hexilo 0,04a 0,05a nd nd 0,01a 0,01a
2-fenil-etil-acetato 0,14a 0,27a 0,39a 0,26a 0,12a 0,17a
Acetatos 0,43a 2,16¢c 1,02ab 1,37b 0,40a 0,64a
Propionato de etilo 0,07a 0,04a nd nd 0,10a 0,08a
Etil-3-hidroxibutirato 0,45a 0,75b 0,47a 0,50a 0,42a 0,41a
Isobutirato de etilo 0,0l1a 0,03ab nd nd 0,09b  0,06ab
Hexanoato de etilo 0,13a  0,55b 0,07a 0,09a 0,10a 0,09a
Octanoato de etilo 0,12a 0,59 nd 0,01a 0,04a 0,04a
Esteres etilicos 0,78a 1,96b  0555a 0,60a 0,75a  0,68a
Ac. Hexanoico 1,17a 2,86¢ 1,97b 2,07b 1,71b 1,71b
Ac. Octanoico 0,83a 5,11d 1,06a 1,99b 2,39bc 2,83c
Ac. Decanoico 0,15a 0,68ab nd nd 2,29b 0,23a
Acidos 2,16a 8,65d 3,03b 4,06b 6,39¢c 4,78b
1-hexanol 0,90a  2,99c 2,04b 2,08b 2,27b 2,00b
Cis-3-hexenol 0,03a 0,19a nd nd 0,02a 0,01a
Alcoholes C6 0,93a 3,18¢c 2,04b 2,08b 2,29b 2,01b

Letras diferentes en la misma fila muestras diferencias significativas segin Test de
Duncan (p>95) n=3. Abreviaturas: T: testigo; CU: congelacién de la uva; NC: nieve
carbdnica; MPF: maceracion prefermentativa en frio; EC: enzima comercial; G:
galactosidasa; nd: no detectado.
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Tabla 9.2. Composicion aromatica (mg/L) en el momento del embotellado. Vinos
Cabernet de Sauvignon, campafia 2007.

T CuU NC MPF EC G
Propanol nd nd nd nd nd nd
Isobutanol 55,78bc 51,85bc 33,77a 44,51lab 61,91c 56,59bc
Alcoholes amilicos 518,40ab 469,74ab 444,23a 447,96a 540,88b 520,83ab
2-fenil-etanol 98,56a 120,43ab 124,17ab 102,18a 136,00ab 150,30b

Alcoholes Superiores  672,74a 642,02a 602,17a 594,65a 738,79a 727,72a

Acetato Isoamilo 0,51a 0,82ab 2,06c 1,00b 0,77ab 0,86b
Acetato Hexilo 0,01a 0,01a 0,02b nd 0,01a 0,01a
2-fenil-etil-acetato 0,06ab 0,09bc 0,05ab 0,02a 0,13cd 0,15d
Acetatos 0,57a 0,92b 2,13c 1,02b 0,91b 1,02b
Propionato de etilo 0,12ab 0,15b 0,08a 0,09a 0,12ab 0,09a
Etil-3-hidroxibutirato 0,35a 0,50c 0,53c 0,43b 0,40ab 0,41ab
Isobutirato de etilo 0,04ab  0,04ab 0,05b 0,03a  0,04ab 0,03a
Hexanoato de etilo 0,19a 0,20ab 0,28c 0,21ab 0,22b 0,21ab
Octanoato de etilo 0,10b 0,06a 0,08b 0,05a 0,07a 0,06a
Esteres etilicos 0,80a 0,96bc 1,03c 0,80a  0,85ab 0,80a
Ac. Hexanoico 1,34a 2,23b 2,20b 1,85b 1,88b 1,85b
Ac. Octanoico 4 57ab 8,47c 6,31bc 3,67ab 3,21a 3,19a
Ac. Decanoico 0,68ab 0,86b 0,32ab 0,32ab 0,64ab 0,26a
Acidos 6,59a 11,57b 8,84ab 5,84a 5,74a 5,29a
1-hexanol 1,02a 2,58d 2,04c 1,78b 2,38d 2,02c
Cis-3-hexenol 0,03a 0,04b 0,03a 0,03a 0,04b 0,03a
Alcoholes C6 1,05a 2,62d 2,07c 1,81b 2,42d 2,05c

Letras diferentes en la misma fila muestras diferencias significativas segin Test de
Duncan (p>95) n=3. Abreviaturas: T: testigo; CU: congelacién de la uva; NC: nieve
carbdénica;, MPF: maceracion prefermentativa en frio; EC: enzima comercial; G:
galactosidasa; nd: no detectado.
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Tabla 9.3. Composicion aromética (mg/L) 6 meses después del embotellado.
Vinos de Cabernet Sauvignon, camparia 2007.

T Cu NC MPF EC G
Propanol 21,47b 36,5b 5,97a nd nd nd
Isobutanol 46,83a 64,73b 48,21a 58,64ab 56,72ab  54,58ab
Alcoholes amilicos 447,23ab 546,77c 423,43a 518,14bc 493,44abc 515,68bc
2-fenil-etanol 116,82a 171,97a 112,66a 118,62a 115,21a 145,97a

Alcoholes Superiores  632,35a 819,98b 590,27a 695,40ab 665,37a 716,24ab

Acetato Isoamilo 0,43a 0,75b  1,85d 1,30c 0,68b 0,80b
Acetato Hexilo nd nd 0,03a 0,02a 0,02a 0,02a
2-fenil-etil-acetato 0,39a 0,79 0,21a 0,15a 0,09a 0,13a
Acetatos 0,83a 1,54b 2,09c 1,47b 0,79a 0,94a
Propionato de etilo 0,20a 0,32b 0,36b 0,36b 0,25a 0,23a
Etil-3-hidroxibutirato 0,43b 0,69d 0,60c 0,57c 0,35a 0,36ab
Isobutirato de etilo nd 0,09a 0,23b 0,16ab 0,18ab 0,16ab
Hexanoato de etilo 0,23a 0,45c  0,56d 0,52d 0,35b 0,36b
Octanoato de etilo 0,14a 0,16a 0,35b 0,29b 0,20ab 0,21ab
Esteres etilicos 0,99a 1,71bc 2,10c 1,89c¢ 1,34ab 1,31ab
Ac. Hexanoico 1,63a 2,34a 2,37a 2,46a 1,56a 1,59a
Ac. Octanoico 1,93a 4.,79c 5,57¢c 4. 83c 3,06ab 3,28b
Ac. Decanoico 0,13a 0,43b 0,50b 0,38b 0,35b 0,35b
Acidos 3,68a 7,56¢ 8,43c 7,68¢c 4 .98ab 5,22b
1-hexanol 0,94a 2,74d  2,65cd  2,69cd 2,31bc 2,06b
Cis-3-hexenol 0,09b 0,05ab 0,04a 0,05ab 0,04a 0,03a
Alcoholes C6 1,03a 2,79d  2,69cd 2,73d 2,35bc 2,09b

Letras diferentes en la misma fila muestras diferencias significativas segin Test de
Duncan (p>95) n=3. Abreviaturas: T: testigo; CU: congelacién de la uva; NC: nieve
carbdénica;, MPF: maceracion prefermentativa en frio; EC: enzima comercial; G:
galactosidasa; nd: no detectado

285



Anexos

Tabla 9.4. Composicién aromética (mg/L) a final de la fermentacién alcohdlica.
Vinos de Cabernet Sauvignon, camparia 2009.

T NC MPF EC
Propanol 21,40a 19,84a 25,10b 21,02a
Isobutanol 53,14a 53,75a 51,10a 51,11a
Alcoholes amilicos 536,12a 557,35a 518,06a 440,62a
2-fenil-etanol 115,35a 125,76a 104,81a 100,96a
Alcoholes Superiores 726,00a 756,71a 699,07a 613,71a
Acetato Isoamilo 2,48a 3,65b 1,98a 2,34a
Acetato Hexilo 0,03a 0,07a 0,02a 0,05a
2-fenil-etil-acetato 0,18a 0,44a 0,08a 0,27a
Acetatos 2,68a 417b 2,09a 2,66a
Propionato de etilo 0,55b nd 0,24b 0,01a
Etil-3-hidroxibutirato 0,60a 0,80a 0,69a 0,62a
Isobutirato de etilo 0,64b 0,04a 0,20b 0,01a
Hexanoato de etilo 0,42a 0,61a 0,42a 0,42a
Octanoato de etilo 0,14a 0,35a 0,09a 0,27a
Esteres etilicos 2,34a 1,80a 1,63a 1,33a
Ac. Hexanoico 3,03a 3,90a 3,08a 2,93a
Ac. Octanoico 3,41b 4.,20c 2,36a 3,79bc
Ac. Decanoico 0,49a 0,58a 0,36a 0,43a
Acidos 6,92ab 8,68b 5,80a 7,15ab
1-hexanol 2,64a 2,88a 2,84a 2,56a
Cis-3-hexenol 0,01a 0,02a 0,02a 0,02a
Alcoholes C6 2,65a 2,90a 2,87a 2,58a

Letras diferentes en la misma fila muestras diferencias significativas segin Test de
Duncan (p>95) n=3. Abreviaturas: T: testigo; NC: nieve carbonica; MPF: maceracion
prefermentativa en frio; EC: enzima comercial.
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Tabla 9.5. Composicion aromatica (mg/L) en el momento del embotellado. Vinos
Cabernet de Sauvignon, campafia 2009.

T NC MPF EC
Propanol 33,34a 27,80a 35,36a 31,68a
Isobutanol 64,85a 60,09a 58,55a 60,25a
Alcoholes amilicos 650,41a 561,95a 602,70a 573,69a
2-fenil-etanol 119,77b 112,53b 56,19a 109,39b
Alcoholes Superiores 868,38b 762,37a 752,80a 775,02ab
Acetato Isoamilo 1,84aa 2,10a 1,56a 1,97a
Acetato Hexilo 0,03a 0,03a 0,03a 0,03a
2-fenil-etil-acetato 0,30a 0,28a 0,21a 0,27a
Acetatos 2,17a 2,42a 1,80a 2,27a
Propionato de etilo 0,12a 0,12a 0,10a 0,12a
Etil-3-hidroxibutirato 0,72a 0,68a 0,61a 0,70a
Isobutirato de etilo 0,03a 0,03a 0,01a 0,02a
Hexanoato de etilo 0,50a 0,42a 0,39a 0,47a
Octanoato de etilo 0,22ab 0,19ab 0,17a 0,28b
Esteres etilicos 1,59b 1,44ab 1,28a 1,58ab
Ac. Hexanoico 2,85a 3,20a 2,71a 2,68a
Ac. Octanoico 3,93ab 4. 48b 3,26a 4,09b
Ac. Decanoico 0,48a 0,72a 0,74a 0,65a
Acidos 7,26ab 8,40b 6,70a 7,42ab
1-hexanol 2,85a 2,52a 2,48a 2,62a
Cis-3-hexenol 0,06a 0,06a 0,07a 0,06a
Alcoholes C6 2,91a 2,58a 2,55a 2,68a

Letras diferentes en la misma fila muestras diferencias significativas segin Test de
Duncan (p>95) n=3. Abreviaturas: T: testigo; NC: nieve carbonica; MPF: maceracion
prefermentativa en frio; EC: enzima comercial.
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Tabla 9.6. Composicion aromética (mg/L) 6 meses después del embotellado.
Vinos de Cabernet Sauvignon, camparia 2009.

T NC MPF EC
Propanol 34,80a 28,55a 35,53a 32,17a
Isobutanol 65,61b 57,07ab 53,94a 60,02ab
Alcoholes amilicos 694,52b 603,29a 602,83a 651,39ab
2-fenil-etanol 122,47b 116,58b 97,05a 115,66b
Alcoholes Superiores 917,40b 805,48a 789,36a 859,24ab
Acetato Isoamilo 1,16ab 1,30b 0,85a 1,08ab
Acetato Hexilo 0,01a 0,04b 0,04b 0,02ab
2-fenil-etil-acetato 0,16a 0,21a 0,17a 0,31a
Acetatos 1,33b 1,55b 1,07a 1,41b
Propionato de etilo 0,26a 0,23a 0,19a 0,16a
Etil-3-hidroxibutirato 0,71a 0,72a 0,73a 0,63a
Isobutirato de etilo 0,09a 0,05a 0,07a 0,02a
Hexanoato de etilo 0,34b 0,36b 0,28a 0,38a
Octanoato de etilo 0,11ab 0,14bc 0,09a 0,15c
Esteres etilicos 1,51a 1,50a 1,36a 1,34a
Ac. Hexanoico 3,24b 3,33b 2,66a 3,35b
Ac. Octanoico 4 65ab 5,41bc 4.26a 5,68c
Ac. Decanoico 1,11a 0,80a 0,69a 1,09a
Acidos 9,00ab 9,54b 7,61a 10,12b
1-hexanol 2,65a 2,71a 2,46a 2,55a
Cis-3-hexenol 0,03a 0,07ab 0,15b 0,05a
Alcoholes C6 2,68a 2,77a 2,61la 2,60a

Letras diferentes en la misma fila muestras diferencias significativas segin Test de
Duncan (p>95) n=3. Abreviaturas: T: testigo; NC: nieve carbonica; MPF: maceracion
prefermentativa en frio; EC: enzima comercial.
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Tabla 9.7. Composicion aromatica (mg/L) a final de fermentacion alcohdlica.
Vinos de Syrah, campafia 2007.

T Cu NC MPF EC G
Propanol nd nd 7,94b 3,73a nd nd
Isobutanol 46,53a 42,66a 30,56a 29,04a 44,38a 36,21a
Alcoholes amilicos 305,92ab 338,92ab 346,95b 295,78ab 311,56ab 238,74a
2-fenil-etanol 46,65a 74,98ab 86,84b 69,48ab 74,68ab 55,17a

Alcoholes Superiores  399,09ab 456,55bc 472,29c 398,02a 430,62b 330,13a

Acetato Isoamilo 0,71a 0,90ab  1,45b 0,55a 0,27a 0,33a
Acetato Hexilo 0,03a 0,04a 0,02a 0,02a 0,03a 0,02a
2-fenil-etil-acetato 0,05a 0,03a 0,04a 0,02a 0,02a 0,02a
Acetatos 0,79bc 0,97c 1,51d 0,59b 0,32a 0,37a
Propionato de etilo 0,06¢c 0,04b 0,02a 0,01a 0,04b 0,03ab
Etil-3-hidroxibutirato 0,20a 0,31a 0,20a 0,19a 0,17a 0,14a
Isobutirato de etilo 0,02a 0,01a 0,01a 0,01a 0,01a 0,01a
Hexanoato de etilo 0,09b 0,04a 0,03a 0,03a 0,04a 0,05a
Octanoato de etilo 0,05b 0,02ab 0,01b 0,01b 0,01b 0,01b
Esteres etilicos 0,42b 0,42b  0,27ab 0,25ab  0,27ab  0,24a
Ac. Hexanoico 1,02ab 1,25ab  1,51b 0,73a 1,09ab 0,99ab
Ac. Octanoico 2,05a 2,22a 2,04a 2,10a 2,41a 2,20a
Ac. Decanoico 0,34a 0,18a 0,39a 0,18a 0,25a 0,53a
Acidos 3,41ab 3,65ab 3,94b 3,01a 3,75ab  3,72ab
1-hexanol 1,47a 2,17c 2,00bc  1,52ab 1,44a 1,28a
Cis-3-hexenol 0,09bc 0,11cd 0,14d 0,06ab 0,08abc 0,05a
Alcoholes C6 1,56a 2,28b 2,14b 1,58a 1,52a 1,33a

Letras diferentes en la misma fila muestras diferencias significativas segun Test de Duncan
(p>95) n=3. Abreviaturas: T: testigo; CU: congelacién de la uva; NC: nieve carbdnica; MPF:
maceracion prefermentativa en frio; EC: enzima comercial; G: galactosidasa; nd: no detectado.
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Tabla 9.8. Composicion aromatica (mg/L) en el momento del embotellado. Vinos

de Syrah, campafia 2007.

T CuU NC MPF EC G
Propanol 0,09a 0,11a nd 0,51a nd nd
Isobutanol 50,99b 49,99b 37,33a  49,50b 47,77b 42,61ab

Alcoholes amilicos

2-fenil-etanol

Alcoholes Superiores

393,83b 423,46bc
73,92ab 81,72ab

518,83b 555,28bc

512,72c 329,64ab 345,18ab 287,80a

101,52b 55,42 61,95a 69,70ab

651,57c 435,07ab 454,90ab 400,11a

Acetato Isoamilo 0,64b 0,64b 1,84c  0,39ab 0,62b 0,29a
Acetato Hexilo 0,02a 0,02a 0,02a 0,02a 0,02a 0,03a
2-fenil-etil-acetato 0,44a 0,82b 0,33a 0,32a 0,17a 0,07a
Acetatos 1,10bc 1,49c 2,20d 0,73ab 0,82ab 0,40a
Propionato de etilo 0,26cd 0,34d 0,21bc  0,09ab 0,10ab 0,07a
Etil-3-hidroxibutirato 0,31ab 0,41bc 0,50c 0,27ab 0,22a 0,17a
Isobutirato de etilo 0,07bc 0,09c 0,07bc  0,05ab  0,05ab  0,03a
Hexanoato de etilo 0,09ab 0,08a 0,13b 0,07a 0,09ab  0,07a
Octanoato de etilo 0,03a 0,03a 0,02a 0,03a 0,04a 0,03a
Esteres etilicos 0,76bc 0,95c 0,93c 0,51ab 0,50ab  0,37a
Ac. Hexanoico 1,12ab  1,34bc 1,48c 1,10ab 1,0lab 0,96a
Ac. Octanoico 2,86¢C 2,45bc 3,23d 1,63ab 1,67ab 1,46a
Ac. Decanoico 0,46a 0,24a 0,28a 0,42a 0,25a 0,23a
Acidos 4 44c 4,03bc 4.99d 3,15ab 2,94ab 2,64a
1-hexanol 1,50ab 2,30c 2,30c 1,70b 1,32a  1,35ab
Cis-3-hexenol 0,10b 0,13c 0,15c¢c 0,10b 0,08b 0,05a
Alcoholes C6 1,60ab 2,43¢c 2,45¢c 1,80b 1,40a 1,40a

Letras diferentes en la misma fila muestras diferencias significativas segun Test de
Duncan (p>95) n=3. Abreviaturas: T: testigo; CU: congelacién de la uva; NC: nieve
carbdénica;, MPF: maceracion prefermentativa en frio; EC: enzima comercial; G:
galactosidasa; nd: no detectado.
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Tabla 9.9. Composicion aromética (mg/L) 6 meses después del embotellado.
Vinos de Syrah, campafia 2007.

T Cu NC MPF EC G
Propanol 0,05a 0,01a nd 0,04a nd nd
Isobutanol 54,04bc 55,17bc 58,82c 51,43b 42,70a  44,46a
Alcoholes amilicos 369,16abc 431,32c 421,14bc 345,19ab 299,68a 324,38a
2-fenil-etanol 49,92a 85,35a 79,87a 62,28a 64,00a 116,74b

Alcoholes Superiores 473,16abc 571,85¢c 559,83bc 458,93ab 406,38a 485,58abc

Acetato Isoamilo 0,81b 0,65b 1,70c 0,46a 0,65b 0,45a
Acetato Hexilo 0,03ab 0,04ab 0,02a 0,01a 0,04ab 0,06b
2-fenil-etil-acetato 0,12b 0,10b 0,26d 0,07a 0,11b 0,16¢c
Acetatos 0,96¢c 0,79bc 1,98d 0,54a 0,79bc 0,67ab
Propionato de etilo 0,49a 0,88b 0,50a 0,42a 0,21a 0,22a
Etil-3-hidroxibutirato 0,30ab 0,41bc 0,51c 0,28ab 0,19a 0,17a
Isobutirato de etilo 0,26bc 0,34d  0,29cd 0,22ab 0,17a 0,17a
Hexanoato de etilo 0,24ab  0,29bc  0,35c 0,23ab  0,18ab 0,13a
Octanoato de etilo 0,15a 0,15a 0,23b 0,13a 0,12a 0,11a
Esteres etilicos 1,44ab 2,08c 1,88bc 1,28ab  0,87a 0,80a
Ac. Hexanoico 1,0lab  1,26bc  1,54c 1,02ab  0,87a 0,87a
Ac. Octanoico 2,08b 2,35bc 2,87c 1,48a 1,36a 1,20a
Ac. Decanoico 0,29 0,29b 0,27ab 0,19a 0,26ab 0,21a
Acidos 3,38bc 3,91cd 4.68d 2,69ab 2,48ab 2,27a
1-hexanol 1,63ab 2,51c 2,72c 1,98b 1,28a 1,38a
Cis-3-hexenol 0,11b 0,14b 0,18c 0,12b 0,07a 0,05a
Alcoholes C6 1,73ab 2,65¢ 2,90c 2,10b 1,35a 1,43a

Letras diferentes en la misma fila muestras diferencias significativas segun Test de
Duncan (p>95) n=3. Abreviaturas: T: testigo; CU: congelacién de la uva; NC: nieve
carbdnica; MPF: maceracion prefermentativa en frio; EC: enzima comercial; G:
galactosidasa; nd: no detectado.
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Tabla 9.10. Composicién aroméatica (mg/L) a final de fermentacién alcohdlica.

Vinos de Syrah, camparfia 2009.

T NC MPF EC
Propanol 26,70a 27,90a 34,47b 26,20a
Isobutanol 77,96a 71,40a 63,15a 83,76a
Alcoholes amilicos 515,88a 472,76a 469,43a 548,09a
2-fenil-etanol 66,28a 45,71a 46,27a 58,03a
Alcoholes Superiores 686,82a 617,77a 613,32a 716,08a
Acetato Isoamilo 4,00a 4,46a 3,83a 4,33a
Acetato Hexilo nd nd nd nd
2-fenil-etil-acetato nd 0,05 0,02 nd
Acetatos 4,00a 4 51a 3,85a 4,33a
Propionato de etilo nd nd nd nd
Etil-3-hidroxibutirato 0,28 nd nd nd
Isobutirato de etilo 2,35a 2,19a 2,71a 2,61la
Hexanoato de etilo 0,05a nd nd 0,07a
Octanoato de etilo nd nd nd nd
Esteres etilicos 2,68a 2,19a 2,71a 2,68a
Ac. Hexanoico 3,52b 3,21b 2,57a 2,70ab
Ac. Octanoico 2,21a 2,46a 1,99a 2,21a
Ac. Decanoico 0,16a 0,19a 0,40a 0,38a
Acidos 5,89a 5,86a 4,96a 5,44a
1-hexanol 2,05a 2,90a 1,29a 1,47a
Cis-3-hexenol 0,14 0,13 0,14 0,09
Alcoholes C6 2,19ab 3,03b 1,43a 1,56a

Letras diferentes en la misma fila muestras diferencias significativas segin Test de
Duncan (p>95) n=3. Abreviaturas: T: testigo; NC: nieve carbonica; MPF: maceracion
prefermentativa en frio; EC: enzima comercial; nd: no detectado.
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Tabla 9.11. Composicién aromatica (mg/L) en el momento del embotellado. Vinos
de Syrah, campafia 2009.

T NC MPF EC
Propanol 24,35a 23,68a 37,24b 25,91a
Isobutanol 63,15ab 60,43a 73,32C 72,20bc
Alcoholes amilicos 412,38a 395,28a 435,34a 466,73a
2-fenil-etanol 41,64a 42, 78a 36,01a 42 93a
Alcoholes Superiores 541,51a 522,17a 581,91a 607,77a
Acetato Isoamilo 2,25a 2,78ab 3,50b 3,20b
Acetato Hexilo 0,91b 0,02a nd 0,05a
2-fenil-etil-acetato 0,06a 0,16b 0,13b 0,05a
Acetatos 3,22a 2,96a 3,53a 3,30a
Propionato de etilo 0,13a nd nd 0,10a
Etil-3-hidroxibutirato 0,66a 0,54a 2,00b 0,52a
Isobutirato de etilo 0,03a 1,30b 0,91b 0,92b
Hexanoato de etilo 0,22b 0,04a nd 0,21b
Octanoato de etilo 0,23a 0,13a 0,14a 0,18a
Esteres etilicos 1,27a 2,01lab 3,05b 1,93ab
Ac. Hexanoico 1,86a 1,78a 1,94a 1,70a
Ac. Octanoico 1,96a 1,60a 2,07a 2,14a
Ac. Decanoico 0,24a 0,33a 0,37a 0,22a
Acidos 4,06a 3,72a 4,38a 4,06a
1-hexanol 2,64a 1,67a 1,71a 2,53a
Cis-3-hexenol 0,20b 0,28b nd 0,04a
Alcoholes C6 2,84b 1,95a 1,71a 2,57b

Letras diferentes en la misma fila muestras diferencias significativas segun Test de
Duncan (p>95) n=3. Abreviaturas: T: testigo; NC: nieve carbonica; MPF: maceracion
prefermentativa en frio; EC: enzima comercial; nd: no detectado.
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Tabla 9.12. Composicién aromatica (mg/L) 6 meses después del embotellado.
Vinos de Syrah, camparfia 2009.

T NC MPF EC
Propanol 36,58a 29,53a 39,91a 29,80a
Isobutanol 80,22b 60,62a 82,38b 77,36b
Alcoholes amilicos 523,08a 458,24a 489,10a 506,64a
2-fenil-etanol 46,82a 41,15a 35,66a 41,15a
Alcoholes Superiores 686,70a 589,54a 611,39a 654,95a
Acetato Isoamilo 2,76bc 1,59a 2,01ab 3,32c
Acetato Hexilo 0,07a 0,07a 0,04a 0,06a
2-fenil-etil-acetato 0,12a 0,09a 0,12a 0,13a
Acetatos 2,95bc 1,75a 2,17ab 3,51c
Propionato de etilo 0,24 0,13 0,13 0,22
Etil-3-hidroxibutirato 0,72b 0,62b 0,67b 0,43a
Isobutirato de etilo 0,41a 0,21a 0,19a 0,45a
Hexanoato de etilo 0,29a 0,21a 0,31a 0,35a
Octanoato de etilo 0,33a 0,11a 0,16a 0,39a
Esteres etilicos 1,99b 1,28a 1,46ab 1,84b
Ac. Hexanoico 2,07a 1,80a 2,72a 2,36a
Ac. Octanoico 3,85a 3,33a 3,50a 3,53a
Ac. Decanoico 0,94a 0,51a 0,36a 0,47a
Acidos 6,86a 5,64a 6,58a 6,36a
1-hexanol 2,42a 1,82a 2,24a 2,13a
Cis-3-hexenol 0,09a 0,14a 0,24a 0,24a
Alcoholes C6 2,51a 1,96a 2,48a 2,37a

Letras diferentes en la misma fila muestras diferencias significativas segun Test de
Duncan (p>95) n=3. Abreviaturas: T: testigo; NC: nieve carbonica; MPF: maceracion
prefermentativa en frio; EC: enzima comercial; nd: no detectado.
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Tabla 9.13. Composicién aroméatica (mg/L) a final de fermentacién alcohdlica.
Vinos de Monastrell, camparia 2007.

T Cu NC MPF EC G
Propanol nd nd nd nd nd nd
Isobutanol 58,52ab 51,89a 49,66a 66,46b 57,39ab 52,70a
Alcoholes amilicos 403,66b 338,21ab 281,89a 395,09b 335,84ab 365,12b
2-fenil-etanol 89,20b 65,82a 65,44a 82,95ab 65,65a 85,10ab

Alcoholes Superiores 551,37b 455,92ab 396,98a 544,50b 458,89ab 502,92b

Acetato Isoamilo 0,27ab  0,27ab 0,12a 0,52c 0,37bc  0,21ab
Acetato Hexilo 0,06a 0,06a 0,07a 0,09b 0,06a 0,06a
2-fenil-etil-acetato 0,32b 0,12ab 0,10ab 0,02a 0,08ab 0,21ab
Acetatos 0,65b 0,45ab 0,28a 0,63ab 0,51ab 0,47ab
Propionato de etilo 0,03a 0,05ab 0,05ab 0,08b 0,06ab 0,03a
Etil-3-hidroxibutirato 0,37a 0,27a 0,42a 0,33a 0,44a 0,35a
Isobutirato de etilo nd nd nd nd 0,01a 0,01a
Hexanoato de etilo 0,02a 0,04a 0,02a 0,06a 0,03a 0,04a
Octanoato de etilo nd nd nd 0,01a nd 0,01a
Esteres etilicos 0,42a 0,36a 0,49a 0,48a 0,54a 0,44a
Ac. Hexanoico 1,46ab  1,34a 1,74b 1,79b 1,73b  1,38ab
Ac. Octanoico 1,75a 1,53a 2,05a 2,13a 1,96 1,68

Ac. Decanoico 0,21b 0,09a 0,17ab 0,15ab 0,14ab 0,15ab
Acidos 3,42ab 2,96a 3,96b 4,07b 3,83b 3,21ab
1-hexanol 1,96a 1,88a 1,65a 1,92a 1,87a 1,60a
Cis-3-hexenol 0,01a 0,01a 0,01a 0,02a 0,01a 0,01a
Alcoholes C6 1,97a 1,89a 1,66a 1,93a 1,88a 1,61a

Letras diferentes en la misma fila muestras diferencias significativas segin Test de
Duncan (p>95) n=3. Abreviaturas: T: testigo; CU: congelacién de la uva; NC: nieve
carbdnica; MPF: maceracion prefermentativa en frio; EC: enzima comercial; G:
galactosidasa; nd: no detectado.
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Tabla 9.14. Composicién aromatica (mg/L) en el momento del embotellado. Vinos
de Monastrell, campafia 2007.

T CuU NC MPF EC G
Propanol nd nd 0,02 nd nd nd
Isobutanol 61,60a 69,06a 67,45a 58,34a 52,47a 53,71a
Alcoholes amilicos 280,25a 321,91a 335,00a 325,95a 289,68a 313,3la
2-fenil-etanol 69,78b 66,55ab 66,40ab 59,82ab 51,62a 58,15ab

Alcoholes Superiores 411,63a 457,52a 468,88a 444,11a 393,77a 425,17a

Acetato Isoamilo 0,06a 0,33ab 0,43b 0,35ab  0,43b 0,48b
Acetato Hexilo 0,01a 0,01a 0,02b 0,01a 0,01a 0,01a
2-fenil-etil-acetato 0,12a 0,20a 0,14a 0,12a 0,08a 0,12a
Acetatos 0,19a 0,54ab 0,59b 0,48ab 0,52ab 0,61b
Propionato de etilo 0,07a 0,17a 0,13a 0,12a 0,10a 0,12a
Etil-3-hidroxibutirato 0,32a 0,36a 0,45a 0,34a 0,36a 0,42a
Isobutirato de etilo nd 0,02a 0,02a 0,02a 0,02a 0,02a
Hexanoato de etilo 0,01a 0,06b 0,07b 0,08b 0,08b 0,08b
Octanoato de etilo 0,01a 0,02a 0,01a 0,01a 0,02a 0,02a
Esteres etilicos 0,41la 0,63ab 0,68b 0,57ab 0,58ab  0,66b
Ac. Hexanoico 1,49a 1,42a 1,67a 1,53a 1,39a 1,51a
Ac. Octanoico 2,50a 2,52a 2,51a 2,28a 2,03a 2,39a
Ac. Decanoico 0,65b 0,56ab 0,26a 0,38ab 0,35ab 0,3l1ab
Acidos 4 64a 4 50a 4 444 4.19a 3,77a 4.21a
1-hexanol 1,48a 1,73ab  1,98b 2,02b 1,64ab 1,65ab
Cis-3-hexenol 0,01a 0,01a 0,01a 0,01a 0,01a 0,01a
Alcoholes C6 1,49a 1,74ab 1,99b 2,03b 1,65ab 1,66ab

Letras diferentes en la misma fila muestras diferencias significativas segin Test de
Duncan (p>95) n=3. Abreviaturas: T: testigo; CU: congelacién de la uva; NC: nieve
carbdénica;, MPF: maceracion prefermentativa en frio; EC: enzima comercial; G:
galactosidasa; nd: no detectado.
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Tabla 9.15. Composicién aromatica (mg/L) 6 meses después del embotellado.
Vinos de Monastrell, camparia 2007.

T CuU NC MPF EC G
Propanol 34,96ab 35,30ab 63,58b 54,59ab 23,71a 21,84a
Isobutanol 62,18a 70,98ab 88,84b 60,71a 64,22a 51,95a
Alcoholes amilicos 383,8la 401,51a 372,55a 357,50a 376,82a 382,23a
2-fenil-etanol 105,54b 145,07b 59,74a 48,48a 66,6la 67,39a

Alcoholes Superiores 586,49ab 652,86b 586,51ab 521,28a 531,36a 523,41a

Acetato Isoamilo 0,59a 0,44a 0,80a 0,33a 0,58a 0,69a
Acetato Hexilo 0,05a 0,05a 0,02a 0,06a 0,04a 0,07a
2-fenil-etil-acetato 0,23a 0,21a 0,16a 0,08a 0,13a 0,40a
Acetatos 0,87ab 0,70ab  0,98ab 0,47a 0,75ab 1,16b
Propionato de etilo 0,38a 0,26a 0,71a 0,52a 0,36a 0,49a
Etil-3-hidroxibutirato 0,32a 0,49a 0,46a 0,35a 0,39a 0,45a
Isobutirato de etilo 0,18a 0,23a 0,20a 0,22a 0,14a 0,17a
Hexanoato de etilo 0,26a 0,31a 0,29a 0,26a 0,23a 0,26a
Octanoato de etilo 0,18a 0,21a 0,19a 0,14a 0,16a 0,16a
Esteres etilicos 1,32a 1,50a 1,85a 149a 1,28a 1,53a
Ac. Hexanoico 1,74a 1,79a 1,58a 1,25a 1,3la 1l,47a
Ac. Octanoico 1,83a 2,43ab 2,70b 2,00a 2,58ab 2,1l1ab
Ac. Decanoico 0,26a 0,34a 0,21a 0,18a 0,22a 0,22a
Acidos 3,83ab 4,56b 4,49b 3,43a 4,11ab 3,80ab
1-hexanol 1,58a 248b  2,27ab 2,27ab 1,81ab 1,80ab
Cis-3-hexenol 0,16a 0,07a 0,05a 0,12a 0,07a 0,26a
Alcoholes C6 1,74a 2,55b 2,32ab 2,39ab 1,88ab 2,06ab

Letras diferentes en la misma fila muestras diferencias significativas segun Test de
Duncan (p>95) n=3. Abreviaturas: T: testigo; CU: congelacién de la uva; NC: nieve
carbdénica;, MPF: maceracion prefermentativa en frio; EC: enzima comercial; G:
galactosidasa; nd: no detectado.
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Tabla 9.16. Composicion aroméatica (mg/L) a final de la fermentacién alcohodlica.
Vinos de Monastrell, camparfia 2009.

T NC MPF EC
Propanol 17,79a 16,82a 22,43b 18,55a
Isobutanol 56,22ab 53,16a 64,35c 62,13bc
Alcoholes amilicos 354,43a 477,76b 359,74a 512,73c
2-fenil-etanol 76,85ab 85,46b 71,93a 71,35a
Alcoholes Superiores 505,29a 633,21b 518,46a 664,76b
Acetato Isoamilo 0,89a 1,73ab 1,08a 2,24b
Acetato Hexilo 0,06b 0,07c 0,03a 0,07c
2-fenil-etil-acetato 0,16ab 0,29c 0,10a 0,19b
Acetatos 1,11a 2,09b 1,21a 2,50b
Propionato de etilo 0,04ab 0,03a 0,08b 0,04ab
Etil-3-hidroxibutirato 0,53ab 0,55bc 0,44a 0,63c
Isobutirato de etilo nd 0,02a nd 0,02a
Hexanoato de etilo 0,19a 0,22a 0,16a 0,55b
Octanoato de etilo 0,09a 0,10a 0,06a 0,25b
Esteres etilicos 0,85a 0,92a 0,74a 1,49b
Ac. Hexanoico 1,88c 1,67b 1,50a 2,02c
Ac. Octanoico 2,33b 2,58b 1,73a 2,38b
Ac. Decanoico 0,07a 0,63b 0,17a 0,51b
Acidos 4,28b 4,88¢ 3,40a 4,91c
1-hexanol 2,00a 2,42b 2,52b 2,51b
Cis-3-hexenol 0,01a 0,01a 0,03b 0,01a
Alcoholes C6 2,01a 2,43b 2,55b 2,52b

Letras diferentes en la misma fila muestras diferencias significativas segin Test de
Duncan (p>95) n=3. Abreviaturas: T: testigo; NC: nieve carbonica; MPF: maceracion
prefermentativa en frio; EC: enzima comercial; nd: no detectado.
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Tabla 9.17. Composicién aromatica (mg/L) en el momento del embotellado. Vinos

de Monastrell, campafia 2009.

T NC MPF EC
Propanol 21,47a 21,72a 24,85a 21,15a
Isobutanol 60,72b 50,56a 55,71ab 55,00ab
Alcoholes amilicos 491,80a 474,88a 506,49a 465,84a
2-fenil-etanol 76,15b 91,30c 65,67a 66,27a
Alcoholes Superiores 650,14a 638,46a 652,72a 608,26a
Acetato Isoamilo 0,86a 0,65a 0,85a 0,75a
Acetato Hexilo 0,03a 0,08b 0,04ab 0,03a
2-fenil-etil-acetato 0,19a 0,32b 0,14a 0,17a
Acetatos 1,08a 1,05a 1,03a 0,95a
Propionato de etilo 0,09a 0,09a 0,12a 0,10a
Etil-3-hidroxibutirato 0,68b 0,60ab 0,53a 0,64b
Isobutirato de etilo 0,02a 0,11b 0,10b 0,06ab
Hexanoato de etilo 0,15a 0,18a 0,16a 0,11a
Octanoato de etilo 0,06a 0,02a 0,04a 0,02a
Esteres etilicos 1,00a 1,00a 0,95a 0,93a
Ac. Hexanoico 2,70c 1,92a 1,75a 2,20b
Ac. Octanoico 3,73b 3,12b 1,96a 2,38b
Ac. Decanoico 0,80a 0,82a 0,46a 0,45a
Acidos 7.23b 5,86ab 4,17a 5,03ab
1-hexanol 2,49a 2,34a 2,79b 2,25b
Cis-3-hexenol 0,05a 0,04a 0,07a 0,05a
Alcoholes C6 2,54a 2,38a 2,86a 2,30a

Letras diferentes en la misma fila muestras diferencias significativas segin Test de
Duncan (p>95) n=3. Abreviaturas: T: testigo; NC: nieve carbonica; MPF: maceracion
prefermentativa en frio; EC: enzima comercial; nd: no detectad

299



Anexos

Tabla 9.18. Composicién aromatica (mg/L) 6 meses después del embotellado.
Vinos de Monastrell, camparfia 2009.

T NC MPF EC
Propanol 28,23ab 28,61ab 30,67b 25,10a
Isobutanol 60,74ab 57,11a 61,86b 60,27ab
Alcoholes amilicos 515,88b 496,37ab 483,53a 505,43ab
2-fenil-etanol 77,72a 98,21b 76,29a 85,12a
Alcoholes Superiores 682,58b 680,29b 652,35a 675,92b
Acetato Isoamilo 0,75b 0,61ab 0,48a 0,65ab
Acetato Hexilo 0,05a 0,08b 0,04a 0,05a
2-fenil-etil-acetato 0,12a 0,16a 0,41a 0,21a
Acetatos 0,92a 0,85a 0,93a 0,91a
Propionato de etilo 0,24a 0,26a 0,26a 0,28a
Etil-3-hidroxibutirato 0,61bc 0,56ab 0,51a 0,66¢C
Isobutirato de etilo 0,39a 0,47a 0,50a 0,29a
Hexanoato de etilo 0,28b 0,20a 0,19a 0,26b
Octanoato de etilo 0,04a 0,05a 0,05a 0,08a
Esteres etilicos 1,56a 1,54a 1,51a 1,57a
Ac. Hexanoico 2,58b 2,05a 1,82a 2,59b
Ac. Octanoico 3,18ab 3,36ab 3,02a 4 59h
Ac. Decanoico 1,13a 1,02a 1,00a 0,99a
Acidos 6,89ab 6,43a 5,84a 8,17b
1-hexanol 2,16a 2,12a 2,51b 2,18a
Cis-3-hexenol 0,05a 0,04a 0,06a 0,05a
Alcoholes C6 2,21a 2,16a 2,57b 2,23a

Letras diferentes en la misma fila muestras diferencias significativas segin Test de
Duncan (p>95) n=3. Abreviaturas: T: testigo; NC: nieve carbonica; MPF: maceracion
prefermentativa en frio; EC: enzima comercial; nd: no detectado.
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