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RESUMEN

Los activadores de fermentacidon son productos enoldgicos que se estan
empleando para la mejora de las condiciones de crecimiento y disminucidn del estrés
de las levaduras durante la fermentacion alcohdlica. Los elevados grados alcohélicos
potenciales, el déficit en nitrégeno facilmente asimilable de los mostos, la necesidad de
implantar con rapidez los pies de cuba, la presencia de sustancias téxicas inhibidoras del
crecimiento de las levaduras y los riesgos de aparicion del fendmeno de reduccién son
algunos de los argumentos que justifican el uso de activadores fermentativos. La
mayoria de ellos responden, hasta el momento, a formulaciones quimicas con una base
importante de nitrégeno amoniacal (fosfato amodnico), acidos grasos insaturados vy
vitaminas (tiamina). Algunos contienen polvo de celulosa y/o autolisados de levaduras
que adsorben sustancias toxicas inhibidoras del medio. Sin embargo, en esta amplia lista
no existe ningun producto natural que pueda contener una formulacién dptima capaz
de dar respuesta integral a todas las necesidades previstas durante la fermentacién
alcohdlica, entre las que cabria destacar la activacién al inicio de la fermentacién, el
aumento de la supervivencia de las levaduras al final del proceso y la mejora de la

produccién de compuestos aromaticos, minimizando la aparicién de defectos olfativos.

Las nuevas tendencias de mercado orientadas a la utilizaciéon de productos de
origen natural, muy poco procesados y que respeten el medioambiente, da sentido al
presente proyecto de tesis, en el cual, se propone el uso del polen de abeja como

activador-nutriente natural en la fermentacion alcohdlica.

Esta Tesis Doctoral, se ha financiado dentro del Plan Propio de Investigacién de
la Universidad de Cadiz (2013-023/PU/EPIF-FPI-CT/CP), con el titulo “Aplicacién de polen

de abeja como activador en el proceso de fermentacién alcohélica”.

La investigacién tiene como objetivo principal estudiar tanto la viabilidad, como
los efectos positivos y negativos producidos por el uso del polen de abeja en la
vinificacion en blanco y en tinto. La metodologia de trabajo se ha desarrollado a escala

laboratorio-piloto. En una primera fase se analizaron los efectos de diferentes dosis de
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polen, tanto en la vinificacidn en blanco como en tinto. Posteriormente, en una segunda

fase, se validd el uso del polen frente a otros activadores comerciales.

Para cumplir con los objetivos marcados, se han llevado a cabo la vinificacion en
blanco de las variedades Palomino fino y Riesling, y la vinificacidn en tinto de la variedad
Tintilla de Rota. La aplicacién del polen fue realizada directamente sobre los mostos
blancos desfangados o sobre la vendimia tinta despalillada y molturada antes de la
fermentacion alcohdlica. Para todas las variedades se emplearon diferentes dosis de
polen (0,1, 0,25, 1, 5, 10 y 20 g/L) de acuerdo con estudios preliminares del equipo

investigador.

En primer lugar, se estudid si el polen en sus diferentes dosis tenia algun tipo de
efecto sobre la composicidn fisicoquimica de los mostos blancos y tintos. Los resultados
mostraron que la adicion de polen conlleva a un aumento significativo de los niveles de
nitrogeno facilmente asimilable (NFA) en los mostos blancos y tintos, estableciéndose
una correlacién lineal con la dosis de polen. Asimismo, los resultados no mostraron
cambios significativos en la densidad, salvo para las dosis mas altas (10 y 20 g/L), donde
posiblemente hay una cierta aportacion de azucar, tal como se habia observado en
estudios preliminares con hidromiel. El resto de pardmetros no se vieron alterados, salvo
un ligero incremento en la acidez total, en el caso de los mostos de Tintilla de Rota con

la dosis mas alta de polen, aunque en todos los casos, el pH se mantuvo constante.

En segundo lugar, se llevé a cabo la fermentacién alcohdlica de los mostos
blancos y el encubado de los tintos. Para el inicio de la fermentacién se emplearon
indculos de levaduras secas activas (LSA) y una temperatura controlada de 19°C.
Durante la fermentacién alcohdlica, se realizdé un seguimiento de la densidad, del NFA,
y la biomasa viable (levaduras). Los resultados de las medidas de densidad y de biomasa
mostraron en todos los casos, que con la presencia de polen se mejoraba la cinética
fermentativa y la capacidad de reproduccién de las levaduras durante la fase
exponencial de crecimiento. La evolucion del NFA mostré que el polen es capaz de
mantener e incluso aumentar los niveles de NFA durante la fermentacion, sobre todo a
dosis altas, ya que actia como fuente de reserva que se va liberando posiblemente
gracias a la accidn solubilizante del alcohol. Como consecuencia de ello, los vinos finales

elaborados con las dosis altas de polen presentaron contenidos residuales de NFA muy
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altos, pudiendo ser de interés para el desarrollo de otros procesos biolégicos como la
crianza bioldgica o la fermentacion maloldctica, o bien una causa de riesgo ante posibles

desarrollos microbianos no deseados.

En tercer lugar, una vez finalizada la fermentacidn alcohdlica, los vinos blancos
se clarificaron y estabilizaron por frio antes de ser filtrados, para luego ser embotellados
con presencia de atmdsfera inerte (N2) antes de su caracterizacién fisico-quimica y
sensorial. Los resultados de la caracterizacion fisico-quimica indicaron que el polen no
afecta de manera significativa al contenido en etanol, acidez volatil y pH, incluso a las
dosis mds altas. Sin embargo, en relacién a los parametros de color, se observé un
desplazamiento hacia los tonos anaranjados y un incremento de la intensidad colorante,
sobre todo a partir de la dosis de 1 g/L, posiblemente provocados por el aporte de

compuestos polifendlicos y pigmentos del polen.

En el caso de los vinos tintos, terminada la fermentacion alcohdlica, se
descubaron por decantacion y se trasvasaron a recipientes limpios e inertes, para el
desarrollo de la fermentacién malolactica. Para esta segunda fermentacion, se utilizé un
indculo de bacterias acido lacticas Oenoccous oeni (Laffort, Burdeos, Francia). La
fermentacion maloldctica se controld mediante la cuantificacion del acido malico. Los
resultados mostraron un aumento de la velocidad de consumo de este sustrato con la
dosis de polen, observandose asi una influencia positiva del polen sobre las bacterias
lacticas. Una vez finalizado el proceso, los vinos fueron decantados en frio y los vinos
limpios se embotellaron con atmdsfera inerte (N2) para evitar alteraciones hasta su
caracterizacion fisicoquimica. Los resultados mostraron que el polen, en las dosis
empleadas, no afectaba a ninguno de los parametros fisicoquimicos analizados,

incluyendo los parametros cromaticos y los pigmentos.

En cuarto lugar, mediante cromatografia de gases se analizaron y se
caracterizaron los compuestos volatiles minoritarios (CG-GM) y mayoritarios (CG) de los
vinos finales. Los resultados mostraron de forma general que la adicion de polen
produce un aumento en los compuestos volatiles totales, tanto en los vinos blancos
como en los tintos, aunque los comportamientos de las familias de compuestos fueron
algo diferentes en ambos tipos de vinos. En Palomino fino, los mayores incrementos se

produjeron a las dosis altas de polen (10 y 20 g/L), mientras que en Riesling y Tintilla

9
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este efecto se produjo a dosis bajas (0,1, 0,25 g/L) fundamentalmente. En los vinos
tintos, la produccion de compuestos volatiles totales con el polen no fue tan importante
posiblemente porque fueron atenuados por la presencia de los hollejos durante la
fermentacion alcohdlica. Los calculos de los valores de la actividad odorante (VAO),
mostraron que las dosis bajas, en todos los casos, obtuvieron los mayores valores en las
series odorantes positivas (frutas y flores), mientras que con las dosis altas se obtuvieron
los valores mas elevados en las series odorantes negativas (grasa, herbaceo, frutos

secos).

En quinto lugar, se realizé un analisis sensorial descriptivo de todos los vinos por
parte de un panel de cata. Por un lado, se analizaron los atributos organolépticos
generales (cardcter frutal, floral, especiado, en nariz; dulzor, acidez, amargor,
astringencia, salinidad, cuerpo y persistencia, en boca) y por otro, los atributos olfativos
especificos para vinos blancos y los especificos para vinos tintos. Los resultados
corroboraron lo observado en los VAO. Los vinos blancos y tintos elaborados con dosis
bajas de polen mostraron los valores mas altos en las notas a frutas y flores, siendo estos
atributos los mas influyentes en las notas de cata. Mientras que, con las dosis altas, en
los vinos blancos se intensificaron los olores mas vegetales, a cereal y a polen, y en los
vinos tintos, las frutas se tornaron mas maduras y/o pasificadas. Como resultado final
se establecido que la dosis de polen que habia producido una mejora en la calidad
sensorial de los vinos blancos y tintos fue 0,25 g/L. Con esta dosis de polen, se
consiguieron buenos resultados sobre la cinética fermentativa y sobre el perfil
aromatico de los vinos, sin producir ninguna alteracion en los parametros fisico-

guimicos y de color de los vinos finales.

En sexto lugar, y con objeto de validar el polen frente a otros activadores
comerciales, se volvieron a realizar las vinificaciones con las mismas variedades de uva
(Palomino fino, Riesling y Tintilla de Rota), comparando el uso de la dosis seleccionada
de polen de abeja frente a la misma dosis de un activador comercial (Laffort, Burdeos,
Francia). Inicialmente se estudié el efecto sobre el NFA, y en ese sentido los resultados
mostraron que tanto el polen como el activador comercial aumentaban en la misma
proporcidn los niveles de NFA iniciales del mosto. En relacién a la cinética fermentativa,

en la mayoria de los casos, los vinos con polen experimentaron mejoras en comparacion

10
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con el activador comercial y con los vinos testigo. De la misma forma, los vinos con polen
fueron los que presentaron los mayores incrementos en las poblaciones de levaduras.
En todos los casos, la evolucidn del contenido en NFA mostré de nuevo que el polen

puede liberar NFA, a diferencia del activador, durante la fermentaciéon alcohdlica.

Con los vinos finales se trabajo de igual forma al estudio con diferentes dosis. Los
vinos tintos descubados fueron inoculados usando un pie de cuba de bacterias lacticas
comerciales y una vez se inicié la fermentacion malolactica, su evolucién fue controlada
haciendo el seguimiento del contenido en dacido malico. En todos los casos, los
resultados mostraron de nuevo que el polen ejerce una influencia positiva sobre la
fermentacion maloldctica, siendo estos vinos los que presentaron una velocidad de
consumo de acido malico ligeramente mayor, en comparaciéon con el activador
comercial y el testigo. Una vez acabado el proceso, los vinos se clarificaron y se

embotellaron con atmdsfera inerte (Ny).

Los resultados de la caracterizacion de los vinos finales, blancos y tintos, no
indicaron en ningun caso alteraciones en los parametros fisico-quimicos, salvo ligeras
modificaciones no significativas en los parametros del color. Sin embargo, el analisis de
los compuestos volatiles nuevamente indicé que el polen ejercia un efecto positivo
sobre los vinos, incluso mejorando su composicién en comparacion con el activador

comercial.

En los vinos blancos de Palomino fino y Riesling con polen, se advirtié un

comportamiento muy similar al de los experimentos con diferentes dosis de polen. De

forma general, los mayores incrementos fueron observados en las familias de los
alcoholes superiores, terpenos, ésteres y aldehidos, en los vinos con polen en
comparacion con los testigos. Mientras que, en los vinos tintos, las familias de
compuestos con mayores incrementos fueron los alcoholes superiores, fenoles,
terpenos, ésteres, tioles, norisoprenoides y lactonas. El estudio de los VAO mostré
incrementos en las series odorantes con el uso del polen, frente al activador comercial,
qgue presentd descensos en la mayoria de las series, sobre todo en las mayoritarias
(afrutado, floral, grasa, herbaceo y frutos secos). Al comparar la accidon conjunta de las

series odorantes positivas (afrutado + floral) frente a las negativas (grasa + herbacea +

frutos secos), la fraccién correspondiente a las series odorantes positivas de los vinos

11
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con polen superaban el 92% con respecto al total, muy por encima del activador

comercial y mds aun de los vinos testigo.

En séptimo lugar, los vinos obtenidos en los experimentos comparativos fueron
analizados mediante el andlisis sensorial descriptivo, ademas de aplicar la prueba
triangular (1ISO 4120:2007 AENOR, 2008) y el test de ordenacién (ISO 8587:2006 AENOR,
2010). En este caso, no solo se obtuvo la informacién descriptiva de los vinos, sino que,
mediante la aplicacién de la prueba triangular, se pudo conocer si existian diferencias
significativas entre los vinos elaborados con polen y con activador comercial. La
informacién obtenida tras aplicar el test de ordenacion, permitié conocer el grado de
aceptacion de los vinos, en comparacion con los elaborados con activador comercial y

los testigos.

La evaluacion de los atributos olfativos generales, mostré que tanto los vinos
blancos como los tintos elaborados con polen, presentaron mayor intensidad en el
caracter frutal y floral, en comparacién con el activador comercial y el testigo. Al analizar
los resultados de los atributos especificos, se observd que, en los vinos blancos, los
incrementos en fruta eran debido a mayor proporcién de aromas a frutas blancas,
tropicales y citricos, junto con un aumento en aromas a flores blancas. En los vinos
tintos, los incrementos eran debido a mayor intensidad en frutas rojas, negras,
tropicales y algo de frutas blancas, y en flores rojas y azules. Sin embargo, en todos los
vinos con activador comercial, se percibié mayor intensidad aromatica en frutas con
hueso, fruta madura y en las notas balsamicas, por lo que estos vinos fueron peor

evaluados que los elaborados con polen.

Los resultados de las pruebas triangulares mostraron diferencias significativas
entre todos los vinos de Riesling y los de Tintilla de Rota (control, polen y activador
comercial), sin embargo, entre los vinos control y con polen de Palomino fino, no se
encontraron diferencias. Por otro lado, el test de ordenacién indicé que, de forma
significativa en todos los casos, los vinos con polen fueron los preferidos por los
catadores (“consumidores”). En el caso de Palomino fino, los vinos con mayor
preferencia fueron, en igualdad de puntuaciones, los vinos con polen y los vinos con

activador comercial. Dada la finalidad de este objetivo, este resultado debe considerarse
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igualmente positivo ya que estaria validando el efecto del polen en comparacion a un

activador comercial.

En octavo lugar, durante el desarrollo de esta tesis doctoral, se ha realizado una
estancia de investigacién en el centro extranjero Institut des Sciences de la Vigne et du
Vin (ISVV) de Burdeos (Francia), en la region de Aquitania, considerado como centro de
referencia internacional en investigacion en el campo de la enologia. En el periodo de
estancia, se efectuaron experimentos comparativos con polen de abeja y un activador
comercial, utilizando las variedades tintas Cabernet sauvignon y Merlot. Debido a
diferencias en la metodologia utilizada en ambos centros de investigacién, en el capitulo
referente al estudio comparativo solo se han incluido los resultados de aquellos analisis
realizados con metodologia similar a los realizados en Espafia. En este contexto, con las
variedades tintas Francesas Cabernet sauvignon y Merlot, se estudié el impacto del uso
de polen sobre los mostos, sobre la evolucion de la densidad, sobre los pardmetros
fisico-quimicos y de color de los vinos finales, asi como el analisis sensorial descriptivo
de los atributos generales (caracter frutal, floral en nariz; dulzor, acidez, amargor, y

astringencia, en boca), ademas de las pruebas triangulares y el test de ordenacién.

EL analisis de los mostos de ambas variedades no mostré alteraciones en los
parametros fisico-quimicos, salvo en el contenido inicial en NFA en los mostos con polen
y activador comercial, al igual que se observd en los mostos de Tintilla de Rota. Durante
el desarrollo de la fermentacién alcohdlica, el comportamiento de la cinética
fermentativa fue muy parecido en Cabernet sauvignon y Merlot, salvo antes de alcanzar
la recta final, donde se observaron diferencias significativas entre el polen y el testigo
en Cabernet, y entre el polen y el activador comercial junto con el testigo en Merlot.
Una vez finalizada la fermentacién alcohdlica, se siguié la misma metodologia que en
Tintilla de Rota, se inoculd un pie de cuba de bacterias acido lacticas comerciales y se
controld la evoluciéon de la fermentacién malolactica mediante el seguimiento de los
niveles de dcido malico. En ambos casos se observd un comportamiento similar, tanto
el testigo como el polen de abeja, presentaron los descensos de acido malico mas
acusados que el activador, causado posiblemente por algun problema de adaptacién del
indculo al medio. Sin embargo, en la fermentacidon maloldctica, el perfil de consumo fue

muy parecido en todos los vinos. Cuando termind el proceso, los vinos limpios fueron
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embotellados con atmodsfera inerte (N2) y conservados en refrigeracién hasta su
caracterizacion fisico-quimica y su analisis sensorial. Es necesario indicar que, debido al
ritmo marcado por el tiempo de la estancia, los vinos de Cabernet sauvignon y Merlot
no tuvieron un tiempo de fermentacién alcohdlica mas largo y por ello, el contenido en
azucares residuales es mucho mayor que en Tintilla de Rota, aunque en ambos casos se

alcanzaron niveles inferiores a 2 g/L.

Al igual que en los vinos de Tintilla de Rota, los resultados de los fisico-quimicos
de los vinos, no mostraron diferencias elevadas entre ellos, salvo algunas en la acidez
volatil y el contenido en azlcares residuales. Respecto a los parametros de color, los
vinos mostraron ligeros cambios en la componente b* con respecto a los vinos
elaborados con polen. Mientras que en Cabernet sauvignon se incrementé levemente
la componente amarilla, en Merlot los vinos presentaron mas componente azul,
cambios practicamente imperceptibles desde una perspectiva visual. Por esta razon, las
modificaciones no implicaron cambios perceptibles en los vinos desde el punto de vista

enoldgico.

Los resultados del analisis sensorial descriptivo de los vinos mostraron, al igual
gue en los vinos de Tintilla de Rota, que los atributos mejor puntuados en todos los casos
fueron el caracter frutal y floral de los vinos con polen, en comparacion con el activador
comercial y testigo. EI comportamiento en boca fue un poco diferente en ambas
variedades. Los vinos de Cabernet con polen y control presentaron mayor amargor, que
los vinos con activador comercial. En Merlot, los vinos con mayor intensidad de amargor
fueron los vinos testigo y los elaborados con el activador comercial. La sensacion de
astringencia no presentd un comportamiento directamente asociado a la presencia de
polen, ya que, en la variedad Merlot, los vinos con mayor astringencia fueron los

elaborados con el activador comercial.

Los resultados obtenidos de las pruebas triangulares mostraron que los vinos
elaborados con polen y con el activador comercial presentaron perfiles sensoriales
diferentes en comparacion con el testigo. Sin embargo, al enfrentar los vinos con polen
y con activador comercial, no se obtuvieron diferencias significativas entre los vinos.
Esto puede indicar, que, a pesar de las diferencias sensoriales encontradas, existen

pequeiios matices en las notas de cata que pueden ser los responsables de marcar la
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diferencia entre los vinos. Los resultados del test de ordenacién, indicaron que los vinos
de Cabernet elaborados con polen fueron preferidos de forma significativa, frente al
activador y a los vinos testigo. Mientras que, en los vinos de Merlot a pesar de ser los
vinos con polen de abeja los mas puntuados por los catadores, no se observaron
diferencias significativas. Sin embargo, estas preferencias corroboran las mejoras en la

calidad del aroma de los vinos, observadas en el analisis sensorial descriptivo.

Como conclusioén, se puede indicar que el uso de polen incrementa los niveles de
NFA en los mostos de uva, tanto blanca como tinta. Del mismo modo, su uso favorece
la cinética fermentativa y consigue aumentar la biomasa viable durante el desarrollo de
la fermentacién alcohdlica. Cuando se utilizan dosis elevadas, los vinos blancos finales
pueden alterar sensiblemente los pardmetros del color, sin embargo, cuando se utiliza
a dosis bajas no se producen modificaciones importantes en los vinos. Por otro lado, el
uso de polen a dosis bajas, favorece e incrementa el contenido en compuestos volatiles
gue mejoran la calidad del perfil aromdatico de los vinos resultantes, tanto en blanco
como en tinto, favoreciéndose la produccidon de compuestos implicados en las series
odorantes de frutas y flores. Mientras que las dosis altas desequilibran, en cierto modo,

el perfil de compuestos volatiles potenciando el caracter graso y herbaceo.

En comparacion con el uso de un activador comercial, el polen de abeja presenta
mejores y mas completas funcionalidades para su uso en la fermentacion alcohdlica. Por
un lado, incrementa el contenido en NFA de los mostos, mejorando tanto la cinética
fermentativa como la produccién de biomasa viable, y por otro, favorece la produccién
de una mayor cantidad de compuestos volatiles que participan en las series odorantes
responsables de los aromas afrutados y florales de los vinos. Los resultados del analisis
sensorial descriptivo junto con la aplicacién de la prueba triangular y el test de
ordenacidon, muestran que, en la mayor parte de los casos, los vinos con mejores
caracteristicas sensoriales y con mayor preferencia, han sido los elaborados con polen

de abeja en comparacion con el uso de activadores comerciales.
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ABSTRACT

Fermentation activators are oenological products used to improve the growth
conditions and decrease the stress of wine yeasts during alcoholic fermentation. High
potential alcoholic degrees, easily assimilable nitrogen musts deficiency, the need for
rapid implantation of culture starter, the presence of yeast growth inhibitors and the
risks of reduction are some of the arguments that justify the use of fermentative
activators. Most of these oenological products are prepared with chemical formulations
based on ammonia nitrogen (ammonium phosphate), unsaturated fatty acids and
vitamins (thiamine). Some of them contain cellulose powder and/or autolysates of

yeasts that adsorb toxic substances inhibiting cell growth.

However, in this broad list there is no natural product with an optimal
formulation capable of providing an integral response to all the needs during alcoholic
fermentation: activation at the beginning of fermentation, increase in yeast survival at
the end of the process and improvement of the production of aromatic compounds,

minimizing the appearance of olfactory defects.

The new market trends focused on products of natural origin, minimally
processed and respectful with the environment, gives meaning to the current thesis
project, which proposes the use of bee pollen as a natural activator-nutrient in alcoholic

fermentation.

The present Doctoral Thesis, with the title "Application of bee pollen as activator
in the alcoholic fermentation process"”, has been developed within the Program of
predoctoral contracts of the Own Research Plan of the University of Cadiz (2013-

023/PU/EPIF-FPI-CT/CP).

The main objective of this Doctoral Thesis is to study the feasibility, as well as the
positive and negative effects produced by the use of bee pollen in both white and red
winemaking. The work methodology has been developed at laboratory-pilot scale. In a
first stage, the effects of different doses of pollen were analyzed, both in white and red
winemaking. Later, in a second stage, the use of pollen was validated against other

commercial activators.
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In order to comply with the objectives, set, the white vinification of the Palomino
fino and Riesling varieties and the red vinification of the Tintilla de Rota variety have
been carried out. Bee pollen application was carried out directly on the white musts that
had been decayed or on the vintage of destemmed and milled before the alcoholic
fermentation. For all varieties, different doses of pollen were used (0.1, 0.25, 1, 5, 10

and 20 g/L) according to preliminary studies by the research team.

In the first place, it was studied whether bee pollen, in its different doses, had an
effect on the physico-chemical composition of white and red grape musts. Results
showed that bee pollen addition leads to a significant increase in yeast assimilable
nitrogen levels (YAN) in white and red grape musts, establishing a linear correlation with
the pollen dose. Likewise, results did not show significant changes in density, except for
the highest doses (10 and 20 g / L), where possibly there is a certain contribution of
sugar, as had been observed in preliminary studies with mead. The other parameters
were not altered, except for a slight increase in total acidity, in the case of Tintilla de
Rota musts with the highest dose of pollen, although in all cases, the pH remained

constant.

In second place, the alcoholic fermentation of the white musts and the red wine
were carried out. To start the fermentation, active dry yeast inocula (ADY) and a
controlled temperature of 19°C were used. During alcoholic fermentation, density, YAN,
and viable biomass (yeast) were monitored. According to density and biomass results,
in all cases, with bee pollen presence, the fermentative kinetics and reproductive
capacity of wine yeasts during exponential phase were improved. YAN evolution showed
that bee pollen is able to maintain and even increase YAN levels during alcoholic
fermentation, specially at high doses, since it acts as a reserve source possibly thanks to
alcohol solubilizing action. As a consequence, final wines whith high bee pollen doses
showed very high residual YAN contents, which may be of interest for the development
of other biological processes such as biological aging or malolactic fermentation, or a

cause of risk possible unwanted microbial developments.

Third, once the alcoholic fermentation was finished, the white wines were
clarified and stabilized by cold before being filtered, and then bottled with the presence

of an inert atmosphere (N2) before their physical-chemical and sensory characterization.
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The results of the physical-chemical characterization indicated that pollen does not
significantly affect the ethanol content, volatile acidity and pH, even at the highest
doses. However, in relation to the color parameters, a shift towards orange tones and
an increase in the coloring intensity was observed, especially from the dose of 1 g/L,

possibly caused by the contribution of polyphenolic compounds and pigments of pollen.

After the alcoholic fermentation, red wines were discovered by decanting and
transferred to clean and inert containers, for the development of malolactic
fermentation. For this second fermentation, an inoculum of lactic acid bacteria
Oenoccous oeni (Laffort, Bordeaux, France) was used. The malolactic fermentation was
controlled by the malic acid quantification. The results showed an increase in the speed
of consumption of this substrate with the pollen dose, thus observing a positive
influence of pollen on lactic acid bacteria. Once the process was finished, the wines were
decanted cold and the clean wines were bottled with an inert atmosphere (N2) to avoid
alterations until their physicochemical characterization. The results showed that the
pollen, in the doses used, did not affect any of the physicochemical parameters

analyzed, including chromatic parameters and pigments.

Fourth, gas chromatography analyzed and characterized the volatile minority
(CG-GM) and majority (CG) compounds of the final wines. The results showed in a
general way that the addition of pollen produces an increase in the total volatile
compounds, both in white and red wines, although the behavior of the families of
compounds were somewhat different in both types of wines. In Palomino fino, the
highest increases occurred at high doses of pollen (10 and 20 g/L), whereas in Riesling
and Tintilla this effect occurred at low doses (0,1, 0,25 g/L), mainly. In red wines, the
production of total volatile compounds with pollen was not as important, possibly
because they were attenuated by the presence of the skins during the alcoholic
fermentation. The calculations of the values of the odorant activity (OAV), showed that
the low doses, in all the cases, obtained the highest values in the positive odorant series
(fruits and flowers), while with the high doses the highest values were obtained.

elevated in the negative odorant series (fatty, grassy, nuts).

Fifth, a descriptive sensory analysis of all the wines was carried out by a tasting

panel. On the one hand, the general organoleptic attributes (fruity, floral, spicy, in nose;
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sweetness, acidity, bitterness, astringency, salinity, body and persistence, in mouth) and
on the other, the specific olfactory attributes for white wines were analysed, those
specific to red wines. Results corroborated what was observed in the OAV. White and
red wines made with low doses of bee pollen showed the highest values in fruits and
flowers notes, these attributes being the most influential in the tasting notes. While,
with high doses, white wines intensified the more vegetable, cereal and bee pollen
odors, and in red wines, the fruits became more mature and/or passified. As a final result
it was established 0.25 g/L of bee pollen as the better doses due to it improvement in
the sensory quality of white and red wines. This bee pollen dose, good results were
obtained on the fermentative kinetics and on the aromatic profile of wines, without

producing any alteration in the physico-chemical and color parameters o the final wines.

Sixth, and in order to validate bee pollen against other commercial activators,
the vinifications were made again with the same grape varieties (Palomino fino, Riesling
and Tintilla de Rota), comparing the use of the selected bee pollen dose, against the
same dose of a commercial activator (Laffort, Bordeaux, France). Initially the effect on
the YAN was studied, and in that sense the results showed that both the pollen and the
commercial activator increased in the same proportion the initial YAN levels of the grape
musts. In relation to the fermentative kinetics, in most cases, the bee pollen wines
experienced improvements compared with the commercial activator and the control
wines. In the same way, wines with bee pollen showed the greatest increases in yeast
populations. In all cases, the evolution of YAN content showed again that pollen can

release YAN, during alcoholic fermentation, unlike the activator.

With the final wines the study was worked in the same way with different doses.
The red wines discovered were inoculated using a commercial lactic acid cell starter and
once the malolactic fermentation was started, its evolution was controlled by
monitoring the malic acid content. In all cases, the results again showed that bee pollen
exerts a positive influence on malolactic fermentation, these wines having a slightly
higher malic acid consumption rate, compared to the commercial activator and the
control. Once the process was finished, the wines were clarified and bottled with an

inert atmosphere (N3).

22



Tesis Doctoral — Antonio Amores-Arrocha Abstract

Final wines characterization results, white and red, did not indicate any
alterations in the physical-chemical parameters, except for slight non-significant
changes in the colour parameters. However, volatile compounds analysis indicated
again that the pollen exerted a positive effect on the wines, even improving its

composition in comparison with the commercial activator.

In the white wines of Palomino fino and Riesling white bee pollen wines, a
behavior very similar to that of the experiments with different doses of pollen was
observed. In general, the highest increases were observed in the families of the higher
alcohols, terpenes, esters and aldehydes, in the wines with pollen compared to the
controls. While, in red wines, the families of compounds with greater increases were
higher alcohols, phenols, terpenes, esters, thiols, norisoprenoids and lactones. The
study of OAV showed increases in the odorant series with the use of pollen, compared
to the commercial activator, which showed declines in most series, especially in the
majority (fruity, floral, fatty, grassy and nuts). When comparing the joint action of the
positive odorant series (fruity + floral) against the negative ones (fatty + herbaceous +
nuts), the fraction corresponding to the positive odorant series of the wines with pollen
exceeded 92% with respect to the total, well above the commercial activator and even

more so from the control wines.

Seventh, the wines obtained in the comparative experiments were analyzed by
descriptive sensory analysis, in addition to applying the triangular test (1ISO 4120: 2007
AENOR, 2008) and the ordination test (ISO 8587: 2006 AENOR, 2010). In this case, not
only the descriptive information of the wines was obtained, but, through the application
of the triangular test, it was possible to know if there were significant differences
between the wines made with pollen and with commercial activator. The information
obtained after applying the ordination test, allowed to know the degree of acceptance
of the wines, in comparison with those elaborated with commercial activator and the

control.

The evaluation of the general olfactory attributes, showed that both white and
red wines made with pollen showed greater intensity in the fruit and floral characters,
compared to the commercial activator and the control. When analyzing the results of

the specific attributes, it was observed that, in white wines, increases in fruit were due
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to a greater proportion of aromas of white, tropical and citrus fruits, together with an
increase in white flowers aromas. In red wines, the increases were due to greater
intensity in red, black, tropical fruits and some white fruits, and red and blue flowers.
However, in all wines with commercial activator, greater aromatic intensity was
perceived in fruit with stone, ripe fruit and in the balsamic notes, so these wines were

worse evaluated than those made with bee pollen.

Triangular tests results showed significant differences between all the wines of
Riesling and those of Tintilla de Rota (control, bee pollen and commercial activator),
however, between the control and bee pollen wines of Palomino fino, no differences
were found. On the other hand, the ordination test indicated that, in a significant way
in all cases, wines with pollen were preferred by tasters ("consumers"). In the case of
Palomino fino, the wines with greater preference were, in equal scores, the wines with
pollen and the wines with commercial activator. Given the purpose of this objective, this
result should be considered equally positive since it would be validating the effect of

pollen compared to a commercial activator.

In eighth place, during the development of this doctoral thesis, a research stay
has been carried out at the Institut des Sciences de la Vigne et du Vin (ISVV) in Bordeaux
(France), in the Aquitaine region, considered as a center of international reference in
research in the field of oenology. During the research stay, comparative experiments
were carried out with bee pollen and a commercial activator, using the red grapes
varieties Cabernet Sauvignon and Merlot. Due to differences in the methodology used
in both research centers, in the chapter referring to the comparative study only the
results of those analyzes carried out with similar methodology to those made in Spain
have been included. In this context, with the French red varieties Cabernet Sauvignon
and Merlot, the impact of the use of pollen on musts, on the density evolution, on the
physico-chemical and colour parameters of final wines, as well as the descriptive sensory
analysis of the general attributes (fruity and floral characters, in nose, sweetness,
acidity, bitterness, and astringency, in the mouth), in addition to the triangular and the

ordination tests.

The analysis of the grape musts of both varieties showed no alterations in the

physico-chemical parameters, except for the initial YAN content in the musts with pollen
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and commercial activator, as was observed in the Tintilla de Rota musts. During the
alcoholic fermentation development, the behavior of the fermentative kinetics was very
similar in Cabernet Sauvignon and Merlot, except before reaching the final stretch,
where significant differences were observed between the pollen and the control in
Cabernet, and between the pollen and the activator commercial with the witness in
Merlot. Once the alcoholic fermentation was finished, the same methodology as in
Tintilla de Rota was followed, a culture starter of commercial lactic acid bacteria was
inoculated and the evolution of the malolactic fermentation was monitored by
monitoring malic acid levels. In both cases a similar behavior was observed, both control
and bee pollen wines showed more pronounced malic acid decreases than the comercial
activator, possibly caused by some problem of adaptation of the inoculum to the
medium. However, in the malolactic fermentation, the consumption profile was very
similar in all the wines. When the process was finished, clean wines were bottled with
an inert atmosphere (N2) and kept refrigerated until their physico-chemical
characterization and sensory analysis. It is necessary to indicate that, due to the rhythm
marked by the time of the research stay, Cabernet Sauvignon and Merlot wines did not
have a longer alcoholic fermentation time and therefore, residual sugars content is
much higher than in Tintilla de Rota, although in both cases levels below 2 g/L were

reached.

As in Tintilla de Rota wines, physico-chemical results of the wines did not show
high differences among them, except for some cases as in the volatile acidity and
residual sugars content. Regarding the colour parameters, the wines showed slight
changes in the b* component with respect to the wines made with pollen. While in
Cabernet Sauvignon the yellow component increased slightly, Merlot wines presented
more blue component, changes practically imperceptible from a visual perspective. For
this reason, the modifications did not imply perceptible changes in wines from the

oenological point of view.

Descriptive sensory analysis results of final wines showed, as in Tintilla de Rota
wines, the best scored attributes in all cases were the fruity and floral character of bee
pollen wines, compared to the commercial activator and the control. Mouthfeel

behavior was a bit different in both varieties. Cabernet sauvignon wines with bee pollen
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and control presented greater bitterness, than commercial activator wines. In Merlot
wines, the ones that presented the greatest bitterness were the control wines and the
fermented wines with commercial activator. Astringency perception did not present a
behavior directly associated with the presence of bee pollen, since, in the Merlot variety,

the wines with greater astringency were those made with the commercial activator.

Triangular test results showed that bee pollen and commercial activator wines
presented different sensory profiles in comparison with the control. However, when
facing wines with bee pollen versus those fermented with the commercial activator, no
significant differences were found between the wines. This may indicate that, despite
the sensory differences found, there are small nuances in the tasting notes that may be
responsible for marking the difference between the wines. Ordering test results
indicated that Cabernet sauvignon bee pollen wines were significantly preferred over
the commercial activator and the control wines. While, in Merlot wines, despite being
bee pollen wines the most scored by tasters, no significant differences were observed.
However, these preferences corroborate the improvements in the aroma quality of the

wines, observed in the descriptive sensory analysis.

In conclusion, it can be indicated that the use of bee pollen increases YAN levels
in grape must, both white and red. In the same way, its use favours the fermentative
kinetics and manages to increase the viable biomass during the development of the
alcoholic fermentation. When high doses are used, the final white wines can significantly
alter the colourr parameters, however, when used at low doses, no significant changes
occur in the wines. On the other hand, the use of bee pollen at low doses favours and
increases the volatile compounds content that improve the quality of the aromatic
profile of the resulting wines, both in white and red, favouring the production of
compounds involved in the odorant series of fruits and flowers. While the high bee
pollen doses unbalance, in a certain way, the profile of volatile compounds enhancing

the fatty and herbaceous character.

In comparison with the use of a commercial activator, bee pollen presents better
and more complete functionalities for its use in alcoholic fermentation. On the one
hand, it increases the YAN content of the grape musts, improving both the fermentative

kinetics and the production of viable biomass, and on the other hand, it favours the

26



Tesis Doctoral — Antonio Amores-Arrocha Abstract

production of a greater quantity of volatile compounds that participate in the odorant
series responsible for the fruity aromas and floral wines. The results of the descriptive
sensory analysis together with the application of the triangular test and the ordination
test show that, in most cases, wines with better sensory characteristics and with greater
preference have been those made with bee pollen, compared to the use of commercial

activators.
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1. INTRODUCCION

De manera general el mosto de uva presenta todos los nutrientes necesarios para el
desarrollo de la fermentacion alcohdlica por parte de las levaduras (Conde et al., 2007;
Togores, 2011; Walteros et al., 2013). El mosto de uva es un medio idéneo para la

produccién de vinos debido a que presenta:

v Una alta concentracidn de azlcares y otros nutrientes (nitrégeno, acidos grasos,
aminodcidos y vitaminas) que proporcionan todo lo necesario para el crecimiento y

desarrollo de las levaduras.

v Una baja acidez natural y un pH, lo suficientemente alto como para favorecer el
desarrollo de las levaduras durante la fermentacién e inhibir el desarrollo de

microorganismos contaminantes durante y al final de la fermentacion.

v" Un niimero importante de aromas y precursores aromaticos que le otorga un perfil

sensorial caracteristico de enorme complejidad.

Las principales fuentes de carbono en el mosto, se encuentran en forma de
glucosa y fructosa, mientras que las fuentes de nitrégeno pueden ser muy variables,
tanto en composicion como en su concentracién, y pueden jugar un papel importante
como limitantes en el desarrollo de la fermentacion (Pretorius, 2000). En los mostos de
uva, existen diferentes formas nitrogenadas, tales como proteinas, polipéptidos,
péptidos, aminodcidos y amonio (Zoecklein et al., 1990), ademas de otras sustancias que
se encuentran en menor concentraciéon, como las vitaminas, nucleétidos y nitratos
(Jiranek et al., 1995). Entre todas las fuentes nitrogenadas, caben destacar el amonio y
los aminodacidos que representan entre un 60-70% del nitrégeno total, siendo las fuentes
de nitréogeno mas rapidamente asimiladas por las levaduras (Butzke, 1998). Estos
compuestos son esenciales para el crecimiento y desarrollo de las levaduras durante la
fermentacion alcohdlica, ya que el nitrégeno, es después del carbono, el segundo
elemento mas utilizado durante el desarrollo y el crecimiento celular (T Garde-Cerdan

etal., 2011; Vilanova et al., 2012). Los cambios en la concentracién de estos compuestos
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nitrogenados en los mostos, pueden repercutir de forma positiva o negativa en la calidad
de los vinos resultantes (Bell and Henschke, 2005). La riqueza en compuestos
nitrogenados de los mostos va a depender de factores intrinsecos, como la variedad y el
clon de uva, y el tipo de suelo; y de factores externos o culturales, como el sistema de
cultivo (ecoldgico o tradicional), la integridad del vifiedo, el estado sanitario, la cepa de
levadura utilizada y la temperatura de fermentacion, etc. (; Henschke and Jiranek, 1993;
Yanez et al., 1998; Mateus et al., 2002; Gédmez, 2004; Bell and Henschke, 2005; Barbosa
et al., 2009; Garde-Cerdan et al., 2011; Sdnchez-Palomo et al., 2017).

Durante la maduracion de las uvas se produce una disminuciéon en la
concentracion de amonio (Dubois et al., 1996), mientras que el contenido en
aminodcidos aumenta (Bordeu, 1998). Un exceso de insolacion en los racimos, durante
la fase de sobremaduracidn, puede producir un efecto negativo y disminuir las
concentraciones de nitrégeno total y de algunos aminoacidos. Los mostos de uvas con
exceso de maduracion tienen mayores problemas para el desarrollo de la fermentacién
debido a la falta de nitrégeno facilmente asimilable (Pszczdlkowski et al., 1985; Bordeu,
1998; Zambra, 1997). De la misma forma, cuando se aumenta sustancialmente el aporte
de agua, sobre todo antes de la vendimia, o debido al uso de variedades con una alta
productividad, se puede observar un efecto de “dilucion” de los nutrientes (azlcares,
acidos organicos, aminoacidos, etc.) (Keller, 2005; Keller et al., 2006), dando lugar a
mostos pobre en nutrientes. Muchas veces ese exceso de productividad viene
determinado por el tipo del clon plantado. Es el caso de la Palomino fino, cuyos clones
antiguos, fueron sustituidos mayoritariamente por otro mucho mas productivos. Segun
indica el Catdlogo de Clones de Variedades de Vid en Andalucia (Gonzalez et al., 2004),
los clones autorizados y utilizados actualmente para la produccién de vinos de la
variedad de Palomino fino, presentan una produccién entre 5,11 - 7,03 Kg/cepa, con un
grado Beaume entre 11,00 - 11,80, una acidez total relativamente baja, entre 3,02 - 4,30
g/L de acido tartarico y un un pH relativamente alto, entre 3,60 — 3,93. Generalmente
los mostos producidos con estas variedades mds productoras, precisan tanto de
correcciones prefermentativas como la adicidn de nutrientes para el correcto desarrollo
de la fermentacion alcohdlica. Los vinos producidos presentan generalmente bajas

concentraciones en aromas varietales, y la calidad aromatica de sus vinos va a estar
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principalmente relacionada con los compuestos volatiles que se produzcan durante la
fermentacion alcohdlica (Pretorius, 2000). Los alcoholes superiores, los acidos grasos y
ésteres son compuestos importantes en el aroma de los vinos, especialmente en los
mostos de variedades mas neutras. Estudios realizados con la variedad Monastrell,
demostraron que la produccidon de ésteres y acidos era mayor, cuanto mayor era el
consumo de aminodcidos durante la fermentacidn alcohdlica, y que la produccién de
alcoholes totales era mayor cuanto mads baja era la concentracién de amonio en los

mostos iniciales (Garde-Cerdan et al., 2011).

Otros aspectos estudiados por diversos autores, estan relacionados con la
influencia del cambio climatico sobre la fenologia de la vid y la maduracion de las uvas,
llegando a la conclusién de que efectivamente existe una influencia directa sobre el
desarrollo de las plantas (Briche et al., 2014; Sacchelli et al., 2016; Orduna, 2017). De
forma general se ha observado que las fechas de vendimia se han ido adelantado en los
ultimos 10 — 30 aiios (Mira de Orduia et al., 2010), a pesar de que la informacién de

archivo indica que estos cambios se han venido sucediendo desde tiempo atras.

Diferentes estudios sobre datos de maduracién de algunas regiones vitivinicolas
comprendidos entre los ultimos 30 — 50 afios, indican que, a consecuencia de las
modificaciones climatoldgicas, el periodo de maduracién se ha ido adelantado entre 18-
24 dias con respecto a las fechas de vendimia en las que se realizaban tradicionalmente
(Loira, 2014; Mira de Orduiia Heidinger, 2010; Nemani et al., 2001). Otros trabajos
basados en modelos climaticos utilizando la “huella ecoldgica” de zonas con aptitudes
viticolas como indice, predicen cambios geograficos globales entre 2041-2060 en las
zonas donde actualmente se desarrolla la viticultura y zonas futuras que podran albergar
dicha practica (Hannah et al., 2013). Esto sugiere que muchas regiones vitivinicolas
tradicionales, como Burdeos y Rédano (Francia) y Toscana (Italia) entre otras, se veran
disminuidas en cuanto a la extension de su cultivo, afectando por los tanto a las
variedades cultivadas. Por el contrario, en regiones mas septentrionales de América del
Norte y Europa aumentaran; mientras que las zonas situadas a mayor altitud y costeras
se podrian mantener (Figura 1). No se han realizado trabajos de investigacion tan
especificas en la zona, pero segln se recogen en las memorias de vendimia del Consejo

Regulador del Marco de Jerez, en comparacion con los historicos registrados, en los
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ultimos afios la fecha de vendimia se ha adelantado unos 20 - 25 dias, coincidiendo el

periodo de maduracién con los meses de mas calor.

Figura 1. Proyeccion de cambios geogrdficos en la idoneidad de la viticultura a nivel
global entre los periodos de tiempo actuales y 2050 (2041-2060). (Fuente: Hannah et
al., 2013)

Un crecimiento acelerado de la vid y un exceso de maduracién en las uvas,
conllevan a la produccién de mostos con grados alcohélicos potenciales mas elevados
(Hennessy et al., 2003; Duchéne and Schneider, 2005; Jones, 2005; Webb et al., 2005;
Jones and Goodrich, 2008), con menos acidez (principalmente, acido tartdrico y acido
malico) y pH mas elevados (Godden and Gishen, 2004; Jones and Goodrich, 2008), y con
carencias nutricionales. Cuando ademds del aumento de la temperatura, existen
deficiencias hidricas durante la maduracién, se pueden reducir los niveles de
aminodcidos (arginina), asi como los pigmentos coloreados durante el envero en uvas

tintas por efectos de degradacién o inhibicién (Conde et al., 2007).

En consecuencia, estos mostos con deficiencias nutricionales suelen tener
dificultades para el arranque y el desarrollo completo de la fermentacién alcohdlica
(Fleet, 1993; Suarez-Lepe, 1997; Webb et al., 2007), lo que conlleva generalmente a la
aparicion de defectos en el perfil aromatico y a una pérdida de la expresion aromatica y
sensorial de los vinos (Hernandez-Orte et al., 2005). Las correcciones de los mostos por
adicion de suplementos nutricionales (Bely et al., 1990a; Monteiro and Bisson, 1992), el
empleo de levadura secas activas (LSA) y el control de temperatura, ayudan a minimizar

estos problemas durante la fermentacidn alcohdlica, obteniéndose productos de calidad
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independientemente de la composicién inicial de los mostos. El uso de LSA es una
practica habitual en la industria enoldgica. Suelen suministrarse en formato
deshidratado y requieren de una rehidratacidon éptima antes de su inoculacion en el

mosto de uva.

Generalmente, el uso de LSA lleva implicito el uso de activadores tanto para la
fase de crecimiento activo como durante la fase estacionaria (Suarez-Lepe, 1997; Bisson,
1999). En este sentido, la multiplicacidn celular puede verse afectada por determinadas
carencias nutricionales de los mostos, especialmente en nitréogeno facilmente asimilable
(Bely et al., 1990a) y vitaminas (Bataillon et al., 1996; Ough et al., 1989). No obstante,
aun no se han resuelto del todo, los problemas en los finales de fermentacién derivados
de las fermentaciones largas y las paradas fermentativas (Flanzy, 2000) que implican la
presencia de azucar residual en los vinos finales, y en muchos casos, a la aparicion de

contaminaciones bacterianas (Sudrez-Lepe, 1997).

Algunos autores defienden que el perfil aromatico de los vinos es uno de los
factores mas importantes que definen su calidad sensorial (Rapp, 1998; Vilanova et al.,
2007; Niimi et al., 2017). Este perfil aromatico viene determinado por los compuestos
volatiles caracteristicos de la variedad (Maarse et al., 1992) y también por los producidos

por las levaduras durante la fermentacion alcohdélica (Styger et al., 2011).

La disponibilidad de nutrientes en el mosto no solo depende de los factores
naturales (Garde-Cerddn and Ancin-Azpilicueta, 2008; Garde-Cerdan et al., 2011;
Moreira et al., 2011), sino también de los factores puramente tecnolégicos como el
sistema de extraccidn del mosto, el desfangado, las maceraciones, la temperatura de
fermentacion, etc.) (Houtman and Du Plessis, 1985; Bataillon et al., 1996; Berthels et al.,

2004; Ticozzelli and Bovo, 2005).

Garde-Cerdan et al. (2011), afirman que el consumo de los compuestos
nitrogenados durante la fermentacion es directamente proporcional a su concentracién
en el mosto, independientemente de la variedad, sistema de cultivo y estado de
maduracion de la uva. Por otra parte, las deficiencias en nitrégeno facilmente asimilable
de los mostos son una de las principales causas de las fermentaciones lentas o

incompletas (Viegas et al., 1985; Bely et al., 1990b; Bisson, 1999) y de la formacion de
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compuestos azufrados tales como S-metil tioacetato, acido 3-metiltiopropidnico, 2-
mercaptoetanol, 3-mercaptopropanol, 3-etiltio-1-propanol, etc. que presentan olores
desagradables (Bely et al., 1990a; Giudici and Kunkee, 1994; Jiranek et al., 1995; Moreira
et al., 2011). De este modo, la cantidad de nitrégeno facilmente asimilable inicial del
mosto no solo afecta al desarrollo de la fermentacion sino también a la calidad sensorial
del vino. Numerosos autores afirman que un medio rico en nitréogeno facilmente
asimilable favorece el metabolismo de las levaduras, dando lugar a mas ésteres y a
menos alcoholes superiores (Rapp and Versini, 1995; Hernandez-Orte et al., 2005). Por
el contrario, un exceso de nitrégeno podria ir en detrimento de la estabilidad
microbioldgica durante el envejecimiento, almacenamiento y embotellado (Beltran et

al., 2004).

La baja disponibilidad de micronutrientes como vitaminas y minerales también
se ha relacionado con el desarrollo de fermentaciones lentas y la aparicién de defectos
olfativos. La presencia de vitaminas (biotina, piridoxina, tiamina, acido pantoténico y
acido nicotinico) son necesarias para el crecimiento de las levaduras y el desarrollo de
la fermentacidén alcohdlica (Suarez-Lepe, 1997). Autores como Gutiérrez (1993), afirman
que una deficiencia en tiamina puede conllevar un menor crecimiento celular, y que una
carencia de acido pantoténico conduce a altas concentraciones de etanol junto con la
aparicidon de aromas azufrados. Igualmente, Bataillon et al. (1996) afirman que un déficit
en tiamina conduce a fermentaciones lentas y paradas fermentativas, mas aun con falta
de nitréogeno facilmente asimilable. Bartra et al. (1995) ponen en evidencia que la
deficiencia en piridoxina y acido pantoténico afecta a la formacion de compuestos
azufrados independientemente del agente fermentativo, pH, temperatura, presencia de
azufre elemental y sulfuroso afiadido. Por otra parte, la presencia de acido acético se ha
relacionado con una menor capacidad de la levadura para el transporte y retencién de
la tiamina en fermentaciones lentas (lwashima et al., 1973). Estudios de interaccion
entre nitrégeno asimilable y el empleo de biotina, han demostrado que la sinergia entre
ambos factores favorece el desarrollo de las poblaciones de levaduras y mejoran la tasa
de fermentacién, sin embargo, las dosis necesarias de biotina para completar la
fermentacion pueden afectar el impacto organoléptico de los vinos (Bohlscheid et al.,

2007), provocando una pérdida de la calidad sensorial.
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En cuanto a los micronutrientes minerales, algunos autores observaron que, con
limitaciones de calcio las levaduras aumentaban su sensibilidad al alcohol debido a que
se disminuye la estabilidad de la membrana plasmatica (Nabais et al., 1988). Por otro
lado, se observé que la ausencia de zinc produce una disminucion del 18,7% del
crecimiento de las levaduras en (Gutiérrez, 1993), y una menor produccion de alcoholes
isoamilicos, debido a que este oligoelemento es esencial para la actividad de algunos

enzimas como el alcohol deshidrogenasa, la aldolasa, la fosfatasa alcalina, etc.

Otra de las principales causas de las paradas fermentativas es la inhibicién del
crecimiento microbiano provocada por la alta presencia de etanol, acetaldehido, acidos
grasos de cadena corta ademas de otras sustancias con actividad antimicrobianas, todas
ellas toxicas para la levadura. En tales condiciones, se modifican las concentraciones
relativas de diversas clases de fosfolipidos (Thomas and Rose, 1979; Beaven et al., 1982;
Ghareib et al., 1988), tiene lugar un aumento de los acidos grasos saturados (Sajbidor
and Grego, 1992; You et al., 2003) y se produce una reduccién del contenido global en
esteroles (Walker-Caprioglio et al., 1990), como respuesta de la levadura ante una
situacion de estrés (Jones, 1989). Los acidos grasos insaturados de cadena larga y los
esteroles son componentes indispensables de las membranas celulares, que constituyen
los soportes enzimaticos y los factores de permeabilidad celular (Sudrez-Lepe, 1997;
Mannazzu et al., 2008). En medios con alta concentracion alcohdlica, las levaduras
pierden propiedades funcionales por el efecto del etanol sobre la permeabilidad y
fluidez de sus membranas, lo que conlleva a una pérdida de cofactores y coenzimas
necesarios para el metabolismo. El primer efecto inhibidor (a partir de 12% v/v) es la
imposibilidad de crecimiento y/o gemacion, asi como la reduccidn de la viabilidad. La
capacidad de seguir fermentando a concentraciones altas de etanol depende de la cepa
y de su capacidad para sintetizar dcidos grasos insaturados y esteroles, un fendmeno
limitado por las condiciones anaerobias del medio. Por otra parte, durante la
fermentacion se generan acidos grasos como el hexanoico, octanoico, decanoico y
dodecanoico y sus ésteres, que actlan en sinergia con el etanol inhibiendo Ia
multiplicacién celular, lo que puede conducir a paradas fermentativas (Lafon-Lafourcade

et al., 1984).
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Otras sustancias son consideradas como posibles causantes de retrasos o incluso
de paradas fermentativas, tal es el caso del acetaldehido cuando se encuentra en altos
niveles (Stanley et al., 1993; Roustan and Sablayrolles, 2002), algunos metabolitos
producidos por Bacillus y Streptomyces (que se encuentra en el vifiedo y la bodega)
(Kielhofner, 1954), las sustancias téxicas procedentes de uvas botritizadas (Ribéreau-
Gayon et al., 1979) y las propias fitoalexinas junto a los enzimas producidas por las

plantas frente a infecciones (Smith and Banks, 1986; Linthorst and Van Loon, 1991).

Todas estas caracteristicas hacen que el uso de activadores fermentativos sea
necesario para evitar o corregir la multiplicacién de la levadura durante la fermentacién
alcohdlica y para producir una calidad sensorial dptima (Bell and Henschke, 2005; Trinh
et al., 2010; Lee et al., 2013). De forma general, los endlogos suplementan de manera
sistematica los mostos con fosfato amdnico para prevenir los problemas de
fermentacion. El empleo de esta sal de amonio en pequeiias proporciones (20 — 30 g/hL)
aumenta el nitrégeno facilmente asimilable, activando la multiplicacién celular y el
desarrollo de las reacciones de fosforilacién de la glicolisis, al inicio de la fermentacién.
Ademas, su adicion favorece la produccion de aromas citricos y menos azufrados
(Hernandez-Orte et al., 2005). El empleo de una mezcla mineral (sulfato aménico,
fosfato amodnico y sulfato de magnesio) contribuye a una mejora de la fermentacion
aumentando el rendimiento alcohélico y reduciendo los niveles de alcoholes superiores
(Kotarska et al., 2006). Sin embargo, la adicion de amonio al mosto no siempre mejora
el crecimiento de las levaduras ni favorece el consumo de azucar (Kotarska et al., 2006;
Strehaiano et al., 2007). Un uso inadecuado y excesivo de amonio, sin tener en cuenta
las carencias nutricionales del mosto y los requerimientos de la cepa usada, pueden
conducir a una disminucién de la eficacia fermentativa dando lugar a una menor sintesis
de alcoholes superiores, a la formacién de carbamato de etilo y a una mayor

inestabilidad microbiolégica del vino (Kotarska et al., 2006; Strehaiano et al., 2007).

La adicion de aminodcidos, combinados a veces con amonio, y su influencia sobre
la fermentacion alcohdlica y las propiedades organolépticas de los vinos ha sido
ampliamente estudiada (Hernandez-Orte et al.,, 2005; Garde-Cerdan and Ancin-
Azpilicueta, 2008; Arias-Gil et al.,, 2007). Los estudios muestran que la cinética

fermentativa mejora con la adicién de aminoacidos y que su consumo durante la
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fermentacion es mayor cuanto mayor es su contenido en el mosto. Por otra parte, los
aminodcidos favorecen la formacién de compuestos volatiles en el vino, como los
ésteres y alcoholes, y disminuye los azufrados, produciéndose vinos mejor valorados
sensorialmente. No obstante, aun siendo positivos muchos resultados obtenidos en
laboratorio, este uso combinado de sales de amonio y aminodcidos, no siempre puede
resultar suficiente en la practica como solucién a problemas en los finales de
fermentaciones (Henschke, P. A. and lJiranek, 1993; Ribéreau-Gayon et al., 2003). Sin
embargo, la adicidn en exceso de aminodcidos, puede conducir a la formacién de aminas
bidgenas (histamina y tiramina) durante la fermentacidon malolactica (Soufleros et al.,

1998; Lonvaud-Funel, 2001).

El empleo de bajas dosis de vitaminas como la tiamina, biotina y acido
pantoténico pueden favorecer la multiplicacion celular y acortar los tiempos de latencia.
La mas utilizada es la tiamina, que produce un incremento adicional (> 30%) de la
poblacion inicial de levaduras, mejorando el rendimiento alcohélico y la produccién de
acidos cetdnicos. Sin embargo, el empleo inapropiado de dichos cofactores puede
conducir a problemas secundarios como el bajo rendimiento alcohdlico o la produccién
excesiva de alcoholes superiores y aldehidos (Kotarska et al., 2006). El pantotenato
calcico, sin embargo, mejora la calidad de los vinos reduciendo los niveles de dichas
impurezas, aunque no afecta significativamente a la cinética de crecimiento de las

levaduras (Kotarska et al., 2006).

Otros compuestos como el ergosterol y el acido oleandico favorecen la
fermentacion en condiciones anaerobias porque en estas condiciones las levaduras no
son capaces de sintetizarlos. Su presencia en mostos no favorece la multiplicacién
celular ni la cinética fermentativa, sin embargo, al ser mas ricas en esteroles, mantienen
por mas tiempo su actividad fermentativa y se degrada mayor cantidad de azucar al final
de la fermentacién (Ribéreau-Gayon et al., 2003). En muchos casos, la adicién de
esteroles se realiza en forma de cortezas de levaduras que ademas tienen la capacidad
para fijar sustancias toxicas (acidos grasos de cadena corta) de las levaduras mejorando

Su supervivencia.

Actualmente, la mayoria de las empresas que comercializan levaduras vinicas

deshidratadas, desarrollan activadores a base de nitrégeno, que en algunos casos
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incluyen: aminodcidos, levaduras inactivadas o autolisados, acidos grasos insaturados y
algunas vitaminas como tiamina (B1); elementos cuyo déficit en el mosto puede dar
lugar a fermentaciones lentas (Bataillon et al., 1996). En ocasiones se pueden encontrar
acompafados de polvo de celulosa, que es susceptible de aumentar la turbidez, pero
qgue puede actuar beneficiosamente como adsorbente de sustancias inhibidoras del
medio (Flanzy, 2000). Estos productos se estdn empleando como activadores
fermentativos o como factores de crecimiento/supervivencia de las levaduras

(Ribéreau-Gayon et al., 2003).

Sin embargo, en esta amplia lista no existe ningln producto natural que pueda
tener estas funcionalidades o aplicaciones. Por este motivo, el uso del polen como
activador y nutriente en la fermentacion alcohdlica seria una buena alternativa a los

activadores comerciales, al mismo tiempo que se revalorizaria como producto.

El sector apicola en Espafia, actualmente supone el 0,44 % de la Produccién Final
Ganaderay el 0,17 % de la Produccién de la Rama Agraria lo que se traduce a un valor
anual estimado de 62 millones de euros en miel, cera y polen (MAPAMA, 2018). El papel
del sector apicola es un pilar de gran importancia en la conservacién del medio natural
para el mantenimiento de la biodiversidad y la polinizacidon de los cultivos. En Espafia,
mas de la mitad del censo de productores de miel y polen se concentran en las cuatro
comunidades auténomas, Extremadura, Andalucia, Castilla y Ledn y la Comunidad

Valenciana (MAPAMA, 2018).

De forma habitual, se suele confundir la designacién polen y el polen apicola o
de abeja. El polen es la unidad fecundante masculino que contiene los nucleos de
fecundacion de las flores y cuando se une con el gameto femenino da lugar a la
formacién de un fruto y a las semillas (Figura 2). Segun se define en la guia “El polen.
recogida, manejo y aplicaciones”, elaborada por el Ministerio de Agricultura y Pesca,
Alimentacion y Medio Ambiente (MAPAMA), el polen es un polvillo fino, cuya coloraciéon
varia con la especie vegetal de la que procede, siendo generalmente amarillo o marrén
claro, pasando por coloraciones blanquecinas, violaceas y negras y con gran diversidad

de formas geométricas.
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Figura 2. Granos de polen floral al microscopio (Fuente: Darts Forum)

Cuando las abejas lo recogen en las flores, lo transforman en granitos pegajosos
utilizando sustancias salivares, y los adhieren a sus patas traseras y abdomen para

transportarlo hacia la colmena (Figura 3).

El polen tiene un papel importante para la productividad de las colonias en la
propia colmena, puesto que sirve de alimento a las larvas durante un cierto periodo de

su desarrollo y también para las abejas jévenes.

Figura 3. Abeja Apis mellifera con conglomerados de polen en las patas
traseras (Fuente: Fundacion amigos de las abejas).

Para la recoleccion de polen apicola, se coloca una trampa constituida por una
rejilla con agujeros lo suficientemente anchos como para que una abeja obrera pueda
atravesarlo y lo bastante estrechos como para que se desprendan parte de las bolitas

de polen colocadas en la cara externa de las patas posteriores. Bajo la rejilla, se coloca
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un tamiz horizontal con una malla de 3 mm de luz, que deja pasar el polen hasta un cajén

donde queda recogido hasta que el apicultor realiza la recolecta (Figura 4).

Figura 4. Abejas entrando en la colmena con polen (a). Abejas pasando a través de la
rejilla (b). Cajon con la recoleccion de polen diaria (c). Polen de abeja recolectado por
el apicultor (d). (Fuente: Miel Sabinares del Arlanza)

Una vez recolectado, el polen necesita pasar por un procedimiento de
desecacion y limpieza para mantener su conservacién durante el almacenamiento y

eliminar todas las impurezas que pueda contener.

La desecacidn es la etapa de mayor importancia, ya que va a permitir eliminar
parte del contenido en humedad del producto y evitar el desarrollo de actividad
bioldgica durante su conservacion y/o almacenaje. Esta etapa consiste en eliminar el
agua que contienen los granos de polen de forma natural hasta dejarlo reducido al 8%.
Este nivel de humedad no permite el crecimiento de bacterias ni hongos y ademas

retrasa el desarrollo de acaros.

La desecacion natural es la forma mas utilizada por los apicultores y consiste en
una accion combinada del sol y del aire, que actua sobre el polen extendido sobre unas
bandejas con un fondo de malla fina. La desecacion del polen se puede llevar a cabo
también en cdmaras con control de temperatura y aire, mediante la deposicidn del polen
en bandejas apiladas (Figura 5. Derecha). El polen se va removiendo para que la
desecacion sea uniforme en todo el producto y la velocidad de desecacion sea la idénea

(Figura 5. lzquierda).
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Una vez el polen ha sido desecado, antes de su conservacion se realiza la limpieza
de impurezas que pueden haber aparecido si el secado ha sido natural (al sol). En esta
etapa, se eliminan las materias extrafias: polvo, insectos, fragmentos de insectos,
secreciones, etc., que pueden acelerar el deterioro del producto al permitir un aumento

de contenido en humedad ademas de favorecer la contaminacion.

Figura 5. Izquierda: Desecacion natural de polen de abeja. Derecha: Desecacion
en camara con control de temperatura. (Fuente: Corona Apicultores).

La limpieza se lleva a cabo mediante el uso de mallas finas de forma manual o
mediante el uso de cribas automatizadas, con bandejas vibrantes. Cuando el polen esta
seco y limpio, se procede a la clasificacion mediante el uso de bandejas con diferentes
tamafios de diametros en funcidén de los diferentes calibres de los granulos. De esta

manera se conserva hasta su envasado final (Figura 6).

Figura 6. Granulos de polen apicola comercial para consumo humano.

43



Tesis Doctoral — Antonio Amores-Arrocha Introduccidon y antecedentes

Por lo tanto, el polen de abeja es un producto natural que se obtiene de las
colmenas y constituye la fuente de proteinas, hidratos de carbono, lipidos, fibra,
minerales y vitaminas, necesaria para la supervivencia de las colonias de abejas. Pero,
segln la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO),
incrementar la necesidad de polen podria revertir positivamente en un aumento de las
poblaciones de abejas meliferas y en este sentido, se impulsaria la produccién agricola

de forma natural y sostenible gracias al trabajo de estos polinizadores.

Los compuestos mayoritarios en el polen son las proteinas y aminoacidos, los
lipidos (grasas, aceites y otros derivados) y los azlcares y su composicion es variable
segln la especie de flor de origen. Estudios comparativos de polen de varias especies
florales (pisa, girasol y maiz) recolectado a mano y polen apicola (Tabla. 1), corroboran

esa gran variabilidad que existe en su composicién (Pawar et al., 2014).

Los resultados mostrados en la Tabla 1, indican que existen pequefias variaciones
en los contenidos en cenizas (minerales) y las grasas (lipidos). Sin embargo, existe una
gran variabilidad en el contenido en proteinas, con valores entre 8,29 hasta 17,21 %, en
funcién de la especie floral. La fraccién grasa varia ampliamente en el polen,
encontrandose valores entre 2,50 a 8,23 % para el polen de abeja y valores entre 2,2 y
5,62 % entre los diferentes origenes botanicos. En el contenido en carbohidratos, donde
mayor diferencia se encuentra es en el polen de abeja con valores entre 9,15 y 36,87 %,
ya que las abejas afaden pequefias porciones de miel para formar los conglomerados y
poder transportarlos. En ultimo lugar, indicar que el contenido en cenizas (minerales),
es bajo en algunos casos y va a depender fundamentalmente del origen botanico del

grano de polen.
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Tabla 1. Comparativa entre la composicion proximal de polen recogido a mano y polen de abeja.

Polen recolectado a mano (%) Polen de abeja (%)
Constituyentes

Pisa Girasol Maiz Promedio Rango
Proteina 17,21 8,29 9,35 16,78 7,59 —25,03
Grasas 5,62 3,87 2,2 5,14 2,50-8,23
Carbohidratos 5,23 2,4 2,7 26,2 9,15 - 36,87
Cenizas 1,72 2,4 2,7 2,12 1-3,92

Fuente: Pawar et al., 2014.

Los granos de polen (Figura 7), debido a su origen vegetal, tienen una pared
celular constituida por una pelicula externa llamada exina muy resistente y otra capa
interna llamada intina construida de celulosa y con una estructura muy similar a las

paredes celulares de las plantas (Blackmore et al., 2007).

Figura 7. Captura fotografia al microscopio (SEM) de granos de polen
(Willow, egg shape, a la izq. y Mouse ear, a la der.) (Fuente: Radboud University
Nijmegen, Netherlands)

La composicion del polen es rica en glucidos (35%) y proteinas (25%), con un
contenido en lipidos del 6% y un 3% entre minerales y vitaminas (Almeida-Muradian et
al., 2005; Human and Nicolson, 2006). La fraccidon nitrogenada estad representada
mayoritariamente por aminodcidos esenciales como prolina, 3acido aspartico,
fenilalanina y 4cido glutdmico (Paramas et al., 2006). En la fraccion lipidica destacan los
acidos grasos esenciales (acido linoleico y linolénico), esteroles, fosfolipidos y
carotenoides (Xu et al., 2009). En cuanto a los glucidos, podemos mencionar la glucosa,

la fructosa, la celulosa y el almidén (Almeida-Muradian et al., 2005).
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La fraccion mineral estd representada fundamentalmente por potasio, calcio,
sodio, fosforo, magnesio y azufre, y en menor proporcién, algunos oligoelementos como
el selenio, manganeso y zinc. Recientemente, se han puesto en evidencia sus beneficios
terapéuticos potenciales y sus propiedades antioxidantes (Leja et al., 2007) y bioactivas

como suplemento alimenticio funcional en nuestra dieta (Kroyer and Hegedus, 2001).

Estudios previos realizados en el campo de los hidromieles, comprobaron que la
adicién de polen (entre 10 - 50 g/L) reduce los tiempos de latencia frente a otros
activadores y aumenta la multiplicacion celular, al mismo tiempo que asegura la
supervivencia de las levaduras al final de fermentacién (Rolddn et al., 2011). La presencia
de polen, ademds de mejorar la calidad aromatica y gustativa de los hidromieles, hace
disminuir la acidez volatil causada por las desviaciones metabdlicas de las levaduras
(Roldan et al., 2011). En ensayos previos de laboratorio con mosto de uva, se ha podido
comprobar que aplicando dosis muy bajas de polen (entre 0,1y 1,0 g/ L), se obtienen

mejoras en el proceso fermentativo y en la calidad aromatica de los vinos producidos.

En este sentido, y de acuerdo a la composicion fisico-quimica que presenta,
resulta de gran interés estudiar el uso o aplicacion del polen de abeja multifloral
deshidratado, como activador natural del crecimiento y como factor de supervivencia

de las levaduras Sacharomyces cerevisiae en la vinificacidn en blanco y en tinto.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Las hipotesis que se plantean son las siguientes:

1. El polen de abeja puede actuar como activador fermentativo, aumentando y
regulando los contenidos en nitrégeno facilmente asimilable de los mostos, lo que
puede conllevar a una reduccién de los tiempos de latencia y a una mejora de la
cinética de reproduccién de las levaduras durante la fase exponencial de

crecimiento y la fase estacionaria.

2. Es necesaria la optimizacidn de la dosis de polen segun el tipo de vinificacién y la

variedad de uva empleada.

3. Laadicion de polen de abeja en una dosis éptima puede mejorar, con respecto a un
activador comercial, la cinética de desarrollo de las levaduras durante la

fermentacion alcohdlica y el perfil sensorial de los vinos obtenidos.

Para comprobar y/o verificiar las hipotesis planteadas se establece como objetivo
principal el estudio del polen multifloral de abeja como activador fermentativo (o de
crecimiento) y su influencia en la composicién fisicoquimica y en el perfil sensorial de

los vinos.

Dicho objetivo se puede desglosar a su vez en los siguientes hitos u objetivos

especificos:

1. Estudio y evaluacion a escala laboratorio-piloto de la influencia de la adicién de
polen en la vinificacion en blanco.

2. Estudio y evaluacién a escala laboratorio-piloto de la influencia de |a adicion de
polen en la vinificacion en tinto.

3. Validacion a escala laboratorio-piloto de los efectos de la influencia de polen en

la vinificacién en blanco y en tinto, en comparacién con un activador comercial.
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3. MATERIALES Y METODOS

A continuacidn, se detallan cada una de las materias primas y los materiales que

se han utilizado durante el desarrollo de cada etapa de esta tesis doctoral.

3.1 MATERIAS PRIMAS

3.1.1 Variedades de uva blanca

En la vinificacidn en blanco se han empleado las variedades blancas Riesling y Palomino
fino. La primera de ellas es una variedad de origen germano de ciclo corto, muy
adaptada a climas frios y presenta un potencial aromatico muy intenso (Cabello et al.,
2011), produciendo muy buenos resultados en esas latitudes. Sin embargo, esta
variedad cultivada en una parcela de la comarca de Jerez con un clima
predominantemente calido, suele madurar anticipadamente y dar producciones
elevadas. Generalmente los mostos presentan una deficiencia en nitrégeno facilmente
asimilable y los vinos suelen tener un perfil aromatico poco intenso y de muy baja
calidad. Por ello, puede resultar de interés en este caso, la aplicacion del polen en Ia

vinificacion.

Por otra parte, la variedad Palomino fino empleada en este trabajo, pertenece a
unos de los clones con vocacion productiva que se han plantado en el Marco del Jerez
en los ultimos tiempos, el clon Palomino “California”. Este clon suele dar mostos con un
alcohol potencial medio bajo (10,5 - 12 %), y suele dar vinos muy neutros desde el punto
de vista aromatico, con una tendencia importante a la aparicion de olores de reduccién
(Cruz et al.,, 1996). En este caso, la presencia de polen, y su aporte equilibrado en
aminodacidos y acidos grasos, puede contribuir a mejorar los vinos desde el punto de
vista sensorial. Para el desarrollo de las experiencias con vinos blancos, se conté con la
participaciéon de la bodega Cooperativa Andaluza, Unidn de viticultores chiclaneros, de
Chiclana de la Frontera, y con la participacién de bodegas privadas de Arcos de la

Frontera y Jerez de la Frontera.
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3.1.2 Variedades de uva tinta

En la vinificacién en tinto se ha empleado la variedad autdctona, Tintilla de Rota,
una variedad casi olvidada que durante los siglos XVIIl y XIX gozaba de prestigio y
reconocimiento por los vinos que se elaboraban con ella. Histéricamente ha sido la
variedad tinta que se ha plantado en Andalucia, ya en 1807 fue citada por Simén de
Roxas Clemente en “Ensayo sobre las variedades de la Vid comun, que vegetan en
Andalucia”, localizando su cultivo en las localidades de Sanlicar de Barrameda,
Chipiona, Jerez, Arcos, Trebujena, Espera y Chiclana, ademds de Conil, Tarifa y Mdlaga,
donde se encontraban algunas cepas aisladas. No existe conocimiento de su cultivo en
grandes extensiones, pero si que fue una de las mas importantes y conocidas tanto en
la villa de Rota, asi como en diversos municipios de los alrededores. La mayor parte de
las producciones de esta variedad eran destinadas a los mercados mas selectos.
Actualmente, se ha vuelto a conseguir elaborar vinos de alta gama y muy afamados,
dado el elevado nivel de calidad que puede llegar a alcanzar durante la maduracion,

generando como resultado unos magnificos vinos y de gran potencial.

Generalmente, esta variedad se esta vinificando con elevados grados alcohdlicos
potenciales (14 — 15 % Alc. vol.), para poder alcanzar una buena maduracion fenélica
tanto en el hollejo como en las pepitas. Por esta circunstancia, en algunas campafas se
han producido ralentizaciones de la fermentacién e incluso paradas fermentativas que
han sido dificiles de resolver. En estos casos, el uso de polen se puede testear como
factor de supervivencia de levaduras en las fases finales de fermentacién. Para el
desarrollo de la vinificacion con la variedad Tintilla de Rota, se contd con la ayuda de las
bodegas Luis Perez, de Jerez de la Frontera, que facilité las uvas necesarias para el

desarrollo de las experiencias.

Durante el periodo de investigacidn en el centro extranjero Institut des Sciences
de la Vigne et du Vin (ISVV) de Burdeos (Francia), se emplearon las variedades tintas:
Merlot y Cabernet sauvignon. Ambas variedades tienen su origen en el sudoeste de
Francia, en la region de Burdeos, donde estan consolidadas como cepas tradicionales de

caracter autdctono. Tanto la Merlot como la Cabernet sauvignon son consideradas las
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variedades tintas mds expandidas a nivel mundial, y su cultivo puede encontrarse en
muchas regiones vitivinicolas del planeta (Europa, Sudafrica, Australia, Sudamérica,
Ameérica central y Estados Unidos, entre otras). La variedad Merlot se caracteriza por
tener una maduracién temprana, y por ello, es una variedad que tiene muy buenos
resultados para la elaboracion de vinos jovenes, redondos con cuerpo, ricos en
contenido alcohdlico y color. Sus vinos suelen ser relativamente poco 4cidos y poco
astringentes, por sus taninos suaves, dando lugar a vinos con aromas complejos y
elegantes. Cabernet sauvignon es una variedad mds tardia que Merlot, que suele dar
lugar a vinos con estructuras tanicas muy interesantes y de color estable siempre que se
alcancen buenas maduraciones. Normalmente, los vinos elaborados con Cabernet

sauvignon suelen ser vinos aptos para el envejecimiento.

En ocasiones, estas variedades han presentado problemas de falta de
maduracion, dando como resultado graduaciones alcohdlicas bajas (en torno a 9,5 -10
% Alc.) con un perfil aromatico “muy verde” o inmaduro. Por el contrario, las
sobremaduraciones producidas por periodos de calor excesivo, sobre todo en el caso de
la Merlot (que coincide la maduracidn con el periodo de mas calor) puede dar lugar a
grados alcohdlicos potenciales muy elevados y falta de acidez, que, junto con la
disminucion de nutrientes en los mostos, puede ser un factor critico a la hora de realizar
una correcta fermentacion alcohdlica, incluso llegando a presentar problemas para el
desarrollo de la fermentacidn malolactica. En este sentido, se estudid el efecto del polen
como nutriente fermentativo en la vinificacidon en tinto de las variedades Cabernet
sauvignon y Merlot. Para el desarrollo de las vinificaciones, se contd con la propia

produccién de uva perteneciente al instituto de investigacion.

3.1.3 Levaduras fermentativas v bacterias lacticas.

Las levaduras empleadas tanto en las vinificaciones en blanco (Palomino fino y
Riesling) como en tinto (Tintilla de Rota) fue la cepa comercial liofilizada Saccharomyces
cerevisige Lalvin 71B® (Lallemand, Barcelona, Espana), caracterizada por ser neutra
desde el punto de vista aromatico, con alto requerimiento en nitrégeno facilmente

asimilable y con resistencia a grados alcohdlicos elevados. En todos los casos la levadura
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fue inoculada a una dosis de 10 g/hL siguiendo el protocolo comercial. En Burdeos se
utilizé la cepa ZYMAFLORE® FX10 (Laffort, Burdeos, Francia) de Saccharomyces
cerevisiae (Laffort, Burdeos, Francia), para la elaboracién de vinos tintos de Merlot y
Cabernet sauvignon.

Tras la fermentacion alcohdlica de las variedades tintas, los vinos resultantes se
sometieron a una fermentacién malolactica. Las bacterias lacticas empleadas en todos

los casos fue Oenococcus oeni S11B P2 Instant (Laffort, Burdeos, Francia).

3.1.4 Polen de abeja multifloral

En todos los ensayos de vinificaciéon se empleé polen de abeja deshidratado
multifloral comercial (Valencia, Espafia), previamente caracterizado por el equipo
investigador (% proteina, % glucidos, % lipidos, % humedad, aminoacidos, dcidos grasos,
cenizas, K, Na y Ca), que contiene un 6% de humedad y un 99,8 % de pureza en peso
seco. Antes de su uso, el polen se trituré en un molino (Thermomix TM31 de Vorwerk,
Wuppertal, Alemania) y luego se almacend en frascos de vidrio oscuro en un desecador

a vacio (marca, pais) hasta el momento de su utilizacidn.

3.1.5 Nutrientes comerciales

Para el estudio comparativo contemplado en el 3°" hito, se empled un activador
comercial especifico para cada vinificacién. En las vinificaciones en blanco se utilizo
SUPERSTART® BLANC (Laffort, Burdeos, Francia), cuya formulacién es especifica para las
condiciones de vinificacion de vinos blancos y rosados. Es un producto preparado a base
de levaduras, rica en vitaminas, minerales, acidos grasos de cadenas largas y esteroles,
segun las indicaciones del fabricante. Para las vinificaciones en tinto, se utilizd
SUPERSTART® ROUGE (Laffort, Burdeos, Francia), un preparado a base de levaduras
inactivadas y autolisados de levaduras seleccionados, rica en vitaminas, minerales,

acidos grasos y esteroles (ergosterol).
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3.2 EQUIPAMIENTO A ESCALA LABORATORIO-PILOTO

Las vinificaciones se realizaron en la planta piloto que dispone el grupo de
investigacidn, que consta de los siguientes equipos: despalilladora-molturadora, prensa
hidraulica de agua, 10 depdsitos de metacrilato para el desfangado estatico, 12
fermentadores de vidrio (Alamo) de 5 litros de capacidad dotados de camisas para
control de temperatura, un intercambiador de calor modelo LAUDA WKL 700
permitiendo realizar las vinificaciones en torno a los 19 °C, filtro de placas, asi como

todos los elementos y accesorios necesarios para las distintas operaciones y procesos.

Para los andlisis que implicaron la técnica de cromatografia de gases (CG), se
empled el cromatégrafo con el que cuenta el grupo de investigacidon. Cromatdgrafo de
gases modelo HP 5890 Serie Il (Hewlett Packard, Agilent Technologies Espafia S.L.,
Espafia). con un inyector automatico (modelo HP7673A) y detector FID, equipado con

una columna capilar Carbowax 20 (50 m x 0,25 mm ID; 0,25um).

En la determinacion de los compuestos volatiles minoritarios se utilizaron un
cromatdgrafo de gases con un detector de masas acoplado (GC-MS), usando un equipo
GC-MS (Modelo AGC-MS Voyager® (Termoquest, Milan, Italia), que pertenece a la
division de Espectrometria de masas del Servicio Central de Ciencia y Tecnologia (SCCyT)

de la Universidad de Cadiz.
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3.3 METODOS

La metodologia de investigacién ha sido coordinada por los directores del
presente plan de investigacion D. lldefonso Caro Pina y D. Victor Manuel Palacios
Macias, y se ha desarrollado en el laboratorio que pertenece al grupo de investigacion
Ingenieria y Tecnologia de Alimentos (AGR-203) con sede en la Facultad de Ciencias de

la Universidad de Cadiz.

A continuacion, se desglosa cada una de las actividades que se han desarrollado
en cada uno de los hitos especificos que componen el objetivo principal de esta tesis

doctoral.

3.3.1 Estudio y evaluacion a escala laboratorio-piloto de los efectos de la adicion de
polen en la vinificacién en blanco.

En este primer hito se ha estudiado, desde el punto de vista enolégico el uso de
polen a diferentes dosis como activador del crecimiento de levaduras y sus efectos
globales y especificos en la vinificacidon en blanco, con objeto de encontrar la dosis
Optima que establezca los mejores resultados tanto en la cinética fermentativa como en

el perfil sensorial de los vinos elaborados.

Para el cumplimiento del primer hito se siguid la metodologia que se describe a

continuacion:

3.3.1.1 Evaluacion de los efectos sobre las propiedades fisico-quimicas del mosto.

En los distintos ensayos se emplearon mostos de uva Palomino fino procedente
de la bodega Cooperativa Andaluza, Unidon de Viticultores Chiclaneros (Chiclana de la
Frontera, Cadiz), y mostos de uva Riesling de una bodega de Arcos de la Frontera, Cadiz.
Los mostos de uva fueron transportados en garrafas de plastico de 25 L. El mosto se
obtuvo sin agregar anhidrido sulfuroso y se almacend a -20 °C hasta el comienzo de los
experimentos. Una vez que el mosto de uva se descongeld y se atemperd a
aproximadamente 10 °C, se afiadid metabisulfito de potasio (Sigma-Aldrich Chemical
S.A., Madrid, Espafia) (hasta 80-90 mg/L), el pH se corrigié hasta un valor de 3,2-3,3

mediante la adicidn de acido tartarico (Sigma-Aldrich Chemical S.A., Madrid, Espafia).
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El mosto de uva sulfitado se desfangd por gravedad en depdsitos de metacrilato
a una temperatura de 10 °C durante 24 h. Una vez desfangado, el mosto claro se
homogenizd y se distribuyé en fermentadores de vidrio de un volumen de 5 L provistos
de camisas de refrigeraciéon para controlar la temperatura durante la fermentacién

alcohdlica en los ensayos a escala de laboratorio-piloto.

Se emplearon seis dosis diferentes de polen: 0,10, 0,25, 1, 5, 10 y 20 g/L en los
ensayos, todos ellos realizados por triplicado para garantizar la significancia estadistica.
Una vez homogeneizado y disuelto el polen en los fermentadores, se analizaron los
efectos sobre las propiedades fisico-quimicas del mosto: pH, acidez total, turbidez,

nitrégeno facilmente asimilable y grado alcohélico potencial o °Be.

3.3.1.2 Andlisis de los efectos sobre la cinética de crecimiento de las levaduras durante
la fermentacion alcohdlica.

Para el desarrollo de las vinificaciones en blanco, se establecié una temperatura
de fermentacion entre 18 - 19 °C, controlada mediante un intercambiador de calor. Una
vez afadido el pie de cuba, se inicid el estudio de los efectos del polen sobre la cinética
de crecimiento de las levaduras mediante medida de biomasa y de la cinética
fermentativa mediante medida de densidad y el NFA. Se tomaron muestras
representativas (de unos 5 mL) cada 12 horas en los primeros 4 dias y, en los dias
siguientes, cada 24 horas para controlar y registrar el crecimiento de las levaduras en
las distintas fases de desarrollo: latencia, exponencial, estacionaria y muerte. Para
controlar el final de fermentacion se realizé un analisis de los azlcares residuales hasta

alcanzar valores < 2 g/L.

3.3.1.3 Evaluacion de los efectos sobre las propiedades fisico-quimicas del vino.

Una vez finalizada la fermentacion alcohdlica, los vinos fueron refrigerados hasta
unos 6°C y mantenidos a esta temperatura durante uno o dos dias. A continuacion,
fueron tratados con gelatina (Agrovin, S.A., Cérdoba, Espafia) (4 g/hL) y posteriormente

con bentonita (Agrovin, S.A., Cérdoba, Espafia) (40 g/hL). En ultimo lugar, todos los vinos
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fueron filtrados con filtro de 1 um y 0,22 um, para eliminar particulas en suspensién y
restos de levaduras, respectivamente, para luego ser embotellados usando atmdsfera

de nitréogeno como inertizante.

Una vez obtenidos los vinos finales, se realizd la caracterizacién de los
pardmetros fisico-quimicos: pH, acidez total, turbidez, nitrégeno facilmente asimilable,
color (Absorbancia a 420 nm), coordenadas cromaticas ClELab, grado alcohdlico,

sulfuroso total y libre y acidez volatil.

3.3.1.4 Evaluacion de los efectos sobre los compuestos voldtiles del vino y sus
correspondientes VAO.

3.3.1.4.1 Analisis de los compuestos volatiles mayoritarios

Los principales compuestos volatiles (acetaldehido, acetato de etilo, metanol, 2-
propanol, n-propil alcohol, isobutanol y 3-metilbutanol) se analizaron usando un GC
equipado con un detector FID (HP 5890 Serie II) en una columna Carbowax 20M (50 m,
0.25 mm DI, 0.25 um). Las temperaturas del inyector y del detector fueron 175 °Cy 225
°C, respectivamente, usando hidrégeno (1 mL/min) como gas portador. La temperatura
del horno fue de 35 °C durante los primeros 5 min, con una rampa de 5 °C/min hasta
gue la temperatura alcanzé 100 °C. Se realizd una inyeccidn directa de 5 puL de muestra
destilada. Para la identificacion y cuantificacidn de los principales compuestos volatiles,
se afnadio 4-metil-2-pentanol a 783 mg/L, ya que se usaron compuestos estandares
internos y estandares puros (Sigma-Aldrich Quimica, S.A., Madrid, Espafia) para

determinar la retencién tiempos y curvas de calibracién.

3.3.1.4.2 Andlisis de los compuestos volatiles minoritarios

Los compuestos volatiles minoritarios libres se determinaron por analisis
semicuantitativo de GC-MS (Modelo AGC-MS Voyager® (Termoquest, Milan, Italia),
después de la extraccién en fase sélida (SPE) siguiendo el método descrito por Di Stefano
(1991). Se empled una columna Supelcowax-10 (L 60 m, ID 0,32 mm, PD 0,5 um) y las

condiciones de operacion del GC fueron las siguientes: temperatura del inyector y del
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detector, 300 °C; temperatura del horno, 40 °C durante 5 min (seguido de una rampa de
2 °C/min, y 200 °C durante 5 min); volumen de muestra, 2 uL en modo splitless (40 s); y
gas portador, He (1 mL/min). Las condiciones de MS fueron las siguientes: modo de
impacto electréonico (EI +) a 70 eV; temperatura inicial, 220 °C; temperatura de la
interfaz, 320 °C; indice de escaneo, 1 escaneo/s; y rango de adquisicion de masa de 45-
400 m/z. Se realizaron analisis semicuantitativos, asumiendo un factor de respuesta

igual a uno.

3.3.1.4.3 Andlisis de los valores de actividad del olor (VAQ)

Los valores de actividad del olor (VAO) de los compuestos volatiles se calcularon
como la relacién entre la concentracién de cada compuesto y su umbral de percepcién
(Anexo. Tabla 33). Los compuestos volatiles se agruparon segun la serie aromatica
predominante o principal descrita en la literatura (Perestrelo et al., 2006; Duarte et al.,
2010; Slegers et al., 2015; Luki¢ et al., 2016). En este trabajo, se establecieron nueve
series aromaticas para describir el perfil aromatico del vino: afrutado, dulce, graso,
floral, herbaceo, especiado, terroso y hongos, quimico y frutos secos. Segun algunos
autores (Peinado et al., 2004), este procedimiento permite relacionar la informacién
cuantitativa obtenida del andlisis quimico con los resultados del analisis sensorial,

obteniendo un perfil organoléptico de los vinos basados en criterios objetivos.

3.3.1.5 Evaluacidon desde el punto de vista sensorial de los vinos resultantes.

Por ultimo, todos los vinos “ensayos” y “testigo” (filtrados por placas
esterilizantes) fueron sometidos a un analisis sensorial mediante un panel de cata
constituido por 10 personas como minimo, entre 30 y 50 anos de edad aproximada (50

% hombres y 50 % mujeres), con experiencia contrastada en cata y evaluacion de vinos.

El anadlisis sensorial se realizd en cabinas individuales con iluminacion
controlada, ubicadas en la sala de cata del Instituto de Investigaciones Vitivinicolas y
Agroalimentarias (IVAGRO, Puerto Real, Cadiz). Para cada catador se presentaron 50 mL

de vinos en vasos de degustacién estandar (1ISO 3591, 1997) y se cubrieron con vidrio de
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reloj para minimizar la evaporacidon de compuestos volatiles. La evaluacion sensorial de
todos los vinos se realizd entre tres o cinco dias después del embotellado
aproximadamente. Cada vino fue codificado con un cddigo aleatorio de 3 digitos y
catado de acuerdo con el orden indicado, de izquierda a derecha en todos los casos. Los
vinos se sirvieron a temperatura ambiente (20 + 2 °C) y las degustaciones se llevaron a

cabo entre las 11:00 a.m. y las 14:00 p.m.

Cada catador recibi6 una ficha de cata especificas para evaluar las
caracteristicas visuales (intensidad y calidad), olfativa (calidad e intensidad) y gustativa
(calidad e intensidad), asi como la aceptabilidad general del producto (Anexo. Tablas 38
y 39). Cada caracteristica se calific6 de 0 a 10 de acuerdo con el aumento de la
intensidad, utilizando una escala de 10 puntos. También se consideraron algunos
aspectos de interés tales como olor caracteristico (floral, afrutado, vegetal, especiado,
balsamico, frutos secos y polen), sabores (acidez, salinidad, dulzor, amargor) y sensacién
en la boca (suavidad, persistencia, retrogusto, calor). Todos los atributos sensoriales
utilizados en las hojas de degustacién se seleccionaron teniendo en cuenta los

descriptores de cata de los vinos blancos de acuerdo con Jackson (2009).

3.3.1.6 Evaluacion de los resultados mediante andlisis estadisticos multivariantes.
Establecimiento de las dosis optimas recomendadas de polen en vinificacion en
blanco.

Una vez obtenidos todos los resultados analiticos, se realizé un analisis
estadistico multivariante (andlisis de correlacién, ANOVA y Analisis de Componentes
Principales (ACP)) con el fin de obtener conclusiones precisas y poder establecer un

rango de dosis recomendadas de polen para su posterior uso en la vinificacién en blanco.

3.3.2 Estudio y evaluacion a escala laboratorio-piloto de los efectos de la adicion de
polen en la vinificacion en tinto.

En este segundo hito se pretende, igualmente estudiar desde el punto de vista
enoldgico el uso de polen a diferentes dosis como activador del crecimiento de

levaduras y sus efectos globales y especificos en la vinificacién en tinto, con objeto de
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encontrar la dosis éptima que establezca los mejores resultados tanto en la cinética

fermentativa como en el perfil sensorial de los vinos producidos

3.3.2.1 Evaluacion de los efectos sobre las propiedades fisico-quimicas del mosto.

La vendimia recolectada, se atemperd a 20 °C aproximadamente y se sometié a
un despalillado y molturado manual suave. La pasta resultante se sulfité a razén de 25
mg/Kg de uva sin realizarse ninguna correccidn de pH. A continuacion, se llenaron los
fermentadores con la misma proporcién en peso de mosto y partes sélidas, y se afiadié
la dosis de polen correspondiente (0,10, 0,25, 1, 5, 10 y 20 g/L). Al igual que en la
experimentacién con los mostos blancos, se estudiaron por triplicado seis dosis

diferentes de polen, hasta un maximo de 20 g/L, ademas de los testigos sin adicidn.

Antes de iniciar la fermentacion y una vez afiadido el polen, se estudiaron sus
efectos sobre las caracteristicas fisico-quimicas del mosto: pH, acidez total, nitrégeno

facilmente asimilable y concentracién de azucar (densidad).

3.3.2.2 Andlisis de los efectos sobre la cinética de crecimiento de las levaduras durante
la fermentacion alcohdlica.

A continuacién, se afadié el pie de cuba con la Levadura Seca Activa (LSA)
seleccionada a todos fermentadores en una dosis de 10 g/hL. A partir de aqui, se siguid

el mismo protocolo descrito para blancos (apartado 3.3.1.2).

3.3.2.3 Evaluacion de los efectos sobre las propiedades fisico-quimicas del vino

fermentado.

Una vez terminada la fermentacion alcohdlica (aztcares residuales < 2 g/L), los
vinos se descubaron y se sometieron a una fermentacién malolactica, empleando un
indculo de bacterias lacticas comerciales. Para considerar que la fermentacién
malolactica alcanzé su final y por tanto se agoté mayoritariamente el contenido en acido
malico, se realizd un control del nivel de acido malico durante el proceso. Finalizada la

fermentacion maloldctica, los vinos fueron sometidos a los siguientes analisis fisico-
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quimicos: intensidad del color, tonalidad, pH, acidez total, turbidez, nitrégeno
facilmente asimilable, coordenadas cromadticas ClELab, grado alcohdlico, indice de

polifenoles totales (IPT), sulfuroso total y libre y acidez volatil.

3.3.2.4 Evaluacion de los efectos sobre los compuestos voldtiles del vino y sus
correspondientes VAQ.

Se siguidé la misma metodologia y plan de trabajo que descrito para los vinos

blancos (apartado 3.3.1.4).

3.3.2.5 Evaluacion desde el punto de vista sensorial de los vinos resultantes.

Se siguid el mismo protocolo expuesto para los vinos blancos (apartado 3.3.1.5).

3.3.2.6 Evaluacion de los resultados mediante andlisis estadisticos multivariantes.
Establecimiento de las dosis dptimas recomendadas de polen para su uso en
vinificacion en tinto.

Se siguid la misma metodologia detallada en el apartado para os vinos blancos

(apartado 3.3.1.6).

3.3.3 Validacion a escala laboratorio-piloto de los efectos de la adicion de polen en la
vinificacion en blanco y en tinto, en comparacion con otros activadores
comerciales.

Finalizada la fase de laboratorio-piloto de caracterizacién de los efectos de la
adicién de polen en la vinificacidén en blanco y en tinto de las diferentes variedades, y
establecidas las dosis optimas de aplicacion recomendadas, se desarrollé la fase de
validaciéon y comparacion del polen (en su dosis dptima) con otros activadores

comerciales a escala laboratorio- piloto.

En los ensayos comparativos se emplearon las mismas variedades de uva y se
siguieron los mismos protocolos establecidos en los dos primeros hitos. Se emplearon

las dosis 6ptimas de polen establecidas en cada vinificacién y las fermentaciones se
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realizaron con levaduras secas activas e indculo de bacterias lacticas en caso del vino
tinto.

Para la validacién en comparacion con otros activadores comerciales se siguieron
los mismos pasos y tareas establecidas en la fase laboratorio-piloto que, de forma

resumida, se describen a continuacioén:

3.3.3.1 Evaluacion de los efectos sobre las propiedades fisico-quimicas del mosto.

Se siguid el mismo protocolo expuesto para mostos blancos (apartado 3.3.1.1) y

para mostos tintos (apartado 3.3.2.1).

3.3.3.2 Andlisis de los efectos sobre la cinética de crecimiento de las levaduras durante
la fermentacidon alcohdlica

Se sigui6 el mismo protocolo expuesto para la fermentacidn alcohdlica de mostos

blancos (apartado 3.3.1.2) y tintos (apartado 3.3.2.2) respectivamente.

3.3.3.3 Evaluacion de los efectos sobre las propiedades fisico-quimicas del vino.

Se siguid el mismo protocolo expuesto para vinos blancos (apartado 3.3.1.3) y

vinos tintos (apartado 3.3.2.3).

3.3.3.4 Evaluacion de los efectos sobre los compuestos voldtiles del vino y sus
correspondientes VAO.

Se siguié el mismo protocolo expuesto para los vinos obtenidos de mostos

blancos (apartado 3.3.1.4) y tintos (apartado 3.3.2.4) respectivamente.

3.3.3.5 Evaluacion desde el punto de vista sensorial de los vinos resultantes.

Finalmente, al igual que se realizé con los vinos blancos, se cataron y valoraron
los vinos tintos producidos, empleando el protocolo descrito para los vinos blancos y

tintos. En este caso, ademas del analisis sensorial descriptivo, se realizaron pruebas
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triangulares (ISO 4120:2007 AENOR, 2008) y test de ordenacién (SO 8587:2006 AENOR,
2010), para conocer tanto si existian diferencias entre los vinos, asi como el grado de
aceptacion de los mismos. En todos los casos, las evaluaciones sensoriales la realizaron
un panel de catadores (n > 20) con extensa experiencia y familiarizados con perfiles

sensoriales de los vinos elaborados.

3.3.3.6 Evaluacion de los resultados mediante andlisis estadisticos multivariantes.

Se seguira el mismo protocolo expuesto para los vinos blancos (apartado 3.3.1.6)

y tintos (apartado 3.3.2.6).

3.4 Determinaciones analiticas de los mostos

La caracterizacion fisico-quimica, tanto de los mostos como de los vinos finales, se

realizé analizando cada uno de los pardmetros que se detallan a continuacién.

3.4.1 Acidez total

La acidez total fue determinada por volumetria siguiendo el método propuesto
por Barceld (1990), analizando 25 mL de muestra, y NaOH 0,1 N como valorante,

empleando fenolftaleina como indicador (valoracion potenciométrica).

3.4.2 Grado Beaumé (°Bé)

La determinacién del °Beé se realizd utilizando 250 mL de mosto, en una probeta
termostatizada a 15 °C, mediante un aerdmetro calibrado Dujardin-Salleron

(Laboratoires Dujardin-Salleron, Francia).
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3.43 pH

La determinacién del pH se realizé por medida directa del mosto o vino en pH-
metro digital (2001 CRISON, Crisol Instruments, S.A., Barcelona, Espafia) provisto de

electrodo selectivo (Cat. 52-02, CRISON) y compensador de temperatura automatico.

3.4.4 Turbidez

La turbidez se evalué por nefelometria, realizando una medida directa del mosto
o vino en un nefelémetro modelo AN 2100 (HACH COMPANY, Loveland, USA),

expresando los resultados en unidades nefelométricas (NTU).

3.5 Metodologia de analisis durante la fermentacion alcohodlica

3.5.1 Densidad

La densidad de las muestras se determinaré por medida directa con un
densimetro DMA 48 (ANTOM-PAAR, Net IterLab SAL, Madrid, Espafia). Antes de realizar
la medida, las muestras fueron centrifugadas con una centrifuga Microfriger-BL
(SELECTA, Barcelona, Espafia) con control de temperatura, desgasificadas en
ultrasonidos (SELECTA, Barcelona, Espafa) y filtradas por filtros de 0,45 um (Pall

Acrodisc PSF, VWR International Eurolab S.L., Barcelona, Espaiia).

3.5.2 Biomasa

La biomasa se determind por recuento en camara Neubauer (BRAND GMBH + CO
KG, Wertheim, Germany) con tincidon de azul de metileno (Paiting y Kirsop, 1990),
mediante utilizacion de microscopio éptico Leica CME (Leica Microsystems GmbH

Wetzlar, Germany).
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3.5.3 Nitrdgeno facilmente asimilable (NFA)

El contenido en nitrégeno facilmente asimilable (NFA) de los mostos y vinos, se
determind segun el indice de formaldehido con algunas modificaciones por puesto por

Aerny (1997) y recogido por Marin Zamora (2003).

3.5.4 Velocidad exponencial (Vexp)

El cdlculo de la velicidad exponencial durante el desarrollo de la fermentacion

alcohdlica se expresa en g/mL x dia y se calcula mediante la siguiente ecuacion:

Vexp = (DenSidad fase exponencial — DenSidad inicial) / (t'empo fase exponencial)

3.6 Caracterizacion analitica de los vinos

Una vez finalizada la fermentacion alcohdlica, ademas de realizar la medida de
acidez total, pH, turbidez y nitrégeno facilmente asimilable (NFA), se determinaran los

siguientes parametros:

3.6.1 Grado alcohdlico

El grado alcohdlico se determina por destilacion de la muestra y posterior
medida de densidad del destilado seguin los métodos oficiales de analisis de vinos (OIV,
1990). Para la medida de densidad se empled un densimetro DMA 48 (ANTOM-PAAR,
Net IterLab SAL, Madrid, Espafia).

3.6.2 AzuUcares residuales

Los azucares residuales (RS) (glucosa y fructosa) en los vinos finales se analizaron
mediante cromatografia idnica (930 Compact IC Flex, Metrohm, Herisau, Switzerland)
con un detector amperométrico de impulsos y un electrodo de oro como electrodo de

trabajo. La elucidn se llevo a cabo de forma isocrética a un caudal de 0,5 mL/min con
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hidréxido de sodio 300 mM (NaOH) y acetato de sodio 1 mM (NaOAc). La separacioén se

logrdé en una columna Metrosep Carb 2-150/4.0 (Metrohm).

3.6.3 Acidez volatil

La acidez volatil se determiné por volumetria utilizando el método Garcia-Tena

siguiendo la metodologia descrita por Pérez and Morales (1998).

3.6.4 Anhidrido sulfuroso

La determinacion de sulfuroso libre y total se realizé siguiendo el procedimiento

indicado por Pérez and Morales (1998).

3.6.5 Incidencia del pardeamiento en el color

Las medidas de absorbancia a 420 nm se establecié mediante espectrofotdmetro
UV-Visible HITACHI modelo U-2001 (PACISA Y GIRALT, S.L.,, Grupo Taper, Madrid,
Espafia). Las determinaciones se realizaron por medida directa de la muestra
previamente filtrada a través de filtros de jeringa de nylon de 0,45 um de tamafio de

poro.

3.6.6 Intensidad colorante (IC)

La intensidad colorante se determind por el método rdpido recomendado por la
Office International de la Vigne et du Vin, que es el mismo que el propuesto por Sudraud

y se basa en la suma de las absorbancias a 420, 520 y 620 nm (OIV, 1990).

3.6.7 Tonalidad (N)

La tonalidad se determiné igualmente por el método rdpido recomendado por la
Office International de la Vigne et du Vin, definida como la razén entre las absorbancias

2420 nmy 520 nm expresada en términos de un angulo (en grados) (OIV, 1990).
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3.6.8 CIELAB pardmetros

Para la evaluacion del color se emplearon los parametros CIELab (L*, a*, b*),
siguiendo las recomendaciones de la Comisidn Internacional de L’Eclairage (CIE, 1986),
que consideran que los parametros CIELab definen mejor el color de los vinos y permiten
una mejor diferenciacion (Almela et al., 1996; Heredia et al., 1997; Perez-Magarifio and
Gonzalez-San José, 2006). Los parametros CIELab se hallaron determinando la totalidad
del espectro (380-780 nm) y su parametrizacién a intervalos de 5 nm en un
espectrofotémetro de barrido UV-Visible 2001 HITACHI (PACISA Y GIRALT, SL, Grupo
TAPER, Madrid, Espafa) en cubetas de 10 mm. Para los cdlculos se tuvieron en cuenta,
como condiciones estandar, un observador de CIE 1964 (10°) (dngulo de percepcion de
un observador humano) y un iluminante D65 (luz del dia). Las muestras se filtraron

previamente con membranas de nylon de 0,45 um.

3.6.9 Indice de polifenoles totales (IPT)

El indice de polifenoles totales (IPT) se determind mediante medidas de
absorbancia a 280 nm en un espectrofotémetro UV-Visible HITACHI modelo U-2001
(PACISA Y GIRALT, S.L., Grupo Taper, Madrid, Espafia) en cubetas de 10 mm. A partir de

estas medidas, se calcularon los valores de IPT como: IPT = Abs 280 x diluciéon

3.6.10 Compuestos volatiles mayoritarios

Los compuestos volatiles mayoritarios (acetaldehido, diacetilo, acetato de etilo,
metanol, n-propanol, isobutanol, 2-metilbutanol y 3-metilbutanol se determinaron por
cromatografia gaseosa, a través de inyeccidn directa de las muestras destiladas usando
4-metil-2-pentanol como patrdn interno. Se empled un cromatégrafo de gases modelo
HP 5890 Serie Il (Hewlett Packard, Agilent Technologies Espafia SL, Espafia) con inyector
automatico (modelo HP7673A) y detector FID, equipado con una columna capilar

Carbowax 20 (50 m x 0,25 mm ID; 0,25 um).
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3.6.11 Compuestos volatiles minoritarios

La determinacion de los compuestos volatiles minoritarios se realizé mediante
GC-MS usando un equipo GC-MM modelo Voyager (Termoquest, Finnigan, Milan, ltalia)
perteneciente a la Division de Espectrometria de masas del Servicio Central de Cienciay
Tecnologia de la Universidad de Cadiz. Previamente se trataron las muestras siguiendo

la metodologia recogida en Roldan et al (2011).

3.6.12 Determinacion del acido malico

El contenido en acido malico presente en las muestras se cuantific6 mediante
cromatografia idnica (930 Compact IC Flex, Metrohm, Herisau, Switzerland), equipado
con un detector conductimétrico y una la columna Metrosep Organic Acids - 250/7.8. La
separacion de los distintos compuestos se llevé acabo usando como eluyente la mezcla:

0,4 mmol/L Ac. Sulfurico + 12 % Acetona a un flujo isocratico de 0,4 mL/min.
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4.1 Estudioy evaluacidn a escala laboratorio-piloto de los efectos de la adicion
de polen en la vinificacion en blanco.

4.1.1 Influencia de la dosis de polen sobre las propiedades fisico-quimicas del mosto.

En las Tablas 2 y 3 se muestran los resultados de los pardmetros fisico-quimicos
analizados a los mostos de uva Palomino fino y Riesling respectivamente después de la
adicién del polen a las diferentes dosis de polen de abeja multifloral establecidas, junto
con el control. Como se puede observar, la adicién de polen no afecta de forma
significativa a la densidad del mosto y por lo tanto a su concentracion de azucar, salvo
para las dosis de 10 y 20 g/L, donde hay un ligero aumento de 3 y 10 g/L en el mosto de
Palomino fino, y de 6 y 9 g/L en el mosto de Riesling con respecto a sus controles. Estos
resultados son muy similares a los obtenidos en los estudios del hidromiel (Roldan et al.,
2011), donde se estimd una contribucién de azucar de 0,4 g por cada gramo de polen
agregado. Estos resultados son consecuentes, ya que segun algunos estudios sobre la
composicion del polen de abeja (Szczésna, 2007), una dosis de 20 g/L podria contribuir
a aumentar la glucosa y la fructosa, en el mosto entre 5y 10 g/L. Los resultados de la
acidez total fluctian entre las diferentes dosis de polen, con respecto a los valores de
control (7,9 y 4,8 g/L para Palomino y Riesling, respectivamente). Sin embargo, en
hidromiel (Roldan et al., 2011) se observé un aumento en la acidez total de 0,02 g/L en
acido tartarico por gramo de polen afiadido al mosto de miel . Este efecto no se observa
en el mosto de uva, posiblemente debido a que su acidez total es del orden de un 80 %
mas alta que en el mosto de miel. En cuanto al pH, los valores son similares al control
para todas las dosis de polen (Tablas 2 y 3), tal y como se esperaba, dada la alta
capacidad de amortiguacion del mosto de uva (Torija et al., 2003). Del mismo modo, el
polen de abeja no tiene efecto sobre la concentracion de sulfuroso libre (SO libre). Los
niveles de SO; libres son similares al control en todos los casos, lo que indica que las
dosis del polen estudiadas no producen sustancias susceptibles de combinarse con SO,.
Desde un punto de vista enoldgico, esto es importante ya que en los vinos existe la
necesidad de aumentar la dosis total de SO, para evitar tanto las oxidaciones
enzimaticas de los polifenoles (Oliveira et al., 2011), como el desarrollo de bacterias y

levaduras sensibles a este antiséptico (Lasanta et al., 2010).
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Por otra parte, en cuanto al contenido en Nitrégeno Facilmente Asimilable
(NFA), el uso de polen produce un efecto muy notable en los mostos de las variedades
de uva blanca estudiadas. En ambos casos, el contenido en NFA aumenta de forma
progresivay lineal con la dosis de polen, r>=0,94 y r? = 0,80, para Palomino fino y Riesling
respectivamente. El incremento observado NFA con la dosis de polen es ligeramente
mayor en el caso de Palomino fino (entre 3 y 44 %) con un contenido de 140 mg/L de
NFA en el testigo; en comparacion con el caso de Riesling (entre 2 y 30 %), con un
contenido de NFA menor en el testigo (128 mg/L). El NFA representa nitrégeno que
puede ser asimilado facilmente por las levaduras para su crecimiento celular (Alexandre
et al., 1998; Bisson and Butzke, 2000; Bell and Henschke, 2005; Gutiérrez et al., 2012) y
como factor de supervivencia en la fermentacién alcohdlica (Bisson, 1999; Bisson y
Butzke, 2000). Por lo tanto, el polen se puede considerar como una buena fuente de
NFA y se puede utilizar como un aditivo natural para enriquecer los mostos deficientes,
mejorando asi su potencial fermentativo. Este efecto también se verificé en el caso del
hidromiel (Roldan et al., 2011), aunque en ese caso las dosis de polen utilizadas fueron
mucho mas altas (hasta 50 g/L) debido a las deficiencias de NFA de los mostos de
aguamiel. Varios autores indican que el NFA del polen de abeja es bastante rico en
aminoacidos, representando una relacién 1/10 del nitrégeno total (Rabie et al., 1983;
Campos et al., 2008). Algunos trabajos de investigacidén sobre la composicion del polen
muestran que la concentracidon de aminodcidos libres se encuentra entre un 14 % y un
16 % (p/p), destacando especialmente la prolina, acido glutamico, acido aspartico, lisina
y leucina (Human and Nicolson, 2006; Roldan et al., 2011). Estos aminoacidos pueden
ser de interés como sustancias activadoras del crecimiento para levaduras en la

fermentacioén alcohdlica.
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Tabla 2. Composicion fisico-quimica del mosto de Palomino fino con adicién de polen (control, 0,1, 0,25, 1, 5, 10 y 20 g/L)

Dosis de polen en mosto de Palomino fino

Parametros Control 0,1g/L 0,25g/L 1g/L 5 g/L 10 g/L 20g/L

°Bé 10,03 + 0,10°f 9,70 + 0,02° 9,95 + 0,04° 10,00 + 0,03° 10,05 + 0,05** 10,10 + 0,05*®* 10,55 + 0,03°
Densidad (g/cm?) at 206C 1,070 + 0,000° 1,070 # 0,000° 1,070 + 0,000° 1,070 + 0,000° 1,071 # 0,000° 1,071 + 0,000° 1,073 *+ 0,000°
Azucar (g/L) 165,17 + 0,64 159,30 + 0,372 163,70 + 0,34° 164,80 + 0,25° 164,80 + 0,21° 168,10 + 0,18a'b 175,67 + 0,58b
Acidez Total (g/L TH2) 7,09 + 0,07%°¢ 6,87 + 0,12° 6,97 0,032"'b 7,22 + 0,070 7,24 + O,OSa'b'c 7,26 t 0,05b'c 7,46 + 0,10°
pH 3,11 + 0,01° 3,10 + 0,01° 3,10 + 0,01° 3,11 + 0,01° 3,11 + 0,01° 3,11 + 0,01° 3,18 + 0,01°
SO libre 24 + 1° 23 £ 1° 24 + 1° 24 + 1° 24 + 1° 24 + 2° 27 + 1°b

SOz Total 70 + 2° 68 + 1° 70 + 2° 70 + 2° 70 + 1° 70 + 3° 74 + 1°b
NFA (mg/L) 140 + 1° 144 + 33bc 151 + Qb¢ 154 + 2¢ 165 + 49 184 + 8¢ 202 + §f

Diferentes letras en superindice indican que existen diferencias significativas entre las muestras (p < 0,05), obtenido mediante ANOVA bidireccional, aplicando la prueba de
andlisis multiple de Bonferroni (BSD).

Tabla 3. Composicion fisico-quimica del mosto de Riesling con adicién de polen (control, 0,1, 0,25, 1, 5, 10 y 20 g/L)

Dosis de polen en mosto de Riesling

Parametros 3

Control 0.1g/L 0.25g/L 1g/L 5g/L 10g/L 20¢g/L
°Beé 11,07 + 0,06° 10,87 + 0,06° 11,02 + 0,06° 11,27 + 0,06° 11,27 + 0,01° 11,37 + 0,06° 11,62 + 0,06°
Densidad (g/cm?) at 202C 1,081 + 0,0000 1,081 + 0,000° 1,080 * 0,000*0 1,082 + 0,000° 1,082 * 0,0000 1,083 + 0,000° 1,084 * 0,000?
Azucar (g/L) 189,00 + 0,00* 189,70 + 0,00° 187,40 * 0,00° 191,80 + 0,00 191,80 * 0,00 195,13 + 0,06*° 204,83 * 0,06
Acidez Total (g/L TH2) 4,83 + 0,247 4,80 * 0,26° 491 + 0,217 4,89 + 0,24° 4,99 * 0,23° 4,81 + 0,222 4,76 + 0,217
pH 3,34 + 0,01° 3,34 + 0,01° 3,34 + 0,01° 3,34 + 0,00° 3,35 * 0,00° 3,33 + 0,01° 3,33 + 0,01°
SO: libre 17 + 0° 17 + 18 17 + 1° 18 + 18 17 + 18 17 + 1° 17 + 1°
SO, Total 60 + 2° 62 + 1° 61 + 1° 60 * 1° 61 + 1° 60 + 2° 61 + 1°
NFA (mg/L) 128 + 02 132 + 1°b 140 + 1°°¢ 146 = 4% 154 + 2de 160 + 3¢f 168 + 3f

Diferentes letras en superindice indican que existen diferencias significativas entre las muestras (p < 0,05), obtenido mediante ANOVA bidireccional, aplicando la prueba de
andlisis multiple de Bonferroni (BSD).
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4.1.2 Andlisis de los efectos sobre la cinética fermentativa, el desarrollo de las
poblaciones de levaduras vy el nitrogeno facilmente asimilable durante la
fermentacion alcohdlica.

4.1.2.1 Influencia de la dosis de polen de abeja en la cinética de fermentacion alcohdlica

Las Figuras 8a y 8b representan la evolucién de la densidad relativa durante la
fermentacion alcohdlica de mostos de uva Palomino fino y Riesling respectivamente,
con diferentes dosis de polen y el control, respectivamente. De forma general salvo para
la excepcion de la dosis de 20 g/L, las pendientes de densidad caen y son mas
pronunciadas y similares entre si en Riesling (Figura 8b) que en Palomino (Figura 8a). La
Figura 9 muestra que la velocidad durante la fase exponencial de crecimiento (Vexp) €n
los mostos de Riesling es un 28 % mas alta que en los mostos de Palomino fino, aunque
a partir de la dosis de 1 g/L, estas diferencias comienzan a ser menos pronunciadas. Este
comportamiento no puede atribuirse al contenido en NFA, ya que los mostos de
Palomino son superiores en NFA para todos los casos en comparacién con los mostos de
Riesling (Tablas 2 y 3). De hecho, los mostos de Riesling no presentaron problemas de
fermentacion, incluso en aquellos con valores de NFA inferiores a de 140 mg/L (control
y dosis bajas). Algunos autores indican que un NFA de 140 mg/L es el minimo necesario
para poder completar la fermentaciéon alcohdlica sin que aparezcan problemas de
crecimiento en las poblaciones de levaduras (Barre et al., 1998; Ribéreau-Gayon et al.,
2003). La diferencia de velocidad observada entre las variedades se debe
fundamentalmente a la concentracién inicial de aztcar de los mostos, directamente
relacionada con el grado de maduracion de la uva en el momento de su vendimia
(Ribéreau-Gayon et al., 2003). Mientras que los mostos de Riesling tienen una
concentracién de aztcar de 189 g/L, los mostos de Palomino tienen una concentracion
de 165 g/L. Esta diferencia de concentracidn de azlcar puede ser la responsable de que
en mostos Riesling haya un mayor aumento de las poblaciones de levaduras durante la
fase de crecimiento exponencial, que podria derivar en un aumento del consumo de

azucares en el tiempo vy, por lo tanto, la velocidad fermentativa.

La Figura 9 muestra que las Vexp de Palomino con bajas dosis de polen (de 0,1

a 0,25 g/L) y Riesling con dosis bajas e intermedias (1 g/L) se comportan de forma muy
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similar a sus controles. Sin embargo, a partir de la dosis de 1 g/L en el caso de Palomino
y 5 g/L para Riesling, la Vexp aumenta significativamente (ANOVA p < 0,05) y de manera
proporcional con la dosis de polen, asi como cuando ambas variedades alcanzan niveles
de NFA superiores a 150 mg/L (Tablas 2 y 3). Una importante contribucion de NFA con
polen en la fermentacién alcohdlica, puede compensar en parte la falta de sustrato de
azucar desde el punto de vista cinético. La Vexp €n el mosto de Palomino a la dosis de 20
g/L y con un NFA de 201 mg/L, excede los valores del control y de las dosis bajas e
intermedias correspondientes al mosto de Riesling (Figura 9). Varios autores han
corroborado que el aumento de NFA en mostos produce un aumento en la velocidad de
fermentacion (Ter Schure et al., 2000; Torija et al., 2003). De manera similar, la adicion
de altas dosis de polen en mostos de miel (Roldan et al., 2011) produjo un aumento de

NFA, y por lo tanto un aumento significativo y similar en la velocidad de fermentacién.
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Figura 8. Evolucion densidad relativa durante la FA de mostos de Palomino fino (a) y Riesling (b) con
distintas dosis de polen.
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Figura 9. Velocidad de fermentacion durante en la fase exponencial de crecimiento (Vexp) de mostos
fermentados con distintas dosis de polen

4.1.2.2 Influencia de la dosis de polen sobre la cinética de crecimiento de las levaduras
durante la fermentacion alcohdlica

La Figura 10 muestra la evolucién de las poblaciones de levaduras viables
Saccharomyces cerevisiae durante el desarrollo de la fermentacidn alcohdlica (FA).
Como se puede observar, ambas variedades muestran comportamientos muy
diferentes. En el caso de Palomino fino, la fase de retardo dura aproximadamente 2 dias,
mientras que en Riesling fué de 5 dias (Figuras 10a y 10b) para todas las dosis de polen
y el testigo. La elongacion de la fase de retraso en Riesling puede deberse
principalmente a su mayor concentracidon de azucar, lo que conduce a un tiempo de
adaptacion mas largo para el inéculo de levadura (Arroyo-Lépez et al., 2009). El aumento
de NFA, incluso a las dosis mas altas, no produce una reduccidn en el tiempo de latencia
ni una mejora en la adaptacion de las levaduras en el caso del Riesling. Sin embargo, en
Palomino fino, que tiene un contenido de azucar inicial mas bajo, la adicién de polen
hace que las poblaciones sean ligeramente mas grandes durante la fase de retraso en

comparacion con el control. Por lo tanto, en este caso, el aumento del contenido de NFA
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contribuido por altas dosis de polen puede, a su vez, aumentar la supervivencia del
inéculo de levadura durante la fase de latencia. Sin embargo, durante la fase de
crecimiento exponencial, la tasa de multiplicacién y las poblaciones mdaximas de
levaduras viables son significativamente mas altas en los mostos Riesling (1,1x10° —
1,67x10° UFC/mL) que en los mostos Palomino (2,4x10% — 4,5x108 UFC/mL) (Figuras 10a
y 10b), debido a su mayor contenido de azlcar. Respecto a la cinética fermentativa
(Figura 11), nuevamente se observa que el rango de variacion o intervalo de poblaciones
de levaduras con las dosis de polen es mas notable en los mostos de Palomino,
posiblemente porque tiene valores de NFA mas altos (Tabla 2). El polen de abeja,
excepto para la dosis de 0,1 g/L en Palomino fino, permite anticipar el tiempo en
alcanzar las poblaciones de levaduras viables maximas (Figura 10). Las diferencias de
tiempo son menos pronunciadas, alcanzdndose entre los dias 6 y 9 durante la FA con la
adicion de polen en comparacion con el testigo (dia 9). En el caso de la variedad Riesling,
las poblaciones maximas de levaduras se alcanzaron entre los dias 6 y 7, mientras que

en el testigo se produjo alrededor del 92 dia.

En general, en todos los casos, la adicién de polen de abeja implica un aumento
en la poblacién maxima alcanzada de Saccharomyces cerevisiae. En cuanto a la dosis de
polen, se observé un mayor aumento en las poblaciones de levaduras con dosis entre 5
g/Ly 20 g/L, mostrando incrementos de 47,9% a 89,4% para Palomino finoy de 61,2% a
65,4% para Riesling, en comparacion con baja dosis entre 0,1 g/Ly 1 g/L, que mostraron
incrementos de 14,9% a 41,5% para Palomino fino y de 11,4% a 31,3% para Riesling con
respecto a sus testigos (Figura 11). Por lo tanto, el polen podria contribuir, ademas del

NFA, con otras sustancias activadoras del crecimiento de las levaduras.

Asimismo, durante las fases estacionaria y de muerte, las poblaciones de
levaduras en los mostos Palomino y Riesling permanecen significativamente mucho mas
altas para todas las dosis de polen (ANOVA p < 0,05) con respecto al testigo,
especialmente a dosis altas. Por lo tanto, el polen de abeja tiene un efecto en la
supervivencia de las poblaciones de levaduras durante la fase de muerte celular o de

lisis.
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Figura 10. Evolucion de la biomasa viable de levaduras de Saccharomyces cerevisiae durante el proceso de
fermentacion alcohdlica de mosto de uva Palomino fino (a) y Riesling (b) con diferentes dosis de polen.
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Figura 11. Aumento de las poblaciones de levadura durante la fermentacion alcohdlica en mostos de
Palomino fino y Riesling, con diferentes dosis de polen.

4.1.2.3 Influencia de la dosis de polen sobre la evolucion del NFA durante la fermentacion
alcohdlica

Las Figuras 12ay 12b muestran la evolucion del NFA en los mostos de Palomino
y Riesling durante el transcurso de la FA, respectivamente. Ambos mostos muestran una
disminucion del NFA en los primeros 6 dias, coincidiendo con el final de la fase de
crecimiento exponencial (Figura 10). Como se puede observar, el consumo de NFA
aumenta con la dosis de polen (Figura 12), debido al aumento de las poblaciones de
levaduras alcanzadas en cada caso (Figura 10). Sin embargo, aunque el consumo de NFA
mostro cierta correlacion con las poblaciones maximas alcanzadas (r?> = 0,84 y 0,87 para
Palomino y Riesling respectivamente), el consumo de NFA por Unidad Formadora de
Colonias (UFC) disminuye significativamente en un promedio de 20 % con la adicién de
polen cuando se compara con el testigo (Figura 13). Eso quiere decir que el consumo de
NFA experimentado no es proporcional a las poblaciones maximas alcanzadas de
levaduras durante la FA, especialmente en Riesling. Este hecho podria indicar que la

adicion de polen al mosto debe reducir la demanda de NFA de las levaduras. Esto podria
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deberse a que el polen, ademds de proporcionar NFA, también proporciona otras
sustancias activadoras del crecimiento, como son los acidos grasos a-linolénico, oleico
o linoleico (Anexo. Tabla 37) (Xu et al., 2009), que pueden ser metabolizados por las
levaduras durante la fermentacion y favorecer su crecimiento (Sroka and Tuszynski,
2007). Asimismo, el polen podria estar aportando otros oligoelementos como el
magnesio (Mg?*) (Campos et al., 2008; Komosinska-Vassev et al., 2015; Bogdanov, 2017),
gue en cierta medida interviene en los requerimientos nutricionales de las levaduras en
los inicios de fermentacién, aumentando la tasa de reproduccion celular y
posteriormente, la tasa de fermentacidén durante el desarrollo de la FA (Dombek and

Ingram, 1986).

Sin embargo, a partir del sexto dia hay un aumento del contenido en NFA hasta
el octavo dia para todos los mostos de Palomino fino y hasta el duodécimo dia para los
mostos de Riesling, coincidiendo con la fase de muerte (Figuras 12a y 12b). Los mostos
testigos experimentan un ligero aumento en ambos casos. Pero lo que resulta
interesantes es que, a excepcién de algunas dosis en Palomino, se puede observar como
el NFA aumenta en mayor proporcidon a medida que aumenta la dosis de polen, siendo
mucho mas significativo y prolongado en los mostos de Riesling. EL etanol producido
durante la fermentacién alcohdlica probablemente favorezca la extraccién de NFA del
polen hacia el mosto. Ademas, el aumento de las poblaciones de levadura podria
contribuir también al aumento del NFA debido a la autélisis de las levaduras durante la
fase de muerte (Dizy and Polo, 1996; Camarasa et al., 2001; Alexandre and Guilloux-
Benatier, 2006; Moreno-Arribas and Polo, 2009). Esto justificaria que, los mostos
Riesling con mayor contenido de alcohol (12 % v/v), alcanzaron niveles de NFA mas altos
al final de la fermentacién. Ademas, debe sefialarse que estos valores residuales de NFA
podrian ser de interés para el posterior desarrollo de una fermentacién maloldctica o,
en el caso de la Palomino, de una crianza bioldgica bajo velo de flor. Sin embargo, en ese
sentido, las altas dosis de polen de abeja podrian generar también inestabilidad
microbioldgica en los vinos, proporcionando un medio rico para el desarrollo de
bacterias acéticas o Brettanomyces. También es probable que los niveles en nitrégeno
mas altos puedan patrocinar la sintesis de algunas sustancias téxicas como por ejemplo

el carbamato de etilo (Ough et al., 1989).
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Figura 12. Evolucion del nitrégeno facilmente asimilable por las levaduras (NFA), Saccharomyces cerevisiae,
en los mostos de uva Palomino fino (a) y Riesling (b) fermentados con diferentes dosis de polen.
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Figura 13. Consumo mdximo de NFA frente al consumo mdximo de NFA/UFC durante la fase de

crecimiento exponencial de mostos de uva Palomino fino y de Riesling fermentados con diferentes dosis
de polen.

4.1.3 Influencia de la dosis de polen sobre las propiedades fisico-quimicas vy los
parametros de color de los vinos finales.

Las Tablas 4 y 5 muestran la influencia del polen de abeja sobre los parametros
fisico-quimicos de los vinos obtenidos con las variedades Palomino fino y Riesling. En
primer lugar, se puede observar un ligero aumento, aunque no significativo, del
contenido en etanol para la dosis de 20 g/L con respecto al testigo. Asimismo, la acidez
volatil, aumenta de manera significativa a partir de la dosis de polen de abeja de 10 g/L
respecto al testigo, mientras que a pequefias dosis (entre 0,1 y 5 g/L) no se observéd
ningun efecto. Estos aumentos podrian ser debidos principalmente a las pequefias
contribuciones de azucares que produce el polen a altas dosis (Tablas 2 y 3). Sin
embargo, desde el punto de vista enoldgico, estos incrementos no afectan
sensorialmente la calidad de los vinos. En relacidon con la acidez total y el pH, no se

observa influencia alguna con las dosis de polen. Solo a altas dosis (20 g/L) hay una ligera
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disminucion y aumento en la acidez total y el pH, respectivamente. Este efecto podria
atribuirse a la contribucién de K del polen, que solo podria ser apreciable a dosis altas

ya que se encuentra en el polen en una proporcién de 4 g/kg (Campos et al., 2008).

Los valores medios y de desviacion estandar de las coordenadas ClELab, a*
(rojo/verde), b* (amarillo/azul) y L* (luminosidad), y de saturacidon del color C* (croma)
y H* (tono) para todos los vinos, se muestran en las Tablas 4 y 5 (Palomino y Riesling
respectivamente). Como se puede observar, los valores de las coordenadas a*, b* y C*
aumentan de manera significativa a partir de 1 g/L de polen en ambos vinos, con
respecto a los testigos. Este aumento indica un desplazamiento significativo de los vinos
hacia a los tonos naranja intenso y oscuro. Por el contrario, tanto el control como las
dosis bajas de polen se mantuvieron dentro de las tonalidades amarillas, tipicas de los
vinos blancos jévenes. Ademas, los resultados mostraron un aumento significativo en la
intensidad del color y la absorbancia a 420 nm (amarillo), a partir de 1 g/L de polen.
Todos estos resultados pueden afectar negativamente a la calidad visual del vino blanco,
dando una apariencia mucho mas evolucionada en los vinos finales. Este efecto puede
deberse a una cierta solubilizacidén de los compuestos polifendlicos y pigmentos, como
flavonoides, leucotrienos, catequinas, acidos fendlicos (1,6 %) y B-caroteno (0,07%) que
estan presentes en la composicidn del polen de abeja (Komosinska-Vassev et al., 2015).
Este mismo comportamiento se pudo observar cuando se elaboraron hidromieles con
polen de abeja (Roldan et al., 2011). Con respecto a los valores de saturacion del color,
el polen no produce variaciones significativas de L* y H* en los vinos finales (Tablas 4 y

5).
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Tabla 4. Composicion fisico-quimica de los vinos de Palomino fino fermentados con diferentes dosis de polen.

Vinos Palomino fino con dosis de polen

Parametros Control 0,1g/L 0,25g/L 1g/L 5 g/L 10 g/L 20g/L
% Alcohol v/v 9,81 + 0,03 978 + 0,01° 972 + 001° 9,73  0,02° 9,52 + 0,02° 991 + 0,02° 10,08 + 0,02°
oH 2,99 + 0,01° 3,01 + 0,000 3,01 + 0,00° 3,01 + 0,00° 3,04 + 0,01° 3,04 + 0,00° 3,13 + 0,00°
Acidez total (g/L) 624 + 0,16° 601 + 0,03 608 + 0,01° 627 + 0,03 644 + 0,02 621 + 0,000 597 + 0,00°
Acidez volatil (g/L) 0,10 + 0,00° 011 + 0,00° 0,10 + 0,00° 0,10 + 0,00° 0,10 + 0,00° 0,15 + 0,00® 024 * 0,00¢
Glucosa (g/L) 0,214 + 0,016° 0,187 + 0,017° 0,190 * 0,020° 0,170 + 0,020° 0,110 + 0,000° 0,110 + 0,000° 0,130 #* 0,000°
Fructosa (g/L) 0,468 + 0,019° 0,194 + 0,007° 0,190 + 0,010° 0,380 + 0,040° 0,420 + 0,000° 0,370 + 0,000° 0,150 # 0,010°
L* 98,97 + 0,04 9885 + 0,16° 98,79 + 0,07° 9863 + 0,10° 9851 + 0,08 9847 + 0,06° 97,84 + 0,05°
a* 1,02 + 003 1,06 + 0,03 1,07 + 0,02*® 1,16 + 0,03° 128 + 001 135 + 0,02¢ 1,65 + 0,02°
b* 592 + 0,04 605 + 0,08 617 + 0,03° 686 + 005 750 + 0,07°¢ 7,83 + 0,01 10,09 + 0,01°
H* 99,71 + 0,32° 99,92 + 0,40° 99,57 + 0,15° 99,55 + 0,25° 99,64 + 0,04 99,81 + 0,12° 99,28 + 0,08°
c* 601 + 0,04 614 + 0,07° 647 + 0,03 696 + 005 7,61 + 0079 7,95 + 0,01 10,22 + 0,02°
Intensidad de color 0,11 + 0,00° 011 + 0,01° 0712 + 000° 0,14 + 0,00° 0,16 + 0,01° 018 + 0,01 021 * 0,00°
Abs. 420 0,09 + 0,00° 009 + 0,01° 010 + 0,00° 0,11 + 0,00° 0,12 + 0,00 0,13 + 0,00° 0,17 * 0,00¢

Diferentes letras en superindice indican que existen diferencias significativas entre las muestras (p < 0,05), obtenido mediante ANOVA bidireccional, aplicando la prueba de
andlisis multiple de Bonferroni (BSD).
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Tabla 5. Composicion fisico-quimica de los vinos Riesling fermentados con diferentes dosis de polen

Vinos Riesling con dosis de polen

Parametros Control 0,1g/L 0,25g/L 1g/L 5g/L 10 g/L 20g/L
% Alcohol v/v 1247 + 015 12,67 + 0,05 12,67 + 0,05° 1263 * 0,05 1257 * 0,05 12,70  0,10° 12,77 % 0,05
oH 339 + 0,01° 339 + 0,01° 339 + 001° 338 + 001° 343 + 001° 347 + 0,05 357 + 0,02°
Acidez total (g/L) 3,08 + 0,03 394 + 0,07° 406 + 0,03° 404 + 0,08 409 + 0,08 396 + 001° 3,90 + 0,01°
Acidez volatil (g/L) 025 + 0,01° 023 + 001° 023 + 001° 018 + 0,00° 013 + 0,01° 028 + 0,01° 032 + 0,01
Glucosa (g/L) 0,028 + 0,001° 0,194 + 0,003° 0,207 + 0,003 0,228 + 0,002¢ 0,227 + 0,000° 0,246 + 0,002¢ 0,251 + 0,002
Fructosa (g/L) 0,083 + 0,004° 0,436 + 0,005°¢ 0,432 + 0,003 0,395 + 0,002¢ 0,264 + 0,002° 0,259 + 0,000° 0,252 + 0,024°
L* 98,98 + 0,02° 99,16 + 0,01° 99,19 + 0,03° 99,16 + 0,03° 98,69 + 0,07° 97,49 + 0,01° 97,52 + 0,04°
a* 059 + 0,02° 053 + 001° 054 + 0,02 075 + 0,02° 091 + 001° 1,26 + 0,01° 2,03 + 0,01°
b* 410 + 0,02° 420 + 0,01° 430 + 0,01° 495 + 0,02° 654 + 0,05 858 + 0,02° 12,74 + 0,02¢
H* 97,44 + 029° 9725 + 025 97,7 + 036° 97,81 + 026° 97,9 + 0,16° 984 + 0,08° 99,1 + 0,08°
c* 453 + 0,02° 424 + 001° 439 + 0,01° 480 + 003° 661 + 005 858 + 0,02° 12,9 + 0,02¢
Intensidad de color 0,08 + 0,01° 0,07 + 0,01° 007 + 001° 0,10 + 0,01° 0,12 + 0,01° 0,19 + 0,01 025 + 0,01°
Abs. 420 0,06 + 0,01° 006 + 001> 006 + 001° 0,10 + 0,01% 010 + 0,01° 0,14 + 0,01’ 021 + 0,018

Diferentes letras en superindice indican que existen diferencias significativas entre las muestras (p < 0,05), obtenido mediante ANOVA bidireccional, aplicando la prueba de
andlisis multiple de Bonferroni (BSD).
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4.1.4 Evaluacion de los efectos de la adicidn de polen sobre los compuestos volatiles
del vino y sus correspondientes VAO.

4.1.4.1 Influencia de la dosis de polen sobre los compuestos voldtiles

En la Figura 14 se muestran los valores de los compuestos volatiles totales
obtenidos en los vinos de Palomino y Riesling testigos y a las diferentes dosis de polen.
Al igual que ocurria en la fermentacién de hidromieles (Roldan et al., 2011), la adicién
de polen de abeja contribuye con un aumento de la concentracién de los compuestos
volatiles totales en los vinos de Palomino fino y Riesling. No obstante, el
comportamiento que presentan los vinos, al adicionar polen, fue distinto. En los vinos
de Palomino fino, se observaron dos rangos de incrementos de los compuestos volatiles
con respecto al testigo (Figura 14). Entre las dosis de 0,1 y 1 g/L, se produce un ligero
aumento entre un 20 % y un 40 %, mientras que a partir de 5 g/L, los valores aumentan
entre 108 % y 120 %, sin que hubiera una correlacién entre la concentracién de
compuestos volatiles y la dosis de polen aplicada. Sin embargo, en los mostos de
Riesling, la concentracién de compuestos volatiles aumenta de forma progresiva hasta
un alcanzar un maximo a la dosis de 5 g/L, con un incremento total del 49 %, mientras
que para las dosis de 10 y 20 g/L, los aumentos con respecto al testigo se reducen

significativamente en torno al 14 %.
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Figura 14. Concentracion total de compuestos voldtiles de vinos de Palomino fino y Riesling
fermentados con diferentes dosis de polen. Diferentes letras en superindice indican que existen
diferencias significativas entre las muestras (p < 0,05), obtenido mediante ANOVA bidireccional, aplicando
la prueba de andlisis multiple de Bonferroni (BSD).

Cuando se analizan los compuestos volatiles totales producidos por gramo de
polen en comparacién con los testigos (Figura 15), los valores mas altos se obtienen en
los vinos de Palomino fino y Riesling a las dosis bajas de polen (0,1 y 0,25 g/L). Sin
embargo, estos valores se reducen significativamente a partir de la dosis de 5 g/L,
alcanzado los niveles mas bajos a la dosis de 20 g/L. Este efecto estaria indicando a partir
de la dosis de 5 g/L los efectos sobre el aroma no son proporcionales a la cantidad de
polen afiadido y que probablemente se produzca un cierto efecto de saturacion. Como
cabria esperar, excepto para la dosis de 1 g/L, se observa que la proporciéon de

compuestos obtenida por gramo de polen es mayor en Palomino que en Riesling.

De forma general, en ambas variedades, el enriquecimiento de compuestos
volatiles producidos por el polen de abeja se debe principalmente a los alcoholes

superiores, metanol, ésteres y acetaldehido.
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Figura 15. Tasa de produccion de compuestos voldtiles por gramo de polen en vinos de Palomino
fino y Riesling fermentados con diferentes dosis de polen.

4.1.4.2 Alcoholes superiores y metanol

Entre los principales compuestos voldatiles, caben destacar por su
concentracion los alcoholes superiores. Como se puede observar en la Tablas 6 y 7, el
alcohol isoamilico alcanza niveles superiores a 400 o 350 mg/L para las dosis entre 5 -
20g/L, enlos vinos de Palomino fino y Riesling respectivamente. Estos valores de alcohol
isoamilico podrian afectar a las cualidades sensoriales de los vinos. De hecho, algunos
autores sefialan que cuando el alcohol isoamilico se encuentra en niveles de 300 mg/L
(umbral sensorial) proporcionan un aroma y sabor agradable (Vidrih and Hribar, 2007).
Sin embargo, cuando su concentracion supera los 400 mg/L, aparecen olores y sabores
desagradables que pueden afectar a la calidad global de los vinos (Vidrih and Hribar,
2007). La sintesis de estos alcoholes superiores podria justificarse por dos mecanismos
bioldgicos que se producen en la levadura: en primer lugar, a la via catabdlica de Erlich,
basada en los aminoacidos (Styger et al., 2011), y, en segundo lugar, la ruta anabdlica
de los carbohidratos (Quirds et al., 2013). Segun estas teorias, el aumento de los

alcoholes superiores con la adicién de polen se podria justificar principalmente por la
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via catabdlica, teniendo en cuenta que el polen esta proporcionando compuestos

precursores especialmente aminodcidos (Campos et al., 2008; Roldan et al., 2011).

Por otro lado, las concentraciones de isobutanol, 2-propanol y n-propil alcohol
aumentan significativamente en ambas variedades, especialmente a 5 g/Ly a altas dosis
de polen (10y 20 g/L). Asimismo, los contenidos de metanol de los vinos se incrementan
de forma general con la dosis de polen, probablemente debido a su riqueza en pectinas
(Campos et al., 2008). Las pectinas podrian solubilizarse y ser metabolizadas por las
levaduras durante la fermentacion alcohdlica, generando metanol a través de la

hidrdlisis enzimatica (Ribéreau-Gayon et al., 2003; Campos et al., 2008).

4.1.4.3 Aldehidos

En los vinos Palomino fino y en menor medida en los vinos Riesling, se observa
un aumento en la concentracion de acetaldehido (Tablas 6 Y 7), especialmente a altas
dosis de polen, llegandose a superar los niveles de 100 mg/L de acetaldehido, lo que
podria afectar a la calidad sensorial del vino. Los altos niveles de acetaldehido
alcanzados a dosis de 10 y 20 g/L de polen, podrian estar justificados por reacciones de
oxidacion quimica, pero no por la oxidacién biolégica del etanol a acetaldehido, ya que,
una vez finalizada la fermentacién alcohdlica, los vinos no desarrollaron crianza

bioldgica bajo levadura de flor.

4.1.4.4 Alcoholes

Como se muestra en las Tablas 6 y 7, para ambas variedades, la adicion de
polen, produce un marcado descenso en las concentraciones de alcoholes totales, con
respecto a sus vinos testigo, sin existir una correlacion lineal con la dosis de polen
aplicada. El porcentaje de reduccion medio para Riesling y Palomino fino fue similar, del
orden de un 40 y 59 %, respectivamente. Sin embargo, la evolucién de los distintos
alcoholes presenta diferentes comportamientos para las dos variedades. En los vinos de
Riesling, los alcoholes mayoritarios, como el alcohol feniletilico y el 1H-indol-3-etanol,
fueron los responsables de esta disminucidn (Tabla 7). Mientras que los demas alcoholes

aumentaron en proporciones diferentes, especialmente el 1-pentanol. En el caso de los
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vinos de Palomino fino, el 1-pentanol y el 1H-indol-3-etanol, se redujeron
significativamente, mientras que los restantes compuestos fluctuaron con respecto al
testigo y a las dosis de polen (Tabla 6). Por lo tanto, se podria indicar que la presencia
de polen induce a las levaduras a producir menos alcoholes durante la fermentacién

alcohdlica de mostos de variedades blancas de uva.

4.1.4.5 Acidos

Respecto al comportamiento de los acidos, la mayoria de ellos con perfiles
aromaticos “grasos”, se observa un ligero aumento con las dosis bajas de polen, del
orden del 10 % para los vinos de Palomino fino y del 5 % para los de Riesling. A las dosis
altas de polen, 10 y 20 g/L, los niveles de acidos disminuyeron significativamente en
comparacion con los testigos (Tablas 6 y 7). El principal compuesto responsable de ese
ligero aumento a dosis bajas, es el dcido octanoico, seguido por otros acidos menos
influyentes, como el dcido n-decanoico, el acido 9-decenoico y el acido benzoico. Sin
embargo, el otro acido principal, el acido hexanéico, disminuye significativamente con
la dosis de polen, en ambas variedades. La disminucién mas acusada se produce
principalmente a las dosis altas de polen (10 y 20 g/L), donde practicamente todos los
valores de acidos disminuyen muy por debajo del valor del vino testigo. De acuerdo con
estos resultados, podria indicarse que el polen esta jugando un papel importante en la
produccidn o la sintesis de acidos grasos segun la dosis afiadida. Segun algunos autores
(Lambrechts and Pretorius, 2000), las levaduras utilizan los dcidos grasos para la sintesis
de acidos grasos monoinsaturados, como el acido oleico y linoleico. Teniendo en cuenta
que el polen de abeja es una fuente significativa y rica en estos acidos (Anexo. Tabla 37),
es posible especular que las levaduras disminuyen la sintesis de acidos grasos a altas

dosis de polen por algin mecanismo de regulacién.
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4.1.4.6 Esteres

Los ésteres formados durante la fermentacién alcohdlica juegan un papel
fundamental en el aroma del vino, ya que contribuyen en general con aromas afrutados,
que son de gran interés sensorial. Como se puede observar, la evolucién de los ésteres,
en respuesta a la dosis de polen revelan comportamientos diferentes en los vinos de
ambas variedades. En los vinos de Palomino fino, salvo para la dosis de 1 g/L, los valores
de ésteres aumentan significativamente, entre un 73 y un 216 %, en comparacion con el
testigo, sin mostrar una correlacién con la dosis de polen (Tabla 6). En el caso de los
vinos de Riesling, la concentracion de ésteres aumenta mucho menos, de un 14 a un 19
% en comparacion con el testigo, desde la dosis de 0,1 a 1 g/L; para luego disminuir
significativamente de un 5 a un 25 %, a dosis media y altas (Tabla 7). El acetato de etilo,
es el compuesto responsable de este comportamiento y de las diferencias encontradas
en los ésteres totales, debido a que es el éster encontrado en mayor concentracion en

los vinos de ambas variedades, Palomino fino y Riesling.

En cuanto a los otros ésteres principales, también se encuentran diferencias
importantes entre los dos tipos de vinos. En los vinos Palomino fino, el succinato de
dietilo muestra una tendencia a aumentar con la dosis de polen, mientras que el
octanoato de etilo no presenta variaciones (Tabla 6). Sin embargo, en los vinos de
Riesling, el octanoato de etilo y el acetato de isoamilo muestran un incremento
significativo hasta la dosis de 1 g/L o 0,25 g/L, mientras que el succinato de dietilo

permanece constante con respecto a la dosis de polen y el vino testigo (Tabla 7).

La sintesis de ésteres estd condicionada por la mayor o menor presencia de
acidos grasos en el mosto, que, junto con los alcoholes, son los sustratos de las
reacciones de esterificacion. Por lo tanto, la mayor presencia de acidos grasos en vinos
con bajas dosis de polen podria justificar el comportamiento observado en los ésteres.
Ademas, segun algunos autores (Yilmaztekin et al., 2009), cuando se encuentran
alcoholes superiores como el alcohol isoamilico en concentraciones superiores a 400
mg/L, bloquean la formacién de ésteres. Este fendmeno de inhibicidn se observa a las

dosis altas de polen, 10y 20 g/L, especialmente con el acetato de isoamilo (Tabla 6).
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4.1.4.7 Alcoholes C6

Con respecto a los alcoholes C6, responsables de los aromas herbaceos, se
observan comportamientos opuestos en ambas variedades con respecto a sus testigos.
En los vinos de Palomino fino, los niveles de alcoholes C6, descendieron con el uso de
polen, especialmente con las dosis altas (10 y 20 g/L) (Tabla 6); mientras que en los vinos
de Riesling, los niveles aumentaron significativamente, con valores maximos para 3-
hexen-1-ol (Tabla 7). Este hecho podria justificarse considerando la riqueza del polen
en 4cido a-linoleico y, en menor medida, acido linoleico (Szczesna, 2006), los cuales son
precursores directos de la sintesis de 3-hexen-1-ol (Z, E) y 1-hexanol, respectivamente,
producidos por oxidacidon enzimatica. Estas reacciones tienen lugar en el mosto de uva
antes del comienzo de la fermentacién, por lo que podriamos indicar que el polen
contribuye a la sintesis de alcoholes C6, condicionado por la solubilizaciéon de estos
acidos grasos y a la presencia de oxigeno disuelto en el mosto. La formacién de estos
alcoholes, podria asociarse al tiempo transcurrido entre el momento en que se agrega

el polen y el comienzo de la fermentacidn alcohdlica.

4.1.4.8 Terpenos

La fraccién de compuestos terpénicos, como los compuestos representativos
de los aromas varietales, también presentan un aumento significativo de sus contenidos
con la dosis de polen, para ambas variedades. Como se puede observar (Tablas6y 7), la
mayor parte de los terpenos analizados aumentan ligeramente a dosis bajas e
intermedia, para luego disminuir o permaner constantes con respecto al testigo a dosis
altas. Los terpenos, son compuestos aromaticos varietales que dan nostas florales y
citricas a los vinos, principalmente concentrados en los hollejos de las uvas (Genovese
et al., 2007; Ruiz et al., 2009). Los resultados indican que, dado el origen floral de estos
compuestos, el polen apicola también podria ser un portador importante de terpenos
gue podrian ser solubilizados en el mosto durante la fermentacién alcohdlica. En este
sentido, cabria esperar un aumento mucho mas significativo a las dosis mas altas de

polen; sin embargo, esto no ocurre para la mayoria de los terpenos.
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Esto sugiere que, a dosis elevadas de polen, se produce un efecto de saturacién
por concentracién en compuestos terpénicos en el mosto, y/o que se han producido

reacciones de oxidacion de estos compuestos.
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Tabla 6. Concentracidn de compuestos voldtiles (ug/L) de los vinos de Palomino fino fermentados con diferentes dosis de polen.

Dosis de polen

Compuestos volatiles

Control 0,1g/L 0,25 g/L 1g/L 5g/L 10g/L 20g/L
Alcoholes superiores
2-propanol 105870,02+717,0 52530,0°+99,0 70910,0°+1418,5 176610,09+3464,8 180610,0%+1547,1 179760,092+660,4 160900,0+731,1
alcohol n-propilico 88200,02+664,6  114900,0°+1288,1 108745,0°£219,9 78335,09+290,6 187890,08+1216,2 207450,07+188,1 209900,0+818,8
Isobutanol 28236,72+191,1 51910,0°+118,8 85036,7¢+197,9 29493,32£402,8 59415,09+210,0 68440,0°£107,5 69015,0°£105,4
Alcohol isoamilico 217465,0°£204,4 283473,3b+2694,4 333866,7°t774,4 236230,09+4406,7 464700,08+£1920,5 416405,04642,8 462065,02+1791,1
Total 439771,67 502813,3 598558,37 520668,33 892615 872055 901880
% Alcoholes superiores 72,82% 69,29% 70,84% 69,66% 70,89% 67,87% 67,75%
Metanol 89283,32+314,00 110650,00°+930,55 122585,00°+365,57 103736,709+596,23 207495,002+123,74 217445,007610,23 189940,008+865,50
Total 89283,33 110650 122585 103736,7 207495 217445 189940
% Metanol 14,78% 15,25% 14,51% 13,88% 16,48% 16,92% 14,27%
Acidos
Acido butanoico 31,20%+0,01 32,46+0,05 30,352+0,03 47,47°+0,03 41,679+0,04 29,13¢+0,03 24,74%+0,03
Acido 3-metil-butanoico 196,672+1,88 202,50°+0,06 203,46°+0,04 254,659+0,01 326,41°+0,02 202,16%0,01 218,988+0,03
Acido hexoxanico 1557,502+0,02 1458,17b+0,02 1560,62¢1+0,40 1472,834+2,27 1491,132+0,03 1176,46%0,03 1234,098+0,07
Acido heptanoico 20,742+0,02 25,76+0,01 26,550+0,01 30,21¢+0,02 38,784+0,01 30,43¢¢+0,02 29,98%¢+0,04
Acido 2-hexenoico 33,492+0,52 42,15b+0,01 44,44¢+0,02 43,039+0,08 59,23¢+0,00 41,69°f+0,00 67,478+0,03
Acido octanoico 2455,552+0,06 2690,05°+0,02 2529,38°40,01 2262,71940,02 2221,06°+0,06 1773,16%0,00 1477,808+0,09
Acido nonanoico 25,272+0,02 43,019+0,02 46,18°+0,03 52,249+0,02 78,382+0,02 82,09f+0,02 44,148+0,02
acido n-decanoico 291,65240,49 424,20°+0,01 520,83+0,17 473,769+0,04 494,95¢+0,01 287,80%0,01 283,158+0,01
Acido 9-decenoico 260,79%+0,26 353,87b+0,01 367,01¢+0,01 315,109+0,02 142,222+0,03 43,95%+0,01 1,288+0,02
Acido benzoico 47,722+0,08 149,31b+0,01 141,90°t0,01 136,899+0,01 96,52¢+0,03 29,80+0,01 49,928+0,02
Acido bencenoacético 39,582+0,04 43,99+0,01 53,60¢+0,05 59,109+0,02 74,89¢+0,01 49,57+0,03 48,668+0,01
Total 4960,16+801,10 5465,47+838,02 5524,33+808,40 5147,99+727,90 5065,23+722,75 3746,231582,37 3480,21+524,10
% Acidos 0,82% 0,75% 0,65% 0,69% 0,40% 0,29% 0,26%
Alcoholes C-6
1-Hexanol 420,7831+0,03 397,31b+0,02 370,64¢+0,02 400,969+0,02 378,67°10,02 154,25f+0,02 343,628+0,03
(E) -3-hexen-1-ol 15,072+0,03 16,46P+0,01 14,73¢+0,03 18,454+0,02 17,48¢+0,01 6,080,02 11,808+0,01
(2) -3-hexen-1-ol 77,952+0,02 79,900+0,01 77,10°+0,02 90,9649+0,01 90,44¢+0,04 31,64f+0,01 54,318+0,02
Total 513,80+218,36 493,67+204,05 462,46+190,06 510,37+203,18 486,60+£190,99 191,97+79,20 409,73+180,56
% Alcoholes C-6 0,09% 0,07% 0,05% 0,07% 0,04% 0,01% 0,03%

Alcoholes
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3-penten-2-ol 7,723+0,13 21,875+0,00 22,190+0,04 24,71¢+0,01 14,489+0,01 24,76°+0,01 6,72¢+0,00
1-pentanol 3289,782+0,01 2064,61°+0,03 932,28+0,03 114,869+0,03 1360,762+0,02 1419,11+0,05 132,768+0,01
3-etil-2-pentanol 11,392+0,04 10,40+0,02 10,34+0,03 13,17¢£0,01 12,139+0,03 16,29¢+0,01 7,06%0,01
4-metil-1-pentanol 14,763+0,01 15,490+0,01 15,690+0,03 18,49¢+0,01 22,459+0,03 7,402+0,02 14,65¢10,01
3-metil-1-pentanol 74,18210,02 59,07°+0,01 58,30°t0,02 76,009+0,01 73,85210,03 27,758+0,02 35,23f+0,02
3-etoxi-1-propanol 99,5921+0,51 82,07°+0,00 83,19°t0,02 88,189+0,01 87,93¢+0,10 114,35+0,02 59,682+0,02
1-octanol 18,282+0,04 22,79°+0,01 20,92¢+0,02 26,299+0,04 36,25¢+0,02 20,91¢+0,02 37,94+0,01
1-nonanol 4,322+0,01 8,10°+0,01 8,94¢10,02 14,594+0,03 32,64¢+0,02 24,95+0,04 37,458+0,01
Alcohol de bencilo 32,172+0,02 40,44%+0,00 67,41°+0,01 68,769+0,02 102,492+0,01 65,13f+0,03 93,048+0,00
Alcohol feniletilico 1500,632+1,51 1642,38b+0,51 1574,53¢+0,03 1394,744+0,02 1251,352+0,04 2320,58f+0,01 2053,288+0,01
1H-indol-3-etanol 3267,562+0,48 1072,85b+0,03 274,45¢+0,03 287,539+0,02 299,26°10,01 33,85f+0,03 100,888+0,01
Total 8320,40+1321,94 5040,07+762,56 3068,23+508,33 2127,32+406,21 3293,58+504,76 4075,08+768,80 2578,691604,64
% Alcoholes 1,38% 0,69% 0,36% 0,28% 0,26% 0,32% 0,19%
Terpenes

Oxido de linalool 7,75%+0,04 11,22+0,01 10,18¢+0,01 12,119+0,01 14,412+0,01 6,21f+0,01 11,598+0,09
Linalool 9,352+0,01 10,19b+0,01 12,79¢£0,01 13,09¢+0,01 16,17°+0,02 6,53f+0,02 9,838+0,02
a-terpineol 11,70%+0,02 15,274+0,01 16,28°+0,03 17,099+0,02 20,51¢4+0,01 7,45+0,01 19,788+0,03
(R)-(+)-B-citronelol 8,76%+0,01 10,596+0,02 12,15¢40,01 12,12¢40,01 10,61540,01 3,84¢+0,01 6,86°+0,04
ifti;?:thym’7'°aad'e”e’ 23,66°£0,04 27,38%£0,02 30,19:40,02 26,83%:0,06 37,300£0,01 21,03+0,01 37,31¢£0,01
8-hydroxylinalool 19,602+0,02 23,35°+0,01 28,80¢+0,03 25,559+0,02 65,75¢+0,01 42,93+0,01 82,408+0,01
Total 80,8216,58 98,00+7,34 110,39+8,83 106,80t6,77 164,75+20,94 87,99+15,14 167,75+28,85
% Terpenos 0,01% 0,01% 0,01% 0,01% 0,01% 0,01% 0,01%
Esteres

Acetato de etilo 15315,002+28,99 37330,00°+213,55 42115,00°+123,74 9890,009+53,74 27393,33°+364,00 43615,007265,17 51445,008+480,13
Butirato de etilo 5,982+0,04 9,9821+0,03 10,512+0,02 12,85210,03 4,702+0,01 5,032+0,02 5,972+0,01
Isovalerato de etilo 3,94°+0,01 7,623+0,04 6,102+0,02 8,152+0,01 2,892+0,01 4,15%+0,01 0,902+0,01
Acetato de isoamilo 68,112+0,04 67,002£0,02 66,39210,03 75,522+0,03 16,232+0,01 42,36210,01 10,314+0,01
Hexanoato de etilo 94,092+0,03 95,052+0,01 97,802+0,03 114,552+0,47 80,883+0,10 89,62210,40 50,569+0,01
Acetato de hexilo 1,672+0,02 0,922+0,02 1,002+0,02 0,292+0,01 0,392+0,01 0,423+0,02 0,459+0,01
2-hydrody-3-metil butanoate de etilo 8,552+0,01 10,462+0,02 0,362+0,01 10,582+0,01 4,392+0,00 1,709+0,02 3,329+0,01
Octanoato de etilo 302,80%+0,01 333,932+0,10 300,673+0,38 267,102£0,01 305,522+0,02 313,642+0,09 286,212+0,01
Nonanoato de etilo 10,242+0,02 14,682+0,01 13,362+0,07 14,463+0,02 21,212+0,01 18,973+0,02 22,433+0,02
2-hidroxy-4-metilpentanoato de etilo 13,122+0,01 24,522+0,03 24,712+0,27 18,852+0,17 14,373+0,02 13,622+0,07 31,522+0,02
Isoamyl lactate 26,27210,01 29,28210,03 31,8521+0,08 36,182+0,01 43,972+0,02 9,542+0,04 25,942+0,02
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Decanoato de etilo
Succinato de dietilo
9-decenoato de etilo
Fenilacetato de etilo
Acetato de fenetilo
Malato de dietilo
3-hidroxytridecanoato de etilo
Vainillato de metilo
Total

% Esteres

Aldehidos
Acetaldehido

40,282+0,01 60,962+0,01 60,242+0,05
700,592+0,01 876,39+0,03 903,05%"+2,01
60,252+0,00 80,48+0,02 77,57°+0,46
2,282+0,01 2,19240,01 3,11°40,01
51,052+0,00 53,602+0,02 61,842+0,04
23,952+0,00 32,452+0,02 35,092+0,03
27,092+0,01 42,592+0,03 45,87°+0,05
1,542+0,01 5,502+0,02 6,102+0,02
16756,8+3499,0  39077,60+208,83  43860,65+212,74
2,77% 5,39% 5,19%

44190,00°+90,00 61910,00°+106,60 70720,00°+303,30

58,992+0,03
878,979h+0,02
55,972+0,01
2,48+0,02
61,742+0,03
34,882+0,01
26,412+0,01
4,992+0,03
11572,96+205,80
1,55%

Resultados y discusion

80,012+0,01 53,062+0,04 39,26°+0,01
931,81M+0,01 987,87%h+0,02 958,238h+0,07
31,562+0,04 7,47°+0,02 1,442+0,01
3,49210,03 4,362+0,03 4,942+0,02
74,852+0,05 30,072+0,01 41,16°40,01
36,992+0,04 38,732+0,03 38,202+0,02
32,992+0,03 18,142+0,02 17,302+0,07
6,72210,03 3,142+0,02 5,222+0,00
29086,32+220,61 45256,88+235,23 52988,36+227,22
2,31% 3,52% 3,98%

103520,009+1978,00 120820,00°+3814,00 141960,00°+1831,00 179590,008+82,66

Benzeneacetaldehido 74,952+0,01 80,332+0,01 90,462+0,64 87,552+0,04 86,44°+0,01 85,20°+1,00 83,312+0,01
Total 44264,95 61990,33 70810,46 103607,55 120906,44 142045,2 179673,31
% Aldehidos 7,33% 8,54% 8,38% 13,86% 9,60% 11,05% 13,50%

Diferentes letras en superindice indican que existen diferencias significativas entre las muestras (p < 0,05), obtenido mediante ANOVA bidireccional, aplicando la prueba de
andlisis multiple de Bonferroni (BSD).
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Tabla 7. Concentracidn de compuestos voldtiles (ug/L) de los vinos de Riesling fermentados con diferentes dosis de polen.

Compuestos volatiles

Dosis de polen

Control

0,1g/L 0,25 g/L

1g/L

5g/L

10g/L 20 g/L

Alcoholes superiores

2-propanol
alcohol n-propilico
Isobutanol

Alcohol isoamilico
Total

% Alcoholes superiores

Metanol

Total

% Metanol
Acidos

Acido butanoico

Acido 3-metil-butanoico

Acido hexoxanico
Acido heptanoico
Acido 2-hexenoico
Acido octanoico
Acido nonanoico
acido n-decanoico
Acido 9-decenoico
Acido benzoico

Acido bencenoacético

Total

% Acidos
Alcoholes C-6
1-Hexanol

(E) -3-hexen-1-ol
(2) -3-hexen-1-ol
Total

% Alcoholes C-6
Alcoholes

309195,0°£1031,7 333025,0°+2168,7 421750,0°t1671,6

73876,7°+146,7
42856,7°+134,8
233150,0°455,2

659078,33 689055 816370
77,32% 77,76% 78,58%
94920,00°+661,85 91554,99+818,12 116020,00¢+271,53
94920 91554,99 116020
11,14% 10,33% 11,17%
9,20°£0,01 17,270+0,01 19,79¢+0,01
102,51°+0,01 172,37°+0,02 203,13¢£0,02
1800,482+0,01 1557,67°+0,01 1560,62¢£0,05
23,11940,01 34,47°+0,01 49,13¢+0,03
34,452+0,00 46,91+0,01 58,20°+0,02
2842,19a:0,04  2996,03+0,01 1250,66¢£0,10
7,542+0,04 13,36°+0,01 16,64<+0,01
526,202+0,02 706,02+0,01 853,66£0,02
109,642+0,01 173,57°+0,02 258,01¢£0,01
72,852+0,01 114,87°+0,01 137,45¢40,01
8,5010,01 11,900+0,01 14,14¢£0,01
5536,67+940,19  5844,441941,96  4421,42%555,39
0,65% 0,66% 0,43%

435,69°+0,01
14,44°+0,01
38,192+0,01
488,32+236,65
0,06%

234080,0°£687,3

77820,0°48,5
44130,0°+139,9

85235,0%+99,7
47965,0°+282,1

509,13+0,02
29,92°+0,00
22,53+0,00 102,31°+0,01
561,59+278,83 660,90+262,15
0,06% 0,06%

520,71+0,52
37,89°+0,00

261420,0°+898,6

452105,09+557,9
84870,04M1+164,0
49795,0°¢112,4
297336,7¢¢1180,0
884106,7
79,65%
115415,00°£675,29
115415
10,40%

21,03%+0,02
224,529+0,06
862,419+0,01
33,745+0,02
49,739+0,02
1865,23%+0,03
19,27440,01
965,949+2,49
286,32¢10,43
138,339:0,08
15,524+0,02
4482,05+590,41
0,40%

567,83910,04
40,449+0,01
100,709+0,01
708,97+288,67
0,06%
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496390,09+1294,0

84740,0%+746,4
63143,3°4248,3

402865,0°+689,4

244330,07t4692,4
82863,381£227,7
87596,7°+£127,0
363245,0°+631,4

233655,0°+3259,1
81616,7%£316,0
77023,39+267,1

387810,09+1425,1

1047138,33 780105,01 778034,99
82,53% 80,37% 79,46%
117565,00°4996,31 106653,309+870,21 101043,30°+265,50
117565 106653,3 101043,3
9,27% 10,99% 10,32%
16,23+0,01 14,66+0,02 14,79+0,03
226,47¢+0,01 246,63+0,02 209,308+0,01
1142,742+1,26 1243,90%0,01 1121,242+0,02
29,88%2+0,04 30,26°+0,00 29,54°+0,01
42,83¢+0,03 75,4010,02 88,308+0,01
2110,08¢2+0,02 1776,85%0,01 1559,168+0,01
23,97¢+0,02 32,28f+0,04 38,218+0,01
597,96¢+0,02 515,08f+0,04 482,448+0,01
75,81¢+0,00 14,45f+0,01 15,05f£0,01
87,65¢+0,02 87,082+0,02 71,91%+0,01
13,86+0,01 14,43%¢+0,03 4,09+0,03
4367,47+667,10 4051,03+596,20 3634,04+527,25
0,34% 0,42% 0,37%

582,96¢+0,00
28,84¢+0,02
75,912+0,00
687,71+307,23
0,05%

565,080,00 606,678+0,01

35,97+0,01 29,458+0,01
95,33f+0,00 81,308+0,00
696,38+289,87 717,43+319,34
0,07% 0,07%
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3-penten-2-ol
1-pentanol
3-etil-2-pentanol
4-metil-1-pentanol
3-metil-1-pentanol
3-etoxi-1-propanol
1-octanol
1-nonanol

Alcohol de bencilo
Alcohol feniletilico
1H-indol-3-etanol
Total

% Alcoholes
Terpenes

Oxido de linalool
Linalool

a-terpineol
(R)-(+)-B-citronelol
2,6-dimethyl-3,7-octadiene,
-2,6-diol
8-hydroxylinalool
Total

% Terpenos

Esteres

Acetato de etilo
Butirato de etilo
Isovalerato de etilo
Acetato de isoamilo
Hexanoato de etilo
Acetato de hexilo
2-hydroxy-3-metil butanoate de etilo
Octanoato de etilo
Nonanoato de etilo
2-hidroxy-4-metilpentanoato de etilo
Isoamyl lactate

11,23240,01
1217,152+0,02
8,52°+0,02
13,772+0,02
59,452+0,01
4,202+0,00
20,662+0,01
9,3620,01
60,41°+0,01
4501,222+0,02
774,17°+0,05
6680,15+1352,52
0,78%

9,512+0,01
7,32410,01
15,14+0,01
3,79°40,01

73,26°+0,01

6,66°+0,01
115,68+26,72
0,01%

50925,00°+147,79 57905,00°+382,54

5,00°+0,00
2,75°40,01

105,45%£0,01
63,77+0,02
2,667£0,02
4,24240,01

249,17°+0,01
9,022£0,01
20,312+0,01
21,312+0,01

28,27°+0,02
1553,91°+0,01
21,54°+0,04
26,962+0,02
125,56°+0,01
7,050+0,02
33,96+0,02
20,23+0,01
63,26°+0,01
1478,17+0,01
467,92°+0,00

3826,84+592,51

0,43%

13,78°+0,00
14,15b+0,01
13,78+0,01
3,090+0,01

83,26°+0,00

14,91+0,01
142,97+29,45
0,02%

27,51°+0,01
9,092+0,00
432,75P+0,02
193,77°+0,01
9,242+0,01
7,632+0,00
379,252+0,00
14,052+0,00
29,692+0,00
38,772+0,01

26,36°+0,01
1124,132+0,02
22,77°+0,02
34,722+0,02
149,20+0,02
8,43°40,01
40,30°+0,01
24,74+0,02
61,222c+0,03
1244,57°+0,02
123,07°+0,03
2859,51+459,91
0,28%

14,7640,01
16,81¢40,01
22,4840,03
13,85¢£0,01

98,70¢+0,02

21,24°+0,02
187,83%33,19
0,02%

58695,00°+777,11

29,062+0,04
10,682+0,05
441,85°+0,03
258,822+0,01
15,842+0,00
10,00°+0,03
455,84°+0,03
16,112+0,01
38,042+0,02
48,90°+0,02

43,712+0,01
1527,07°+0,01
30,252+0,07
50,192+0,04
222,109+0,02
10,12¢+0,01
34,649+0,05
20,309£0,01
62,992+0,04
1606,359+0,04
180,05¢9+0,05
3787,77+608,34
0,34%

13,879+0,01
14,459+0,01
15,849+0,01
6,5790,01

84,109+0,01

27,579£0,02
162,39+28,75
0,01%

60005,00°+219,91

47,79240,02
16,152+0,00
582,80049+0,01
277,492+0,03
15,162+0,01
6,382+0,00
285,892+0,00
15,412+0,02
33,362+0,02
46,06°+0,02
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28,96°+0,14
2104,81¢+0,01
21,57%+0,02
40,992+0,06
191,50%+0,05
6,582+0,01
29,552+0,50
16,782+0,03
58,40%¢+0,02
1982,44¢+0,02
683,67°10,58
5165,25+802,90
0,41%

10,502+0,02
11,612+0,02
12,91+0,01
5,41+0,02

60,32¢+0,03

43,75%+0,02
144,50+22,42
0,01%

47705,004+269,41
21,06°0,07
9,20240,01
343,03¢£0,02
149,03°40,13
6,199£0,06
4,92240,01
183,13¢40,03
11,429£0,06
27,60°0,02
31,34240,02

39,17°+0,01
2501,029+0,02
30,58+0,03
51,542+0,01
191,660,02
8,857+0,01
38,50+0,02
16,001£0,05
56,642+0,02
1173,59¢40,02
30,640,02
4138,20+782,52
0,43%

13,76°+0,01
12,25+0,03
24,297+0,06
6,851+0,00

76,957+0,03

87,33%+0,03
221,42+35,64
0,02%

36933,33°+322,32

48,49°+0,03
17,39£0,03
312,302b+0,02
183,782+0,03
1,63240,01
5,212+0,01
218,122+0,01
21,11240,01
35,632+0,00
42,972+0,01

27,562+0,00
1995,81¢+0,01
21,17240,01
32,78240,03
122,59¢+0,02
9,418+0,01
42,268+0,01
16,188£0,01
64,482+0,03
1662,03940,02
196,199:0,01
4190,46+721,90
0,43%

12,54%40,04
11,43¢+0,00
19,128+0,02
6,438+0,02

78,618+0,01

109,008+0,01
237,13+43,32
0,02%

42606,677+159,48

11,332+0,01
6,40°+2,01

148,02¢4+0,01

126,21240,02
1,112+0,01
10,932+0,06

254,062+0,02
22,47°+0,04
28,972+0,08
37,832+0,01



Tesis Doctoral — Antonio Amores-Arrocha

Decanoato de etilo
Succinato de dietilo
9-decenoato de etilo
Fenilacetato de etilo
Acetato de fenetilo
Malato de dietilo
3-hidroxytridecanoato de etilo
Vainillato de metilo
Total

% Esteres

Aldehidos
Acetaldehido
Benzeneacetaldehido
Total

% Aldehidos

43,972+0,01
1038,64°+0,03
12,75°+0,01
1,97°+0,02
63,632+0,01
33,592+0,01
11,632+0,03
23,042+0,02
52637,91+242,78
6,18%

32870,00°+77,00
33,172+0,00
32903,17
3,86%

70,172+0,01
1028,322+0,01
24,37°+0,01
1,382+0,00
133,452+0,00
50,629+0,00
15,082+0,01
37,452+0,01
60407,56+255,44
6,82%

34665,00°+270,82
47,602+0,05
34712,6
3,92%

80,912+0,02
1088,972+0,90
31,77°+0,01
3,1620,02
182,30°+0,01
62,402+0,01
24,242+0,01
46,722+0,01
61540,61+272,12
5,92%

36780,00°+15,00
100,50°+0,01
36880,5
3,55%

76,723+0,02
1081,04°+1,03
17,452+0,04
3,21°40,01
224,47°+0,02
64,702+0,02
22,962+0,02
44,67°+0,06
62866,68+274,57
5,66%

38420,009+79,20
72,09°+0,02
38492,09
3,47%

Resultados y discusion

44,492+0,02
1057,36°+0,74
6,632+0,13
3,002+0,01
190,602+0,05
62,962+0,09
15,182+0,82
29,282+0,28
49901,42+250,80
3,93%

43720,00%+354,97
67,552+0,00
43787,55
3,45%

46,322+0,01
1027,632+1,00
0,532+0,01
3,92210,01
87,352+0,01
71,302+0,04
10,532+0,03
31,862+0,01
39099,41+242,11
4,03%

35560,007+298,98
62,9220,01
35622,92
3,67%

53,532+0,03
1120,15°+1,04

3,46°+0,02

4,272+0,01

67,022+0,00
74,262+0,01
16,652+0,01
31,392+0,01

44624,73+259,88
4,56%

46653,338+323,30
51,392+0,04
46704,72
4,77%

Diferentes letras en superindice indican que existen diferencias significativas entre las muestras (p < 0,05), obtenido mediante ANOVA bidireccional, aplicando la prueba de
andlisis multiple de Bonferroni (BSD).
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4.1.5 Andlisis de Componentes Principales de compuestos volatiles (ACP)

La Tabla 8 muestra los resultados de carga de los factores para el Andlisis de
Componentes Principales (ACP), en la que se han incluido como variables la
concentracion total de compuestos volatiles por familias aromaticas: alcoholes
superiores, acidos, alcoholes, ésteres, terpenoides, alcoholes C6 y aldehidos. El analisis
extrae 2 factores que representan el 71 % de la varianza total explicada. El factor 1 (F1),
se correlaciona positivamente con los alcoholes C6 y de forma negativa con el metanol
y los aldehidos, representados en gran parte por el acetaldehido. Este factor, representa
los efectos que el polen de abeja podria producir en los vinos, especialmente a dosis
altas.

El factor 2 (F2) se correlaciona positivamente con los alcoholes superiores,
terpenos y ésteres, y de forma negativa con los acidos y alcoholes. Este factor agrupa
los principales efectos enoldgicos que el polen puede producir sobre los compuestos
volatiles de los vinos: aumento de alcoholes superiores, terpenos y ésteres, y
disminucion de alcoholes y acidos. Como se puede observar en la Figura 16, F1 tiende a
aumentar con la dosis de polen en los vinos de Palomino, lo que indica que los efectos
secundarios de la formaciéon de acetaldehido y metanol han sido importantes,
especialmente a dosis altas, los que provoca un marcado desequilibrio en el perfil de
compuestos volatiles en comparacidn con el testigo. En los vinos de Riesling, F1
permanece sin cambios en todos los casos, tanto en el vino testigo como los dosificados
con polen; esto refleja que los diferentes efectos secundarios agrupados en este factor

son mucho mas equilibrados y no dependen tanto de la dosis de polen utilizada.

En F2, se observa un incremento significativo con la dosis de polen en los vinos
de Palomino fino, y entre 5y 20 g/L de polen de abeja, tuvo un efecto mas importante
sobre la formacion de alcoholes superiores, ésteres y terpenos, que sobre la disminucién
de alcoholes y acidos durante la fermentacién alcohdlica. Sin embargo, en los vinos de
Riesling, los cuales obtuvieron valores mas altos en F2 para el vino testigo en
comparacion a los valores correspondientes en el caso de Palomino fino, se produce un

ligero aumento de este factor con la adicién de polen, sin correlacién entre el factory la
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dosis utilizada. Por lo tanto, los principales efectos del polen sobre los vinos de Riesling,

son nuevamente mds equilibrados y menos dependientes de la dosis empleada.

Tabla 8. Cargas de las componentes principales de los compuestos voldtiles en vinos de Palomino
fino y Riesling fermentadoscon diferentes dosis de polen.

Compuestos volatiles F1 F2
Alcoholes superiores -0,197 0,862
Metanol -0,898 0,318
Acidos 0,289 -0,712
Alcoholes C-6 0,851 0,400
Alcoholes 0,352 -0,513
Terpenos 0,352 0,826
Esteres 0,221 0,595
Aldehidos -0,954 0,118
Varianza explicada (%) 37,92 33,11
2,007
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Figura 16. Andlisis de componentes principales en vinos de Palomino fino
(Pf) y Riesling (R) fermentados con diferentes dosis de polen.
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4.1.6 Descripcion del Valor de la Actividad Odorante (VAQ)

En la Tabla 9 se muestra el resumen de los valores de la actividad del aroma
(ZVAO) con los que participan los compuestos volatiles en sus diferentes series
aromaticas, junto con los valores de la suma total (ZVAO7). Como se puede observar,
tanto en los vinos de Palomino fino como en los vinos de Riesling, la adicién de polen de
abeja aumenta los niveles de 2VAOT en comparacion con los vinos testigo. Sin embargo,
estos incrementos son mas pronunciados y con un mayor rango de variacion en los vinos
Riesling (27-109 %) (que como vimos presentaban menores incrementos en compuestos
volatiles) que en los vinos de Palomino fino (12-22 %), donde los compuestos volatiles
aumentaban por encima de 100 % a dosis entre 5y 20 g/L de polen (Figura 13). Este
comportamiento se debe a que los principales compuestos volatiles que aumentan en
los vinos Palomino con la adicién de polen (acetaldehido, alcohol isoamilico, acetato de
etilo, etc.), tienen umbrales de percepcidon muy altos (10 mg/L, 30 mg/L y 12 mg/L,
respectivamente) y, por lo tanto, contribuyen menos al VAO (Tabla 9). Por el contrario,
en los vinos de Riesling, en comparacidn con los vinos de Palomino fino, hay un aumento
significativo en algunos ésteres menores, como acetato de isoamilo, hexanoato de etilo
y octanoato de etilo, que contribuyen mas significativamente al VAO debido a los bajos

umbrales de percepcidén que presentan (Anexo. Tabla 33).

En todo caso, los vinos de Palomino y Riesling establecen una cierta correlacion
lineal positiva entre el 3VAO y los valores de los compuestos volatiles totales de r> = 0,81
y r2 = 0,75, respectivamente, en el rango de dosis de polen de 0 (testigo) a 1 g/L. Por el
contrario, a partir de la dosis de 5 g/L hasta 20 g/L, se establece una correlacion negativa
de r? = -0,89 y r? = -0,48; lo que indica que algunos compuestos aromaticos con un
umbral de percepcién bajo estan disminuyendo significativamente en este intervalo,

especialmente en el caso de los vinos de Palomino fino.

Considerando el estudio de ZOAV por series odorantes (Tabla 9), las series
odorantes predominantes son principalmente la afrutada, seguida por la floral v,
finalmente, la grasa. Se pudo observar que el polen de abeja mejoré el perfil sensorial
de los vinos y aumentd el impacto de las series afrutadas y florales respectivas al testigo.

En los vinos Palomino fino, el polen aumenté principalmente las series florales, mientras
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que en los vinos Riesling aumentd la serie afrutada. En ambas variedades, los
incrementos para la serie afrutada ocurren principalmente a dosis bajas, alcanzando un

maximo a la dosis de 0,25 g/L, para luego disminuir a dosis mas altas.
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Tabla 9. Sumatorio de los Valores de Actividad Odorante (>VAQ) agrupados por serie odorantes de vinos de Palomino y Riesling fermentados con

diferentes dosis de polen

Resultados y discusion

Palomino fino Riesling

Series odorantes

Control 0,1g/L 0,25g/L 1g/L 5g/L 10g/L 20g/L Control 0,1g/L 0,25g/L 1g/L 5g/L 10g/L 20g/L
Afrutado 96,36 110,36 107,24 97,07 88,86 9509 80,74 8580 154,75 186,60 165,23 109,75 126,89 111,89
Floral 17,39 29,01 31,21 32,56 33,73 23,23 31,07 9,48 13,50 24,73 18,87 17,10 16,30 13,70
Graso 5,56 6,16 5,95 5,40 5,40 4,16 3,58 6,53 7,05 3,74 5,00 5,15 4,43 3,92
Herbaceo 2,43 2,96 2,81 2,27 4,46 4,42 4,75 2,07 2,21 2,62 2,63 2,54 2,58 2,57
Fruto secos 0,44 0,62 0,71 1,04 1,21 1,42 1,80 0,33 0,35 0,37 0,39 0,44 0,36 0,47
Terroso, hongos 0,07 0,06 0,06 0,08 0,07 0,03 0,04 0,06 0,13 0,15 0,22 0,19 0,19 0,12
Quimica 0,05 0,15 0,14 0,14 15,59 13,91 15,45 0,07 0,11 0,14 0,14 0,09 0,09 0,07
Especiada 0,02 0,06 0,06 0,06 0,04 0,06 0,02 0,04 0,08 0,08 0,12 0,08 0,11 0,08
SVAO; 122,32 149,38 148,17 138,62 149,35 142,32 137,44 104,38 178,18 218,43 192,60 13534 150,93 132,81

Suma de los valores de actividad odorante (3VAQ) de los compuestos odorantes principales encontrados en los vinos de Palomino fino y Riesling, producidos tras la

fermentacion alcohdlica de los vinos testigo y con la adicion de diferentes dosis de polen de abeja (de 0,1 a 20 g/L). 5VAOr significa la suma total de SVAO.
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En vinos de Palomino fino, este descenso fue menos pronunciado,
alcanzandose valores mads bajos que el vino testigo. Sin embargo, en los vinos de Riesling
se observo una caida significativa en las series odorantes, especialmente a dosis de 5 a
20 g/L de polen, alcanzando valores superiores al vino testigo. Esto se debe
principalmente a que el alcohol isoamilico, a dosis de polen entre 0,1 y 1 g/L, aporta
aromas afrutados (Perestrelo et al., 2006); y, sin embargo, a las dosis de 5 a 20 g/L de
polen, participa con un aroma predominantemente quimico o punzante, ya que su
concentracion excede los 400 mg/L (Vidrih and Hribar, 2007). En cuanto a las series
florales, el *OAV se mantiene mas o menos constante con fluctuaciones mas

importantes en los vinos de Riesling.

Los valores de XOAV, para la serie odorant grasa (acidos grasos), fueron
similares a los testigos en ambas variedades, con solo incrementos leves en dosis bajas
de polen. En el caso de las notas herbaceas, el resultado obtenido para el ZOAV también
fue muy similar a los vinos testigo, excepto en los vinos de Palomino fino con las dosis
altas 5, 10 y 20 g/L (donde ZOAV se duplicé con respecto al testigo). Estos aumentos
podrian causar desviaciones en la calidad de la evaluacion sensorial de los vinos finales.
Este efecto de intensificacion del ZOAV a altas dosis de polen en los vinos de Palomino
fino también se observé en la serie odorante de frutos secos, principalmente debido a
la contribucion del acetaldehido. Finalmente, las series terrosas y especiadas, no se

vieron afectadas por la presencia de polen en los vinos.

Por lo tanto, los resultados de ZOAV indican que la adicién de polen de abeja
multifloral puede mejorar las notas afrutadas y florales en los vinos cuando se aplican
dosis inferiores a 1 g/L. A partir de 5 g/L, las dosis de polen hacen que los vinos pierdan
su caracter afrutado, apareciendo desviaciones sensoriales inadecuadas para la tipicidad

de los vinos blancos jovenes.

122



Tesis Doctoral — Antonio Amores-Arrocha Resultados y discusidn

4.1.7 Evaluacion sensorial de los vinos resultantes.

Para obtener una descripcion detallada de todos los parametros
organolépticos de los vinos, se realizd un analisis sensorial de todos los vinos de
Palomino fino y Riesling, tanto de los vinos testigos como los elaborados con polen de
abeja. Los diagramas de arafia (Figuras 17 y 18), muestran los resultados obtenidos para
los atributos evaluados en el analisis sensorial de los vinos de Palomino fino y Riesling,

respectivamente.

Para los vinos de ambas variedades (Palomino fino y Riesling) las diferencias
mas significativas se encuentran en los atributos relacionados con la intensidad del
color, los aromas afrutados, florales, a frutos secos, a polen y el grado de aceptacién
(juicio global) de los vinos por los catadores (Figuras 17b y 18b). Particularmente, los
vinos Palomino fino muestran diferencias significativas en el amargor (Figura 17b) y los
vinos Riesling mostraron diferencias significativas en la calidad olfatoria (Figura 18b).
Como se muestra en el analisis sensorial, los vinos Palomino fino y Riesling con bajas
dosis de polen de abeja (0,1 y 0,25 g/L) son evaluados como superiores en términos de
calidad aromatica y gustativa, obteniendo también los valores mds altos en el juicio

global.

En cuanto a las series aromaticas evaluadas en los vinos, como se esperaba,
para las dos variedades de vinos las dosis mas bajas de polen (0,1y 0,25 g/L) presentan
las puntuaciones mas altas para las series afrutadas y florales, destacando
especialmente el caracter floral en los vinos de Palomino fino y el caracter afrutado en
los vinos de Riesling (Figuras 17b y 18b). Esto corresponde a lo que se observé en los
resultados de los JOAV (Tabla 9). Sin embargo, los vinos con las dosis mas altas de polen
(10 y 20 g/L) presentan las puntuaciones mas bajas en relacidn con las series afrutadas
y florales, destacando en otras series aromaticas que algunos catadores asocian con el
aroma de polen de abeja, como "nueces" o "vegetal", especialmente en el caso de los
vinos de Palomino fino. Los atributos aromaticos restantes no presentan diferencias

significativas entre las diferentes muestras.
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El polen de abeja también puede modificar algunos de los atributos de sabor
de los vinos, aunque no tan extensamente como los olfativos. Los vinos de Palomino fino
y Riesling con bajas dosis de polen de abeja (0,1 y 0,25 g/L) presentan una mayor,
aunque no significativa, suavidad y persistencia en boca con respecto al control y a las
altas dosis de polen de abeja. En particular, en los vinos Palomino fino la presencia de
polen aumenta la percepcién de amargor, especialmente a dosis de 10 y 20 g/L (Figura
17b). Esto no fue valorado positivamente por los catadores, ya que tiene una evaluacion
inversa en comparacién con la calidad gustativa. Estas percepciones amargas podrian
deberse a la presencia de pigmentos, principalmente polifenoles, transferidos por el

polen de abeja al mosto de uva durante la fermentacién alcohélica.

Ademas, este fendmeno es responsable de una mayor apreciacién de la
intensidad del color con la dosis de polen en ambos vinos (Figuras 17by 18b). El aumento
de la concentracién de polifenoles puede favorecer el desarrollo de reacciones de
oxidaciéon y pardeamiento en presencia de oxigeno y la consecuente deprecisacién de la
calidad. Este fendmeno de oxidacion puede ser directamente responsable de las bajas
puntuaciones de calidad visual que presentan los vinos Palomino fino a altas dosis de
polen de abeja (10 y 20 g/L). Por lo tanto, la presencia de polen de abeja en los vinos

podria inducir un aumento en la intensidad del color y los fenémenos de oxidacion.
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Figura 17. Evaluacion sensorial descriptiva de los vinos de Palomino fino fermentados con
polen (a). Evaluacion de los atributos mds significativos en los vinos de Palomino fino (b).
(*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001)

125



Tesis Doctoral — Antonio Amores-Arrocha Resultados y discusidn

(a) Intensidad
color
Juicio global 9,0 Calidad color
Intensidad
Regusto
aroma

Calidad
aroma

Persistencia

Calidez Floral
Suavidad Afrutado
Amargor Vegetal
Dulzor Especias
Salinidad Balsamico

Aude.z Intensidacﬁruws secos
Calidad sabor
sabor
—o— Control ——0,1g/L —u— 0,25 g/L lg/L

—*—5g/L —2—10g/L —a—20¢g/L

Intensidad
color
005"
(b)
Juicio global Calidad aroma
Polen Floral
Frutos secos Afrutado
—o— Control —o—0,1g/L —=—0,25g/L 1g/L
—w—15g/L —a—10 g/L —t—20 g/L

Figura 18. Evaluacion sensorial descriptiva de los vinos de Riesling fermentados con polen (a).
Evaluacién de los atributos mds significativos en los vinos de Riesling (b). (*p < 0,05, **p < 0,01,
#x4 < 0,001, ****p < 0,0001)
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4.2 Estudio y evaluacién a escala laboratorio-piloto de los efectos de la adicidn
de polen en la vinificacion en tinto.

4.2.1 Influencia de la dosis de polen sobre las propiedades fisico-quimicas del mosto

Los parametros fisico-quimicos del mosto de Tintilla de Rota con adicién de
polen de abeja y el testigo, se muestran en la Tabla 10. Como se puede observar, el
contenido en azucar no se ve afectado de forma significativa por la adicion de polen,
salvo para las dosis de 10 y 20 g/L (dosis altas), donde se produce un incremento entre
7 y 6,5 % respectivamente, en comparacion con el testigo. Este efecto que se habia
observado en la vinificacién en blanco (Tablas 2 y 3), puede ser debido al aporte de
azucares por parte del polen sobre todo cuando se emplean dosis elevadas (Campos et
al., 2008). La adicién de polen no parece tener un efecto en la acidez total del mosto,
salvo para la dosis mas alta (20 g/L) donde se observa un ligero aumento. Sin embargo,
en cuanto al pH, se observé un incremento significativo a partir de la dosis de 10 g/L,
alcanzandose pH superiores a 3,75. Este efecto, también observado en vinos blancos de
Palomino y Riesling (Tablas 2 y 3), podria ser debido al aporte de potasio del polen al

mosto (Campos et al., 1997; da Silva et al., 2014).

Por otro lado, en cuanto al NFA de los mostos, se observan incrementos
significativos con respecto al testigo (140 mg/L) a partir de la dosis de 0,25 g/L. Al igual
gue ocurria con los mostos blancos, se vuelve a establecer una correlacion lineal entre
la dosis de polen y los incrementos de NFA observados (r? = 0,85) (Figura 19). Sin
embargo, los incrementos de NFA en mosto de Tintilla de Rota (entre 3,5y 48,5 %), son
ligeramente mayores a los experimentados en los mostos de variedades blancas (entre
3y 44 %, Palomino fino; entre 2 y 30 %, Riesling). Conforme aumenta la dosis de polen
disminuye la aportacién de NFA por g de polen (Figura 19), efecto también detectado
en los mostos blancos. Esto viene a corroborar que el mosto probablemente se satura
en NFA a partir de la dosis de 0,25 g/L, quedando una reserva de NFA significativa en el

polen a las dosis mas altas, que puede ser extraida durante la fermentacion alcohdlica.
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Tabla 10. Composicidn fisico-quimica del mosto de Tintilla de Rota con adicién de polen (control, 0,1, 0,25, 1, 5, 10 y 20 g/L)

Dosis de polen en mosto de Palomino fino

Parametros Control 0,1g/L 0,25 g/L 1g/L 5g/L 10 g/L 20¢g/L
Azicar (g/L) 240,7 t 0,8° 240,7 * 0,8° 2443 t 0,6° 2433 t 0,6° 241,2 + 0,8° 257,6 * 0,5° 256,4 * 0,0°
Acidez Total (g/L TH2) 5,28 t 0,03° 528 t 0,03° 528 t 0,03° 528 t 0,03° 522 t 0,03° 534 * 0,03° 599 t 0,03
pH 3,67 t 0,01a 368 t 0,0la 3,71 % 0,01°*¢ 3,72 % 0,01 3,73 % 0,01° 3,78 * 0,01> 3,80 * 0,01°
NFA (mg/L) 140 t ©° 145 t 4 162 t 4 170 t 1° 179 t 49 185 t g 208 t 4

Diferentes letras en superindice indican que existen diferencias significativas entre las muestras (p < 0,05), obtenido mediante ANOVA bidireccional, aplicando la prueba de
andlisis multiple de Bonferroni (BSD).
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Figura 19. Comparativa del incremento de NFA por dosis de polen, frente al incremento de NFA producido
por gramo de polen de abeja, en mostos de uva tinta Tintilla de Rota.Diferentes letras en superindice indican
que existen diferencias significativas entre las muestras (ANOVA, p < 0,05).

4.2.2 Andlisis de los efectos sobre la cinética fermentativa, el desarrollo de las
poblaciones de levaduras vy el nitrogeno facilmente asimilable durante la
fermentacion alcohdlica.

4.2.2.1 Influencia de la dosis de polen de abeja en la cinética de fermentacion alcohdlica

En la Figura 20 se muestra la influencia que tiene el polen de abeja sobre la
cinética fermentativa durante el encubado del mosto de Tintilla de Rota. Como se puede
observar, cuanto mayor es la dosis de polen aplicada, mds acusada es la disminucién de
la densidad en el tiempo sobre todo en la fase tumultuosa. De manera que a partir del
22 dia empiezan a existir diferencias significativas (ANOVA, p < 0,05) entre los mostos
con dosis de polen de 1, 5, 10 y 20 g/L y el control, y a partir del 42 dia hasta el dia 13
con todas las dosis. Por tanto, en el caso de la Tintilla de Rota la adicion de polen produce
un aumento significativo de la velocidad de fermentacidon y una mejora en la cinética
fermentativa, a diferencia de los mostos blancos, donde practicamente no se producian
variaciones salvo a las dosis altas (Figura 8). Asimismo, cabe sefialar que el polen tiene

un mayor efecto sobre la velocidad de fermentacion que sobre el tiempo de duracién
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de la fase de latencia. Como se puede observar, el polen incluso a dosis elevadas no
produce un adelanto significativo en el inicio de la fase tumultuosa (Figura 20). En todo
caso, esta mejora en la cinética fermentativa probablemente es debida, como se ha
comentado anteriormente, al enriquecimiento en NFA y otros activadores
fermentativos que produce el polen. Cabe recordar que algunos autores han
comprobado como la suplementacion de los mostos de uva con NFA (Bell and Henschke,
2005; Kotarska et al., 2006; Gutiérrez et al.,, 2012) y con polen en el caso de los
hidromieles (Roldan et al., 2011), produce un efecto similar y de forma significativa en

la cinética fermentativa.
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Figura 20. Evolucion densidad relativa durante la FA de mostos de Tintilla de Rota con
distintas dosis de polen.

4.2.2.2 Influencia de la dosis de polen sobre la cinética de crecimiento de las levaduras
durante la fermentacion alcohdlica

En La Figura 21 se muestra la evolucion de las poblaciones viables de levaduras

Saccharomyces cerevisiae durante la fermentacion alcohdlica del mosto de Tintilla de
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Rota con las diferentes dosis de polen. Tal y como se puede observar, el uso de polen de
abeja en todos los casos consigue adelantar 48 horas la fase exponencial de crecimiento
de las células de levaduras, en comparacién con el testigo. El aporte de NFA y otras
sustancias activadoras, permiten que las células de levaduras dispongan de nutrientes
ademads de factores de crecimiento que hacen disminuir el tiempo de adaptacion al

medio (Ough et al., 1989; Stanley et al., 1993; Kotarska et al., 2006; Gutiérrez et al.,

2012).
4,5E+08
—a— Control
0.10g/L
4,0E+08 —=—0.25g/L
1lg/L
——5g/L
3,5E+08 —e—10g/L
—e—20g/L
3,0E+08
— 2,5E+08
S
S~
)
[N
> 2,0E+08
1,5E+08
1,0E+08
5,0E+07
0,0E+00

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

Tiempo (dias)

Figura 21. Evolucion de la biomasa viable de levaduras de Saccharomyces cerevisiae durante el
proceso de fermentacion alcohdlica de mosto de Tintilla de Rota con dosis de polen.

El uso de polen favorece e incrementa las poblaciones de levaduras viables al
inicio de la fase exponencial de crecimiento en un rango entre 39 y 67 % en comparacion
con el testigo, siendo este incremento significativo y lineal con la dosis de polen
empleadas (r? = 0,70). La adicion de polen favorece la supervivencia de las levaduras
durante la fase de latencia, permitiendo una mayor fiabilidad sobre la implantacién de

la cepa inoculada para la fermentacion del mosto.
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En todos los casos, con polen de abeja se alcanzaron poblaciones maximas de
levaduras significativamente superiores al testigo (1,80x10% UFC/mL), con incrementos
entre 20 %y 55 % para las dosis entre 0,1y 1 g/L (2,26x108, 2,16x10% y 2,79x10% UFC/mL,
para 0,1, 0,25 y 1 g/L respectivamente) y entre 73,33 %y 117,64 % para dosis entre 5y
20 g/L (3,12x108, 3,81x108 y 3,92x10% UFC/mL, para 5, 10 y 20 g/L respectivamente)
(Figura 22). En todos los casos la adicion de polen conlleva alcanzar la problacién maxima

de levaduras dos dias antes (52 dia), en comparacién con el testigo (72 dia) (Figura 22).

Nuevamente, se vuelve a observar cdmo el polen influye también en la fase de
muerte de las levaduras, de manera que conforme mayor es la dosis de polen mayores
son las poblaciones de levaduras viables al final de fermentacion (r? = 0,78) (ANOVA, p
< 0,05). De manera que las poblaciones de levaduras se incrementan entre 42-71 % con
respecto al control (Figura 22). Desde el punto de vista enoldgico, esta caracteristica
resulta de gran interés, sobre todo para la terminacidn de la fermentacién alcohdlica de

vinos con potencial alcohdlico elevado.
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Figura 22. Aumento de las poblaciones de levadura durante la fermentacion alcohdlica en mostos de
Tintilla de Rota con diferentes dosis de polen. Diferentes letras en superindice indican que existen
diferencias significativas entre las muestras (ANOVA, p < 0,05).

4.2.2.3 Influencia de la dosis de polen sobre la evolucion del NFA durante la fermentacion
alcohdlica

En la Figura 23 se muestra la evolucion del contenido de NFA durante la
fermentacion alcohdlica de mosto de Tintilla de Rota con la adicion de polen de abeja.
Como se puede observar, durante los primeros 3 dias la adicién de polen en dosis
elevadas (5, 10 y 20 g/L) reduce significativamente el consumo de NFA de las levaduras
durante la fase de latencia o adaptacion al medio (Figura 23). Esto podria indicar que el
polen ademds de NFA esta aportando otras sustancias que regulan su adaptacion al
medio. Sin embargo, el comportamiento se invierte cuando comienza la fase
exponencial de crecimiento, en la que el consumo y el descenso de NFA es mayor,
cuanto mas alta es la dosis de polen (Figura 23). Este mayor consumo esta directamente

relacionado con el nivel de poblacién de levaduras, que crece conforme aumenta la
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dosis de polen. De hecho, todas las dosis de polen menos la de 0,1 g/L alcanzan un
minimo de NFA al 52 dia, coincidiendo aproximadamente con las maximas poblaciones
de levaduras (Figura 22), mientras que el testigo y la dosis de 0,1 g/L alcanzan el minimo
al 72 dia. Sin embargo, aunque el consumo de NFA es mayor durante este periodo, la
adicion de polen conlleva a una disminucion de la demanda de NFA por UFC en el 42 dia
(Figura 24), lo que viene a rearfirmar nuevamente que el polen puede estar aportando
otras sustancias beneficiosas complementarias al NFA para crecimiento de las levaduras
(Bely et al., 1990b, a; Garde-Cerdan and Ancin-Azpilicueta, 2008; Campos et al., 2008;
De-melo et al., 2018)

Pero lo que resulta de gran interés es que, una vez alcanzado el minimo, los
niveles de NFA se incrementan de forma significativa, tanto mas cuanto mayor es la
dosis de polen. Esto también se habia observado en la vinificacion en blanco, pero de
manera menos acusada. Queda patente, por tanto, que el polen tiene una reserva
importante de NFA, sobre todo en las dosis altas (donde proporcionalmente no se
extraia tanto antes del inicio de la fermentacién) que se puede ir liberando durante el
transcurso de la FA probablemente con la ayuda del etanol. Otro efecto que podria
contribuir a la extraccién de NFA es la agitacion durante los bazuqueos (diaria). Cuando
se agita la mezcla de hollejos, mosto y polen, con el bazuqueo, se favorece la renovacién
de la capa limite de mosto-vino en contacto con el polen, manteniéndose los gradientes
de concentracidn de NFA muy altos. Esto favorece la difusion y la solubilizacion de los
compuestos presentes en el polen, de la misma forma que ocurre con los polifenoles

durante un remontado (Ribéreau-Gayon et al., 2003; Togores, 2011).

Al final de la fermentacion (del dia 13 al 17), se observé un aumento de NFA en
todos los casos, incluso en el vino testigo (Figura 23). Posiblemente, este efecto pueda
también estar relacionado con la lisis celular y la difusién de NFA interno de las levaduras

al medio.
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Figura 23. Evolucion del nitrégeno facilmente asimilable por las levaduras (NFA), Saccharomyces
cerevisiae, en los mostos de Tintilla de Rota, fermentados con diferentes dosis de polen.

Finalmente, de forma global, tanto en el vino testigo como a dosis bajas de polen,

el consumo neto de NFA (diferencia ente el valor final e inicial) es mayor que en las dosis

altas (5, 10y 20 g/L), donde practicamente no se produce variacién alguna. Estos niveles,

pueden ser potencialmente interesantes para el desarrollo de otras fermentaciones,

como la maloldctica (FML), o un inconveniente como fuente inestable para el desarrollo

de contaminaciones microbianas.
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En la Figura 24 se representa la relacion entre el consumo de NFA y la poblacién

maxima alcanzada hasta el 52 dia de fermentacion.
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Figura 24. Consumo de NFA/UFC durante la fase de crecimiento exponencial de mostos de uva
Tintilla de Rota fermentados con diferentes dosis de polen. Diferentes letras en superindice indican
que existen diferencias significativas entre las muestras (ANOVA, p < 0,05).

4.2.3 Influencia de la dosis de polen sobre el contenido en dcido malico durante la FML

Una vez finalizada la fermentacion alcohdlica de los vinos tintos (< 2 g/L azucar
residual), se prepararon para el desarrollo de la fermentacién malolactica (FML)
afiadiendo un indculo de bacterias lacticas comerciales Oenococcus oeni S11B P2 Instant
(Laffort, Francia). El control de la evolucién de la FML se lleva a cabo cuantificando el
contenido en acido malico en cada uno de los fermentados con diferentes dosis de polen
y testigos. Como se puede observar en la Figura 25, el uso de polen presenta un cierto
efecto sobre la FML. Durante la fase de crecimiento exponencial, el contenido en acido
malico desciende significativamente con la dosis de polen, salvo para 0,1 g/L, mostrando
cierta correlacion lineal (r? = 0,84). Esta relacion, es mucho mas clara cuando se observa
el incremento significativo que se produce sobre la velocidad de consumo de acido
malico (Figura 25). En este sentido, se pueden establecer dos grupos diferenciados de

respuesta segun la dosis de polen. Por un lado, las dosis bajas e intermedia, muestran
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incrementos de velocidad de consumo de malico moderados (6,57 %, 17,79 % y 18,18
%, para 0,1, 0,25y 1 g/L respectivamente) y, por otro lado, las dosis altas, que mostraron
los incrementos mayores (53,14 % y 55,25 %, para 5y 10 g/L respectivamente), sobre
todo a la dosis de 20 g/L (77,31 %). Por tanto, el polen ejerce un efecto positivo sobre
las bacterias acido lacticas, favoreciendo el consumo de acido mdlico. Desde el punto de
vista enoldgico, este efecto puede tener un gran interés, sobre todo, para potenciar las
fermentaciones maloldcticas en vinos problemadticos o con dificultades para su

desarrollo (Zeeman et al., 1982; Davis et al., 1985).
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Figura 25. Concentracion de dcido mdlico durante la fase exponencial de crecimiento bacteriano, frente
al incremento de la velocidad de consumo (%).

4.2.4 Evaluacion de la dosis de polen sobre las propiedades fisico-quimicas y los
parametros de color de los vinos finales.

En la Tabla 11, se muestra la influencia del polen de abeja sobre la composicién
fisico-quimica y los parametros de color de los vinos finales de Tintilla de Rota. En primer
lugar, hay que indicar que, no se observa ningun efecto del polen sobre el grado
alcohdlico. Sin embargo, con respecto al pH se observa un ligero incremento, de hasta

0,1 unidades en el caso de las dosis altas, tal como ocurria en los vinos blancos de

139



Tesis Doctoral — Antonio Amores-Arrocha Resultados y discusidn

Palomino fino y Riesling. Desde el punto de vista enolégico, estos pH mds elevados
pueden haber contribuido a favorecer en cierta medida la fermentacién malolactica y
complementaria el efecto activador del polen descrito descrito en el apartado 4.2.3. El
responsable de este incremento de pH a dosis elevadas, puede ser debido a la cesidn de
potasio, dada la riqueza del polen en este mineral (Campos et al., 1997; da Silva et al.,
2014; Conrad, 2017), teniendo en cuenta su elevado porcentaje de cenizas (entre 2y 6

% en peso seco) (Campos et al., 1997, 2008).

Con respecto al testigo, en todos los casos hay una ligera disminucidn de la acidez
volatil, alcanzandose los niveles mas bajos para las dosis de 1y 5 g/L (0,2 unidades mas
bajas). Este mismo comportamiento se constatd en vinos blancos para dosis altas de
polen (Tablas 4 y 5). Algunos autores han verificado que cuando los medios son ricos en
nitrégeno, se reduce la produccion de acido acético durante la fermentacion alcohdlica
(Arias-Gil et al., 2007; Barbosa et al., 2009; Fairbairn et al., 2017). Por lo tanto, es muy
probable que el enriqguecimiento en NFA que produce el polen sea el responsable de la

reduccion de la acidez volatil en los vinos finales.

Por otro lado, no se observa ningun efecto del polen sobre los contenidos de
azucares residuales (glucosa y fructosa). Como cabia esperar, los niveles de azucares
residuales se encontraron dentro de valores normales para vinos secos (< 2 g/L),
indicativo de que todos los vinos incluyendo el testigo terminaron la fermentacién

(Tabla 11).

En cuanto al contenido en NFA de los vinos, hay que sefialar que los valores de
la Tabla 11 corresponden a los vinos después de haber realizado la fermentacion
maloldctica. Como se puede observar, los niveles de NFA aumentan de forma
generalizada (control y polen) entre un 5 — 15 % desde el final de la fermentacion
alcohodlica (Figura 23). Este aumento puede ser debido a la accidn hidrolitica que ejercen
las bacterias lacticas sobre las paredes celulares de las levaduras, favoreciendo de este
modo cesidon de compuestos nitrogenados (NFA) al vino (Lonvaud-Funel et al., 1988;
Ribéreau-Gayon et al., 2003). Por lo tanto, los niveles de NFA quedan relativamente altos

después de la fermentacion malolactica, para las dosis altas de polen. En el caso de los
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vinos tintos, esto puede tener repercusiones o consecuencias negativas, puesto que

puede favorecer el desarrollo de microorganismos contaminantes.

En cuanto a los antocianos y taninos el polen no parece afectar a sus contenidos
y solo se aprecian ligeras fluctuaciones (Tabla 11). Estas oscilaciones en los resultados
pueden ser debidas a las condiciones de manipulaciéon de los vinos y/o errores de
medida. Sin embargo, el IPT aumenta de forma proporcional con la dosis de polen
(ANOVA, p < 0,05), llegando a incrementarse hasta mdas de un 45 % con respecto al
testigo, para el caso de la dosis de 20 g/L. Esto indica, algo que ya habiamos observado
en la vinificacion en blanco, y es que el polen puede estar aportando polifenoles y otros
pigmentos al vino (Silva et al., 2006, 2009; Campos et al., 2008; Bogdanov, 2017), que se
estan cuantificando en la medida del IPT (Abs 280nm). Al igual que ocurria con el
contenido en NFA, la extraccién de polifenoles producida por gramo de polen es mayor
con las dosis bajas. Volvemos a encontrar un efecto de sobresaturacion para las dosis
altas, un comportamiento ya observado en el caso de los vinos blancos y para otros

parametros como el NFA (Figura 12).

Como se puede observar, este incremento en el IPT, no se ve reflejado
cuantitativamente en las coordenadas cromaticas de los vinos. Atendiendo a los valores
de las coordenadas del plano de color a* (rojo-verde), los vinos con polen, disminuyen
ligeramente con respecto al testigo, en algunos casos siendo significativo (0,1, 0,25y 1
g/L). En el caso de b*(amarillo-azul), hay un ligero aumento significativo para algunas
dosis (ANOVA, p < 0,05) (Tabla 11). Esto significa que el polen puede producir una ligera
pérdida de la componente roja (a*) y un ligero aumento de la componente amarilla (b*).
Tanto L* (luminosidad), como C* (croma), disminuyen ligeramente con la adicién de
polen, lo que implica que los vinos con polen van a presentar una componente
ligeramente mds oscura en comparacion con el testigo, lo que podria compensar el
ligero aumento de b*. En ningun caso se observa correlacion de todos estos parametros

con la dosis de polen.

Al estudiar la intensidad colorante (IC) de los vinos, se observa un aumento con
la dosis de polen sin correlacién alguna. Al contrario que ocurria con el IPT, para la IC se

obtienen los maximos a dosis bajas (0,1 y 1 g/L). En la Figura 26, se observa como se
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produce un incremento en la IC de forma significativa en todos los casos (ANOVA, p <
0,05), y un aumento de la componente amarilla a partir de la dosis de 0,25 g/L, reflejada
en la tonalidad (N). Nuevamente, no se observa correlacién entre la IC y el IPT, por lo
que se podria indicar que los compuestos cedidos por el polen (cuantificados junto al
IPT), no tienen efecto importante sobre el color de los vinos. Unicamente, el ligero

efecto de incremento de la componente amarilla frente a la roja (N).
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Figura 26. Intensidad colorante (IC) y tonalidad (N) de los vinos tintos de Tintilla de Rota,
elaborados con diferentes dosis de polen.

142



Tesis Doctoral — Antonio Amores-Arrocha

Resultados y discusidn

Tabla 11. Composicidn fisico-quimica de los vinos de Tintilla de Rota con diferentes dosis de polen (control, 0,1, 0,25, 1, 5, 10y 20 g/L)

Vinos Tintilla de Rota con polen de abeja

Parametros
Control 0,1g/L 0,25 g/L 1g/L 5g/L 10g/L 20 g/L
% Alcohol v/v 13,97 + 0,06®® 13,97 + 0,14%° 14,22 + 0,03° 14,15 + 0,03° 13,65 + 0,07° 14,14 + 0,03° 13,89 + 0,080
pH 3,79 + 0,01*® 3,73 + 0,02° 3,84 + 0,01*° 3,84 + 0,01*° 3,81 + 0,01*° 3,89 + 0,01° 3,90 + 0,01°
Acidez total (g/L) 4,83 + 0,04 4,88 + 0,01° 4,83 + 0,04° 4,93 + 0,04° 4,88 + 0,01° 4,93 + 0,04° 4,78 = 0,04°
Acidez volatil (g/L) 0,63 + 0,01° 0,56 + 0,01° 0,58 + 0,02° 0,44 * 0,01° 0,44 * 0,01° 0,50 + 0,01¢ 0,53 * 0,01¢
Glucosa (g/L) 0,378 + 0,002° 0,282 + 0,002>¢4¢ 0,291 + 0,000°%¢ 0,384 + 0,004 0,375 + 0,005 0,282 + 0,001 0,294 = 0,004°
Fructosa (g/L) 0,293 + 0,008 0,371 + 0,007° 0,297 + 0,001° 0,324 + 0,003 0,270 * 0,002¢f 0,254 + 0,004° 0,273 + 0,000f
Anthocianos (mg/L) 777,13 + 1,24 833,13 + 1,24° 725,50 + 0,01%¢ 772,31 + 0,62° 709,31 + 0,62¢ 743,44 + 0,62° 79594 + 0,62°
Taninos (g/L) 2,65 + 0,01° 2,67 + 0,01° 2,61 + 0,01° 2,74 + 0,01° 2,59 + 0,01° 2,51 + 0,01° 2,40 + 0,01¢
IPT 60,48 + 1,81*° 66,38 + 0,89° 74,36 + 0,41° 75,48 + 0,47 79,53 + 0,84¢ 83,56 + 1,66° 88,72 + 0,98
L* 78,092 + 0,030° 75,999 * 0,048 77,810 + 0,010° 75,593 + 0,035° 75,593 + 0,035 77,721 + 0,023 77,984 + 0,172°
a* 19,959 + 0,066° 16,297 + 0,060° 18,332 + 0,025® 14,429 + 0,025 18,625 + 0,023° 18,642 + 0,014° 18,745 + 0,079°
b* 5,256 * 0,095 6,446 + 0,160° 7,006 + 0,041° 5,890 * 0,066% 6,092 + 0,391¢f 5,434 + 0,005° 6,158 + 0,483f
c* 20,64 + 0,066 17,53 + 0,01° 19,63 + 0,03% 15,58 + 0,05%¢ 15,558 + 0,05° 19,42 + 0,01f 19,73 + 0,22f
Tonalidad (N) 0,631 + 0,001° 0,609 + 0,001? 0,742 + 0,001 0,665 + 0,002 0,682 + 0,002%¢ 0,689 + 0,001° 0,733 + 0,002
Intensidad Colorante (IC) 0,795 + 0,001° 1,226 + 0,008" 0,935 + 0,001%%¢ 1,150 + 0,001¢ 0,949 + 0,001 0,922 + 0,001%¢ 0,897 + 0,0018

Diferentes letras en superindice indican que existen diferencias significativas entre las muestras (p < 0,05), obtenido mediante ANOVA bidireccional, aplicando la prueba de
andlisis multiple de Bonferroni (BSD).
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4.2.5 Evaluacion de los efectos de la adiciéon de polen sobre los compuestos volatiles
del vino vy sus correspondientes VAO.

4.2.5.1 Influencia de la dosis de polen sobre los compuestos voldtiles

En primer lugar, hay que decir que la adicién de polen, en los vinos de Tintilla
de Rota, no tiene un efecto tan acusado en la produccidon de compuestos volatiles (Tabla
12), como ocurria en los vinos blancos (Tablas 6 y 7), y la produccidon de compuestos
voldtiles por gramo de polen es cuantitativamente muy inferior (Figura 27).
Posiblemente, los hollejos que participan especificamente en dicha vinificacién, estan
aportando los precursores necesarios para la produccion de compuestos aromaticos
(Slegers et al., 2015) teniendo en cuenta la alta proporcién en que se encuentran los
hollejos frente al polen. Esto hace que la contribucidn del polen sea menos acusada en
vinos tintos que en vinos blancos, donde los hollejos son separados en la prensa antes
de la fermentacion (Togores, 2011). En la fermentacion de vinos blancos, las levaduras
toman los nutrientes disponibles en el mosto y los que directamente esta aportando el

polen.
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Figura 27. Tasa de produccion de compuestos voldtiles por gramo de polen en los vinos de

Tintilla de Rota fermentados con diferentes dosis de polen. Diferentes letras en superindice,
significa que existen diferencias significativas entre las muestras (ANOVA, p < 0,05)
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Sin embargo, el polen afecta de manera importante al perfil de los compuestos
volatiles. A continuacion, se analiza las distintas familias de compuestos volatiles

detectados en el vino.
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4.2.5.2 Alcoholes superiores y metanol

Los alcoholes superiores se encuentran en concentraciones totales del orden de
200 mg (Tabla 12), por debajo de los niveles alcanzados en vinos blancos con las dosis
altas de polen (Tablas 6 y 7). De forma general, los alcoholes superiores no se ven
afectados por el uso de polen, salvo para la dosis de 0,25 g/L, donde el alcohol isoamilico
es ligeramente superior, sin llegar a sobrepasar los 400 mg/L. Teniendo en cuenta los
niveles de NFA de los vinos tintos son superiores a los de los vinos blancos, cabia esperar
que los niveles de alcoholes superiores en tintos fueran superiores, sin embargo, esto
no ocurre. Estos resultados hacen pensar que no existe una relacion entre NFA vy
produccién de alcoholes superiores, y que la presencia del hollejo estd amortiguando el

efecto del polen.

4.2.5.3 Aldehidos

De manera general, los contenidos en aldehidos de los vinos tintos (3066 — 5699
pg/L) (Tabla 12) son mucho mas bajos que en vinos blancos (44264 — 179673 y 32903 —
46704 pg/L, Palomino fino y Riesling respectivamente). No se observa ninguna
correlacién entre la formacién de aldehidos y la dosis de polen, y sus contenidos fluctuan
entre las diferentes dosis. Como cabia esperar, el acetaldehido es el compuesto
mayoritario en esta familia, seguido por benzeneacetaldehido, contribuyendo ambos al
perfil sensorial de los vinos con notas de fruto seco y floral. A diferencia de los vinos
blancos, en este caso, se identificaron dos nuevos compuestos, nonanal y 3-metil-
butanal, que debido a los bajos umbrales de percepcidon contribuyen como veremos en

cierta medida en el perfil aromatico de los vinos.

4.2.5.4 Alcoholes

En los vinos tintos, en general, el contenido en alcoholes es mucho mayor que
en blancos (< 1%), representando entre el 4 — 5,5 % del total de compuestos volatiles
(Tabla 12). Los valores de los alcoholes presentan fluctuaciones en todas las dosis de
polen, sin seguir ninguna correlacién. Este comportamiento estd marcado

principalmente por alcohol feniletilico, que es el alcohol mayoritario, junto con 1-
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pentanol y 1H-indole-3-ethanol. Tanto el alcohol feniletilico como el 1H-indole-3-etanol,
presentan fluctuaciones con las dosis de polen. Sin embargo, el 1-pentanol junto la
mayoria de los alcoholes, tienden a aumentar de forma significativa con respecto al

testigo.

4.2.5.5 Acidos

De partida, el contenido en acidos de los vinos tintos es mucho menor que en los
vinos blancos, un aspecto que podria ser atribuido al caracter varietal y también a la
presencia de los hollejos en la fermentacidn. Algunos autores han constatado que, en la
vinificacidn en tinto, los hollejos aportan acidos grasos (oleico y linoleico), que son
metabolizados e incorporados a las membranas celulares de las levaduras, reduciéndose
globalmente la sintesis de los acidos volatiles por parte de las levaduras (Ribéreau-
Gayon et al., 2003; Togores, 2011). Este efecto podria justificar las diferencias entre los
vinos tintos y blancos. Sin embargo, cuando se analiza el perfil de los acidos, se pueden
distinguir dos comportamientos muy diferenciados (Tabla 12). Por un lado, tanto el
testigo como las dosis bajas e intermedia (0,1 — 1 g/L), presentan concentraciones entre
1688,54y 2177,68 ug/L, y por otro, las dosis altas (5 — 20 g/L) muestran un rango mayor
de concentracién, con valores entre 3265,30 y 4064,52 pg/L. Se esperaba un
comportamiento similar al observado anteriormente en vinos blancos, o sea, una ligera
disminucion a dosis elevadas de polen, ya que la concentracion de estos dos acidos
(oleico y linoleico) seria mayor. Una posible explicacidén a estos incrementos, podria ser
debida a los fendmenos de autolisis producidos durante el periodo entre el final de la
FA y de la FML, ya que como consecuencia de la lisis celular se pueden ceder al medio
acidos grasos volatiles que forman parte de las membranas celulares. Este fendmeno ha
sido constatado por algunos autores que han podido verificar que al final de la FML se
produce una solubilizacién importante de acidos grasos como el hexanoico, octanoico,
decanoico y dodecanoico, que son liberados por las levaduras por la autolisis (Lonvaud-

Funel et al., 1988; Ribéreau-Gayon et al., 2003).
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4.2.5.6 Esteres

De forma global, los niveles y los porcentajes de representacion de los esteres
producidos en los vinos tintos (10,86 — 22,34 %) (Tabla 12), son superiores a los
obtenidos en los vinos blancos (1,55 — 5,39 %, Palomino fino y Riesling, respectivamente)
(Tablas 6 y 7). Asimismo, se observa una correlacién lineal entre la concentracion de
ésteres en los vinos y las dosis de polen (r? = 0,96). Este comportamiento no se produce
en los vinos blancos, donde incluso se observa una disminucion de los ésteres,
posiblemente causado por un efecto de inhibicién debido a un exceso de concentracién
de algunos alcoholes superiores (Amores-Arrocha et al., 2018). En la mayoria de los
casos, los ésteres aumentan con la dosis de polen: acetato de etilo (r?> = 0,96), acetato
de isoamilo, octanoato de etilo, succinato de dietilo (r?> = 0,68), acetato de fenetilo,
lactato de etilo (r? = 0,64), hexadecanoato de metilo, dcido hexadecanoico, éster etilico,
8-nonanoato de etilo (r?> = 0,90), acetato de hexilo (r?> = 0,78), nonanoato de etilo (r? =

0,71) y malato de dietilo (r?> = 0,67).

Por lo tanto, se podria decir, que, con la adicion de polen, se favorece la
formacién de ésteres en los vinos tintos de Tintilla de Rota. Esto podria indicar que
durante la fermentacion se esta favoreciendo la sintesis de algunos de sus precursores
como los alcoholes. Es importante tener en cuenta, en que estos compuestos han sido
cuantificados en vinos tintos después de la realizar la fermentacién malolactica. Segun
indican algunos autores, después de la FML, se pueden observar incrementos en la
concentracion de ésteres como el acetato de etilo, hexanoato de etilo, lactato de etiloy
octanoato de etilo, asi como disminuciones en algunos ésteres (Zeeman et al., 1982;
Dittrich, 1987; Laurent et al., 1994; De Revel et al., 1999; Delaquis et al., 2000; Gambaro
et al., 2001; Swiegers et al., 2005). Esto justificaria las diferencias encontradas entre
vinos tintos y blancos, pero no podria explicar la razon del aumento de esteres con la

adicién de polen.

4.2.5.7 Alcoholes C6

Los alcoholes C6 se encuentran en los vinos tintos en un rango entre 490 y 587

ug/L (Tabla 12), mientras que en los vinos blancos se presentan entre 191 — 513 pg/Ly
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488- 717 pg/L, para Palomino fino y Riesling, respectivamente (Tablas 6 y 7). Estos
compuestos, con aromas vegetales y a hierbas frescas, son formados antes de la
fermentacion alcohdlica, por accion enzimatica sobre sus principales precursores, el
acido linoleico y el 4cido linolénico (Crouzet and Flanzy, 1998). Durante la fermentacion
alcohodlica, estos compuestos formados son reducidos por las levaduras hacia alcoholes,
principalmente hexanol y hexenol, siendo el segundo mas odorante pero encontrado en
menor concentracion en los vinos (Crouzet and Flanzy, 1998; Cheynier et al., 2010).
Estos compuestos también existen en la propia uva, en su forma glicolisada, aunque no
en niveles tan altos ya que se forman en mayor medida durante las etapas
prefermentativas. Los vinos tintos, debido a la presencia de sustancias polifendlicas
antioxidantes en los hollejos, presentan menor tendencia a las oxidaciones que los
blancos, en este sentido se estaria amortiguando la formacidn de estos compuestos. En

todo caso no se observa ningun efecto relevante del polen sobre dichos compuestos.

4.2.5.8 Terpenos

Los terpenos representan un porcentaje muy bajo dentro de las diferentes
familias de compuestos volatiles de los vinos los vinos tintos obtenidos (< 0,1%) (Tabla
12). Estos compuestos son caracteristicos de algunas variedades de uvas, aportando
importantes notas florales en el aroma de los vinos (Bayonove, 1998). Los principales
terpenos con capacidad de aportar aroma al vino, se encuentran de forma natural en los
hollejos de las uvas, por lo que las operaciones de vinificacion que favorecen la
extraccién (maceraciones o bazuqueos), ademas de las propias acciones enzimaticas,

pueden ayudar a liberarlos al medio (Cheynier et al., 2010).

Como se puede observar (Tablal2) los contenidos en terpenos aumento con la
adicién de polen, no existiendo una correlacién directa con la dosis aplicada. Por tanto,
cabe pensar que ademas del hollejo, el polen estd aportando de manera directa
terpenos al vino. Como cabia esperar, los niveles de estos compuestos para los vinos
tintos (158 — 318 pg/L) son mas elevados que en blancos (80-167 pg/Ly 115-237 pg/L,
Palomino fino y Riesling, respectivamente). Como se puede observar en la Tabla 12, la

mayoria de los terpenos aumentan con respecto al testigo, destacando el 8-
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hidroxilinalool. Este enriquecimiento en compuestos terpénicos puede afectar

positivamente al perfil sensorial de los vinos como veremos mas adelante.

4.2.5.9 Fenoles

La mayoria de estos compuestos son formados durante la fermentacion
alcohdlica, mediante procesos de descarboxilacién de acidos hidroxicinamicos llevados
a cabo por Saccharomyces cerevisiae. Los fenoles se encuentran en muy poca
concentracién en los vinos tintos debido a inhibicidn de la actividad enzimatica ejercida
por los taninos (Chatonnet et al.,, 1993), mientras que, en los vinos blancos, estos
compuestos no llegan a alcanzar niveles significativos porque rdpidamente son
degradados por la accién del etanol (Dugelay et al., 1993). En los vinos blancos
estudiados no fueron detectados, mientras que, en los vinos tintos, los dos compuestos
fendlicos mayoritarios fueron el 4-vinilguaiacol, seguido por acetovainillona, aportando
notas especiadas en el aroma de los vinos, notas de aroma tipicas en la variedad Tintilla
de Rota. Como se puede observar, los contenidos en fenoles fluctian con las dosis de

polen y no podemos establecer ninguna pauta o comportamiento al respecto.

4.2.5.10 Tioles, acetales, norisoprenoides

Los tioles, acetales y norisoprenoides representan las tres familias de
compuestos minoritarias dentro del perfil de compuestos volatiles de los vinos tintos
analizados (Tabla 12). En este caso, los tioles estan representados por 3-(metiltio)-1-
propanol, cuya concentracion se incrementa con el aumento de las dosis de polen. La
formacién de estos compuestos tiene su origen en precursores a partir de la cisteina
presente en el mosto (Cheynier et al., 2010) y son las levaduras las que degradan estos
precursores para dar lugar a los tioles. Teniendo en cuenta que el polen aporta cisteina
(Campos et al.,, 2008; da Silva et al., 2014; Bogdanov, 2017), podria justificarse el

aumento en la produccién de este compuesto.

En cuanto a los acetales, son compuestos que pueden provenir del acetaldehido
y el glicerol, aunque su concentracidn solo suele ser elevada en vinos fortificados

(Cheynier et al., 2010). En este caso, esta familia esta representada por 1-(1-etoxietoxi)-
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pentano, cuya concentracion en los vinos presenta una tendencia a incrementarse sobre
todo a partir de la dosis de 5 g/L. Sin embargo, no son compuestos que tengan

contribucién al aroma de los vinos ya que son inodoros.

En ultimo lugar, se encuentra la familia de los norisoprenoides, en este caso,
representado por 3-oxo-a-ionol, cuya concentracion se incrementa con la adicion de
polen, siendo mayor este incremento a las dosis altas (10 y 20 g/L polen). Algunos
norisoprenoides (trans-B-damascenona, 3-hidroxi-trans-B-damascona, 3-oxo-a-ionol, 3-
oxo-a-ionona, B-ionona) han sido encontrados en varios tipos de miel y tienen su origen
directo en precursores de carotenoides (Jerkovic, 2018). Teniendo en cuenta que una
de las principales materias primas de la miel es el polen, cabe la posibilidad de que el

polen esté cediendo estos compuestos durante la vinificacidn.

4.2.5.11 Lactonas

Las lactonas se forman por una reaccion de esterificacion interna entre un grupo
funcional acido y un grupo funcional alcohol en una misma molécula, dando lugar a una
molécula heterociclica oxigenada; entre las que se encuentran algunas de origen
fermentativo, susceptibles de participar en los aromas de los vinos (Ribéreau-Gayon et
al., 2012). En el perfil de los vinos tintos estudiados, los dos compuestos identificados
en la familia de las lactonas fueron dihydro-5-pentil-2(3H)-furanona y 2,3-dihydro
benzofuranona, representando menos de 0,1% de la composicion total de los
compuestos volatiles. Dihydro-5-pentyl-2(3H)-furanona presenta un comportamiento
con oscilaciones, mientras que 2,3-dihydro-Benzofuranona se mantuvo con valores
constantes para todas las dosis. Dado que solo el primer compuesto presenté umbral de
percepcion conocido, y siendo éste un valor alto, el perfil sensorial de los vinos, como

veremos, no se vera afectado.
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Tabla 12. Concentracion de los compuestos voldtiles (ug/L) en vinos tintos de Tintilla de Rota con diferentes dosis de polen.

Compuestos volatiles

Dosis de polen

Control 0,1g/L 0,25 g/L 1g/L 5g/L 10g/L 20g/L
Alcoholes superiores
2 — Propanol 34953,9 + 1276,1° 36052,5 + 2210,1° 38842,7 + 4907,9° 349855 + 1788,9° 36902,1 + 799,7° 34768,3 + 14952 331719 + 815,52
N-propilo 27691,4 + 2165,4° 28078,3 + 3292,1*®  27692,6 + 14452 33332,2 + 3069,1bc< 29588,4 + 720,7>¢  30273,1 + 214823 348462 + 20394
Isobutanol 31385,1 + 1539,92b 31248,3 + 1983,1° 39121 + 683,8° 38397,8 + 1745,5*® 34307,7 + 358,1°° 36460,3 + 1599,12b 50569 + 1463,5°
Alcohol isoamilico 354323,6 + 16785,8*® 350155,6 + 21853%P 393105,9 + 5534° 354546,7 + 16445** 316247,7 + 3734,7° 347556,9 + 15377,3*® 355663,7 * 10652,6*°
Total 4483539 + 21767,1 445534,8 + 29338,3 498762,1 + 12570,7 461262,2 + 23048,6 4170458 + 5613,1 449058,5 + 20619,7 474250,8 + 14971
% Alcoholes superiores 77,53% 76,12% 77,82% 74,73% 70,49% 71,89% 67,65%
Metanol 32708,5 + 38332 34834,6 + 3461,22¢9 27651,5 + 141,1b 40294 + 5164¢%de 40450,6 + 1741,7%¢ 43161,7 + 5621° 33131,9 + 4624,9*°
Total 32708,5 + 3833 34834,6 t 3461,2 276515 + 141,1 40294 + 5164 40450,6 = 1741,7 43161,7 + 5621 331319 + 4624,9
% Metanol 5,66% 5,95% 4,31% 6,53% 6,84% 6,91% 4,73%
Acidos
Acido butanoico 30 + 0,220 33 + 0,7° 34,2 + 0,8 29,3 + 0,8 32 + 2,5bcd 29,8 + 0,4°b 29,4 + 0,7*°
Acido 3-metil-butanoico 189 + 1,6° 190,4 + 2,7° 182,2 + 10,7° 188,8 + 13,5° 1934 + 6,8 189,9 + 14,1° 184,2 + 7,3?
Acido hexanoico 556,3 * 42,4° 651,6 + 5,8 466,5 + 26,1%°f 390,4 + 4,59 463,5 + 29,4°f 477,2 + 3,3f 770,4 + 238
Acido heptanoico 20,7 + 0,70 24 + 0,6° 24,7 + 0,5° 25,6 + 0,7° 27,9 = 0,9° 74,8 + 0,9° 1444 + 10,7¢
Acido 2-Hexenoico 34 + 0,6° 39,4 + 0,6°¢ 399 + 0,3¢ 446 + 1,6% 45,7 + 1,7¢ 53,7 + 4,5° 60 + 0,28
Acido octanoico 624,4 + 19,8 366,6 * 23,9 443,7 + 30,9¢ 648,1 + 37,22 1424,5 + 149 1443,3 + 30,6° 1253,8 + 39,3f
Acido nonanoico 87,7 + 2,1° 76,4 + 3,42 90,5 + 3,7° 116,2 + 1,4° 556,2 + 9,7 182,6 + 0,4 184,4 + 11,1°
Acido n-Decanoico 0,19 + 0,01° 398,5 + 26,50¢f 412,4 + 1,3¢<f 3119 + 6,9¢ 866,4 + 46,2¢ 440,9 + 3,0 450,3 + 39,6
Acido 9-Decenoico 21,4 + 1,5° 154,3 + 12,4° 33,8 + 1,9¢¢ 39,1 + 0,8¢ 80,1 + 1,3%8 52,7 + 2,7° 879 + 0,68
Acido benzoico 84,2 + 5,9° 200,8 + 0,1° 108,7 + 1,4%¢ 125 + 5,8 328,8 + 29,8 274 = 3,5¢ 371,3 + 12,2f
Acido bencenoacético 40,8 + 0,4° 42,8 + 0,82bc 41,9 + 1,1° 43,9 + 0,5%b¢ 46 + 0,7°¢ 46,4 + 0,7¢ 49,5 + 2,2¢
Total 1688,6 t 75,2 2177,7 + 77,5 1878,5 + 78,7 1962,8 + 73,8 4064,5 + 1431 3265,3 * 64,1 3585,5 + 147
% Acidos 0,29% 0,37% 0,29% 0,32% 0,69% 0,52% 0,51%
Alcoholes C-6
1-Hexanol 4939 t 9,5° 4311 t 1,754 4366 t 19,2%¢ 433 + 10,24 4342 t 20,2 5203 * 1,4 539,5 * 53,1
(E)-3-Hexen-1-ol 16,7 + 0,22 29,1 + 0,5b¢ 30,9 + 0,9¢¢ 33,1 + 0,8¢ 35,7 + 1,7¢ 36,1 + 0,6° 37,7 = 1,4¢°
(2)-3-Hexen-1-ol 253 + 2,4° 30 + 1,4 31,8 + 1,00 91,2 + 0,4° 101,1 + 6,8° 6,2 + 0,39 9,5 + 0,12
Total 5359 = 12,1 490,3 + 3,6 499,2 + 21 557,2 + 11,4 571 + 28,7 562,6 + 2,3 586,7 * 54,6
% Alcoholes C-6 0,09% 0,08% 0,08% 0,09% 0,10% 0,09% 0,08%
Alcoholes
3-Penten-2-ol 103,6 + 4,9° 45,1 + 2,4b¢ 50,6 + 0,1 63,6 + 4,7def 67,2 + 3,9¢f 70,9 + 0,1f 129,5 + 2,08
1-Pentanol 1358,2 + 53,1° 1812,7 + 73,5bcde 1331,8 + 123,8° 1746,8 + 14,05d¢ 1847,5 + 17,9% 1992,8 + 0,5 2925,1 + 187,4f
3-Etil-2-pentanol 10,1 + 0,32 12,7 + 0,7°¢ 13,9 + 1,0° 16,6 + 0,19 17,8 + 0,1¢° 20 + 0,2 21,3 + 1,9
4-metil-1-pentanol 13 + 0,7° 16 + 0,8bcd 17,3 + 0,6 18,3 + 0,7¢ 20,5 + 0,4 20,7 + 1,1f 25,8 + 1,78
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3-metil-1-pentanol
3-etoxi-1-Propanol
1-Octanol
1-Nonanol

Alcohol bencilico
Alcohol feniletilico
1H-indol-3-etanol
1-Butanol
3-metil-2-Buten-1-ol
Total

% Alcoholes

Fenoles
2,6-di-terc-butil-4-etilfenol
4-Etilfenol
4-Vinilguaiacol
Acetovainillina

Total

% Fenoles

Terpenos y derivados

Oxido de linalool

Linalol

a-Terpieol

(R)-(+)-B-Citronellol
2,6-dimetil-3,7-Octadiene-2,6-diol,
8-Hydroxylinalool

Total

% Terpenos y derivados

Esteres

Acetato de etilo

Butirato de etilo

Isovalerato de etilo

Acetato de isoamilo

Hexanoato de etilo

Acetato de hexilo

Acido butanoico, 2-hidroxi-3-metil, etil éster
Octanoato de etilo

Nonanoato de etilo

Ethyl 2-hydroxy-4-methylpentanoate
Isoamyl lactate

290,4
99,3
20,8

3,8
84,5
23942,5
862,1
31,2
41,5
26861
4,64%

23,1
6,7
33,4
19,7
82,9
0,01%

50,5
11,5
9,7
8,7
29
49,4
158,8
0,03%

60290,1
0,15
5,6
29,4
60
26,3
13,2
204,5
10,9
36,8
43,3

+ + + + + + + + 1+ I+

+ + + + +

+ + + 1+

+ + H+

+ + + + + + + + + + I+

8,0°
0,72
1,0?
0,3
7,12
1414,2
252

1,62
1,72
1518,6

0,8
0,22
1,12
0,7°
2,9

0,9°
0,5°
0,2°
0,2°
0,1
2,1°
4,1

5264,22
0,012
0,3
0,9°
0,1°
0,012
1,32
6,1
0,9°
1,6?
1,8°

278,7
100,7
23

2,4
93,7
23512
1313,5
22,7
25,8
27259
4,66%

29,1
8,2
55,7
32,7
125,6
0,02%

74,2
12,9
10,8
9,7
32,8
100,4
240,8
0,04%

65998,8
27,2
14,5
45,5

107,6
29,4
15,8

349,9
12,2
36,2

139

+ + + + + + + + 1+ I+

+ + + + +

+ + + I+

+ + H+

+ + + + + + + + + + I+

2,9°
0,7°
0,730
O,Zb,c,d,e
0,6
235,9°
10,6b¢
0,920
1,2b
331,2

0’ Sb,c
0,40+
5,3°
0’ 8b,d,f
7

1,8
0,820
0,1°
0,230
0,4befe
0,9°48
4,3

4222,72b
0’7b,g
0,2°
1,6
Z,lb'c'g
0,01“’
0,9°
32,6bc8
1,008
3,1°
O'Gb,f

184,1
112,4
24,7

2,7

133
28318,7
1452
15,3
46,9
31703,5
4,95%

29,8
9,4
76,6
46,2
162
0,03%

86,3
13,5
15,3
10,2
38,9
202,4
366,7
0,06%

68955
37,5
17,7
50,5

105,1
30,3
17,7
372
11
37,4
229,3

7,2°
2,8b%e
0, 4b,c,d,e
0,02¢4f
10,6%°
302,5b¢
118,6¢
O,Qb,e
1,40¢
570

+ + + + + + + + + I+

0,4¢
0’7c,d,e
3,74
0,5¢
5,2

+ + + + I+

8,1¢f
0,1°
0,1°
0,1°
O,ZC’d’e
0,3¢
8,9

+ + + I+

+ + I+

3516,9*°
2,8¢

0,1¢

0,3¢
0,7
0,0lb'c'd'e
0,72
0,658
0,6%¢
2,7°

3,1¢

+ + + + + + + I+ + + I+

320,1
118,9
25,5
2,4
179,7
24110,5
1823,4
23,3
49,3
284983
4,62%

20,1
10,1
74,9
32,6
137,7
0,02%

59,1
16,7
19,1
13,8
41,2
91,1
240,9
0,04%

752246
55,3
20,9
75,5

124,9
32,8
29,6

244,8

13
82,6
101,2

+ + + + + I+

+ + 1+ + I+

+  + + I+

+ + I+

+ + + + H+ =+ I+ I+ I+

152

20,5¢
Llc,d,e,f
0,1c,d,e,f
O,Zd’e
3,80
1481,8°
2,6d’e
1,7E,e
4,3
1535,6

0,1d’e'f
0,1¢
6,3¢
0,74f
7,2

0,8¢
0’31:,&
0,95
Olgc,e
1,5¢
7,9¢
12,4

6073,5°¢
1,8¢
O,Sd’g
1,94
1,8d,e,f
0,78
O'gb,e
22,1d,e,f
0,8¢
0,7°
1,0¢

288,6
125
25,9

2,2
603,9
27830,4
1866,8
114,3
57,1
32867,2
5,56%

18,6
8,6
23,1
26,3
76,6
0,01%

50,1
11,8
23,2
16,8
36,2
387,1
525,2
0,09%

85400,4
127,1
25,1
180,1
118,9
28,3
63,3
261,2
16,3
112,9
255,5

+ + + + + =+ + I+

+ + + + H+

+ + + I+

+ + +

+ + + + + + + + I+ I+

15,52
Olsd,e,f
0, 1d,e,f
0,2¢
58,2¢
2039,4¢
64,1¢
5,8°
2,84
2209

1,4
0,2¢
0,8°
0,7¢
3,1

3,52
0,5°
1,44
olgd,f
0,7¢
8,9¢
15,8
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69,2
0,01%

38,2
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3,1
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7,2
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17
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318
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Decanoato de etilo
Succinato de dietilo
Ethyl 9-decenoate
Fenilacetato de etilo
Acetato de fenetilo
Dietilo malato
Vainillato de metilo
Lactato de etilo

Acido butanoico, 3-hidroxi, éster etilico

Ethyl (Z) -4-decenoate
Dodecanoato de etilo
Tetradecanoato de metilo

Acido Succinoico, 2-hidroxi-3-metil, dietil éster

Hexadecanoato de metilo

Acido hexadecanoico, éster etilico
Acido propanoico, éster 2-metil-, propilico

Ethyl 8-nonenoato
Total

% Esteres

Aldehidos
Acetaldehido
Benzeneacetaldehido
Nonanal
3-metil-butanal

Total

% Aldehidos

Thiols

3- (metiltio)-1-Propanol
Total

% Thiols

Acetales
1-(1-etoxietoxi)-pentano
Total

% Acetals
Norisoprenoids
3-Oxo-a-ionol

Total

% Norisoprenoids

112,1
509,3
59,7
1,27
33,8
24,4
242,7
121,4
51,8
60,9
68,2
34,8
93,3
81,4
310,8
84,7
205,6
62816,5
10,86%

4890,4
66,6
10,5
15,1

4982,6

0,86%

21,4
21,4
0,004%

2,1
2,1
0,0004%

7,6
7,6
0,001%
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+ + + + I+

+ +

+ I+

+ I+

7,12
12,22
Olga,c
0,012
0,1°
0,72
0,5°
1,52
2,52
1,22
2,62
1,5
8,1
4,6°
7,4548
0,8
3,52
5332,3
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0,6%¢
0,5
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1,8°
1,8

0,1°

0,1°
0,1

122,4
681,5
63,9
2,23
97,4
32,9
287,4
173,8
63
165,9
35,6
66,4
110,3
100,9
420,9
116,1
216,4
69533,2
11,88%

4810,7
74,3
13,4
28,5

4926,8

0,84%

49,3
49,3
0,01%

2
2

0,0003%

13,3
13,3
0,002%
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+ +
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2,50d¢ 950,9
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0,01b<d%e 2,27
6,80t 104,5
0,9b<d 34,9
5,20 610,1
5,3b¢ 155,9
1,33 57
3,75¢ 203,7
2,00 143,5
7,200 88,5
10,43be 126,9
5,2b¢ 147,6
33,504 732,6
11,1° 160
3,130 235,9
4366,3 73838,8
11,52%

204,3? 5520,7
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0,4b4 16,2
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212 5698,9
0,89%
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0,02%

0,1° 1,8
0 1,8
0,0003%

0,4bcde 13,1
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0, 8b,d
0,03¢4fe
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+ + + + + + + + + + + + + + + I+ I+
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1,0¢
0,5¢¢
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+ + + + I+
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7,5

+ +

0,1°
0,1

+ I+

O, lc,d,e
0,1

+ I+

111,8
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64,3
2,39
94,9

36
550,3
204,6
76
191,3
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72,8
144,2
219,3
435,7
154,5
209,4
79381,1
12,86%

4482,1
145,3
14,2
35,1
4676,8
0,76%

95,7
95,7
0,02%

3,2
3,2
0,0010%

14,1
14,1
0,002%

+ + + + + + + + + I+ I+

+ + + I+ I+

+ +

+ I+

+ I+

153

5,3
51,20
1,3a,b,d
0,074
2,6%
0,9%
45,8
21,00
3,55¢
6,19¢
2,84
3’8d,f
4,8c,e,f
10,19
10,9¢
4,54
2,2
6282,9

472,6°
11,7¢
0,5¢
2,6¢
487,4

3,7%¢
3,7

0,1°

0,202
02

270,2
633,3
59,4
2,55
279,1
37
1541,4
199
231,3
391,5
303,9
297,9
450,8
106,3
719,8
181,7
293,9
92587,9
15,65%

2887,5
119,8
10,7
48,8
3066,8
0,52%

198,5
198,5
0,03%

4,4
4,4
0,0010%
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14,7
0,002%

+ + + + + + + + + I+ I+

+ + + + I+

+ +
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3,2

0,2¢
0,2

0,1
0,1

127,1
907,9
56,5
2,27
80,9
40,6
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271,1
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80,5
131,8
186,4
300,3
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99069,5
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3292,9
80,5
9,9
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3393,3
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5,4
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25,7
1,3¢
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0,3
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0,1¢
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0,6
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45,1
470,4
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105,1
57,4
91,8
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356,1
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363,5
156584,3
22,34%

4422,9
85,1
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Lactones

Dihydro-5-pentyl-2(3H)-Furanona 59,6 + 0,7°
2,3-dihydro-benzofuran 50,6 + 1,1°
Total 110,2 + 1,7
% Lactones 0,02%

55,8
50
105,8
0,02%

+ + I+

4,8°
4,0°
8,8

107,2
50,6
157,8
0,02%

2,8b'd
1,1°

+ 1+ I+

78,8
42,3
121,1
0,02%

+ 1+ I+

0,5¢ 106,8 + 0,3¢ 66,8 + 0,2° 120,6 + 8,4

0,8° 49,5 + 0,8 48,8 *+ 1,52 50,1 + 1,6°

1,4 156,2 + 1,1 1156 + 1,7 170,7 + 10
0,03% 0,02% 0,02%

Diferentes letras en superindice indican que existen diferencias significativas entre las muestras (p < 0,05),

andlisis multiple de Bonferroni (BSD).
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4.2.6 Andlisis de Componentes Principales de compuestos volatiles (ACP)

En la Tabla 13 se muestran los resultados de las cargas de los factores extraidos
en el analisis de componentes principales (ACP), incluyendo como variables la
concentracion total de compuestos volatiles por familias aromadticas: alcoholes
superiores, metanol, acidos, alcoholes C6, alcoholes, fenoles, terpenoides, ésteres,
aldehidos, acetales, norisoprenoides y lactonas. El ACP extrae 3 factores que
representan mas del 91 % de la varianza total. El factor 1 (F1) se correlaciona de forma
positiva con los acidos, alcoholes C6, ésteres, acetales y norisoprenoides, estos dos
ultimos representados por 1-(1-etoxietoxi)-pentano y los norisoprenoides por 3-oxo-a-
ionol. En este factor, estan representadas todas las familias cuya concentracién puede
verse influenciada en mayor o menor medida por la presencia de polen, por lo que
podriamos llamar a F1: factor polen, siendo los ésteres, la que presenta la mayor carga

con 0,958.

Tabla 13. Cargas de las componentes principales de los compuestos voldtiles en los vinos
de Tintilla de Rota dosificados con polen y testigo.

Compuestos volatiles F1 F2 F3
Alcoholes superiores 0,179 0,936 -0,059
Metanol 0,193 -0,862 -0,082
Acidos 0,648 -0,533 0,492
Alcoholes C-6 0,744 -0,449 0,151
Alcoholes -0,282 0,102 0,948
Fenoles -0,284 0,831 0,152
Terpenos y derivados 0,129 -0,196 0,961
Esteres 0,958 0,056 0,164
Aldehidos -0,355 0,895 -0,242
Thiols 0,190 -0,080 0,955
Acetales 0,895 -0,420 0,121
Norisoprenoides 0,945 -0,079 -0,140
Lactonas 0,513 0,336 0,769

Varianza explicada (%) 32,75 30,37 28,80

En el factor 2 (F2), estan representados todas las familias de compuestos que no
tienen relacidn con la influencia del polen. La disminucién de algunas de estas familias

podria estar relacionada con la formacién de ésteres. Podria decirse que se trata de
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compuestos intermedios o precursores para la formacidn de otros y que por lo tanto su
concentracion puede fluctuar con la dosis de polen. Por lo tanto, F2 podria llamarse
factor precursor. En este sentido, en F2 se explican todas las fluctuaciones que ocurren
con las familias de compuestos. En algunos casos, se observan familias donde a
determinadas dosis de polen, sus concentraciones se encuentran con valores inferiores
al testigo. Este comportamiento, posiblemente sea un reflejo del consumo de esos

compuestos para formar otros.

El factor 3 (F3), se corresponde con la respuesta del polen sobre el perfil
aromatico de los vinos. En F3 se incluyen las familias de los compuestos volatiles que
presentan incrementos mas altos en su concentracién con la presencia de polen, no

teniendo una correlacion con las dosis.

Como se puede observar en la Figura 28, F1 tiende a aumentar con la dosis de
polen, llegando a los niveles superiores para las dosis altas (10 y 20 g/L), lo que indica
que el efecto de formacidn de ésteres es el efecto mayoritario, teniendo en cuenta que
es una de las familias de compuestos con gran participacién en el perfil aromatico de los
vinos (10,86 — 22,34 %). F2, situa el control y la dosis de 0,1 g/L, con comportamientos
muy parecidos, mientras que desplaza hacia valores positivos aquellas dosis que
generan un aumento en los alcoholes superiores, aldehidos y fenoles, principalmente.
Sin embargo, este factor se ve contrarrestado por el peso ejercido por el metanol. Como
se ha observado anteriormente, este compuesto presentaba fluctuaciones en su
concentracion, y eso hace que el F2 no tenga una correlacion con la dosis de polen. El
factor F3, junto con F1, muestra una tendencia en aumento tanto de los compuestos
formados por la presencia de polen como de los cedidos por el polen. Sin embargo,
cabria esperar que las dosis altas se hubieran desplazado mas hacia valores mayores en
F3. Este efecto puede estar explicado por un efecto de sobresaturacién de compuestos

cedidos del polen a los vinos, sobre todo los terpenos.

Por lo tanto, se podria indicar que el uso del polen en la vinificacion con Tintilla
de Rota, favorece la produccion de compuestos responsables de los aromas afrutados y

florales en los vinos.
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Figura 28. Andlisis de componentes principales en vinos de Tintilla de Rota
fermentados con diferentes dosis de polen.

4.2.7 Descripcion del Valor de la Actividad Odorante (VAQO)

En la Tabla 14 se muestran los valores de actividad del aroma (ZOAV) de todos
los compuestos volatiles que participan en el perfil aromatico de los vinos. De forma
general, se produce un incremento total entre 30,7 — 63,6 % en todos los casos con la
dosis de polen, sin presentar correlacién alguna. Las series odorantes con mayor peso
en el perfil sensorial de los vinos es la serie de aromas afrutados, siendo la que mas se
incrementa con la dosis de polen (129,35 —-154,61), alcanzando los niveles maximos para
las dosis de 0,25 g/L, seguido por 20 g/Ly 5 g/L (Tabla 14). La serie floral, alcanza los
niveles maximos para las dosis entre 0,25 — 1 g/L, mientras que comienza a disminuir a
partir de la dosis de 10 g/L. Los aromas responsables de la serie especiada, se
intensifican entre 1 — 10 g/L de polen, con un incremento medio de 58 %. En ambos
casos, se observa un comportamiento nuevamente fluctuante con la dosis, un
comportamiento ya descrito anteriormente. Los aromas representados en la serie grasa,

aumentan ligeramente a partir de 5 g/L, con un incremento medio de 25 % sobre el
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YOAV7r. La serie responsable de las notas herbaceas, muestra un ligero incremento a
partir de la dosis de 1 g/L, producidos por el efecto conjunto de los alcoholes C6, a-

terpineol, n-propil alcohol, principalmente.

Tabla 14. Sumatorio de los valores de actividad odorante (Y0OAV) agrupados por series
odorantes.

Dosis de polen en vinos de Tintilla de Rota
Control 0,1g/L 0,25g/L 1g/L 5g/L 10g/L 20g/L

Series odorantes

Afrutado 93,03 142,21 154,61 134,68 146,87 129,35 151,40
Floral 25,25 31,01 45,26 43,24 40,41 26,58 36,55
Graso 8,50 8,67 8,15 8,46 10,89 10,47 10,69
Herbaceo 1,15 1,15 1,17 1,45 1,42 1,26 1,45
Fruto seco 0,05 0,05 0,06 0,05 0,03 0,03 0,04
Terroso, hongos 0,60 0,61 0,52 0,74 0,78 0,64 0,33
Quimico 0,10 0,22 0,13 0,15 0,35 0,29 0,39
Especiado 0,94 1,52 2,17 2,09 1,12 0,75 1,23
Fendlico 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,01 0,02
SOAV 129,62 18545 212,09 190,86 201,89 169,38 202,10

En la Figura 29 se puede observar como a pesar de existir un incremento en las
series odorantes “negativas” (graso y herbdceo), la influencia que ejercen sobre el total
es muy baja. El mayor peso lo ejercen en todos los casos, las series afrutada, floral y
especiada, con valores por encima del 90 % en todos los casos y muy superiores en todos
los casos con polen (< 94 %). Este efecto indica, que, a pesar del caracter varietal, el
polen favorece la produccion de compuestos que mejoran la calidad del perfil aromatico
de los vinos. Con respecto a las dosis y el testigo, las dosis bajas e intermedia de polen,
son las que presentan los niveles maximos del ZOAV (Fruta, flores, especiado), dado que
el incremento de aromas grasos y herbaceos, que se producen durante la vinificacién
con las dosis altas, hacen disminuir la ratio X(Fruta, floral, especiado)/Z(graso,
herbaceo). Estos resultados demuestran que el uso de dosis bajas de polen multifloral
de abeja, favorece la produccion de aromas afrutados y florales, aumentando la calidad

sensorial varietal en vinos tintos.
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M Fruta + Floral + Especiado Graso + Herbaceo

Figura 29. Porcentaje de participacion de las series odorantes (afrutada, floral, especiada,
grasa y herbdcea) en vinos tintos, agrupadas en positivas y negativas.

4.2.8 Evaluacion sensorial de los vinos resultantes.

En la Figura 30 se representan los resultados medios obtenidos para los atributos
genéricos analizados que mostraron diferencias significativas entre las muestras con
polen y el testigo. En todos los casos, las diferencias mas significativas encontradas por
los catadores con respecto al testigo, son los atributos relacionados con los aromas
afrutados, florales, y la sensacién de acidez y dulzor en boca. De manera general, las
dosis bajas (0,1y 0,25 g/L), son las mejores puntuadas en cuanto a los atributos olfativos
frutal y floral, siendo la mejor valorada la dosis de 0,25 g/L. Sin embargo, se observa que
el caracter especiado de los vinos aumenta con las dosis altas de polen de abeja. Este
incremento estd relacionado con el aumento de fenoles y algunos ésteres, como el

vainillato de metilo, pertenecientes a la serie odorante especiada.

De forma global, las dosis 0,25 g/L en primer lugar, seguida por 0,10 g/L son las
mejor valoradas de manera significativa por los catadores en relacion a los atributos

olfativos genéricos, en comparacion con el testigo y con las demas dosis. Respecto a la
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acidez en boca, todas las dosis obtienen valoraciones mas bajas en comparacién con el
control, salvo la dosis de 0,25 g/L. En cuanto a la sensacién de amargor y astringencia en
boca, con las dosis altas (de 5 g/L a 20 g/L), disminuyen en comparacién con las dosis
bajas y el testigo, mientras que para el atributo dulzor en boca aumentan. Este
comportamiento se puede asociar al ligero aumento del pH de los vinos, que en boca
puede crear la sensacion de dulzor (Tabla 11). En relacion a las valoraciones totales para
los atributos gustativos generales, son las dosis 0,25 g/L y 1 g/L las mejor puntuadas
frente a los demas vinos. En este sentido, se podria indicar que la dosis de 0,25 g/L de
polen de abeja, es la dosis que obtiene el mejor resultado desde el punto de vista
sensorial (olfativo y gustativo) global. No solo se asemeja en comportamiento al testigo
en algunos casos, sino que los vinos mejoran sus caracteristicas organolépticas olfativas,
incrementando las notas afrutadas y florales, muy apreciadas por los consumidores en

vinos tintos jovenes (Ferreira et al. 2000).

Afrutado
7,0

Juicio global Floral
Lactico Especias
(****)
Dulzor Acidez
Amargor Astringencia
—o— Control 0,10 g/L —=—0,25 g/L 1lg/L
——5g/L ——10g/L ——20g/L

Figura 30. Andlisis sensorial de los vinos de Tintilla de Rota, elaborados con diferentes dosis
de polen (atributos generales). (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 and ****p < 0.0001)
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Cuando se analizan los atributos olfativos especificos (Figura 31), todos ellos,
salvo las notas a flores blancas, muestran diferencias significativas, con respecto al
control. Particularmente, podemos indicar, que, en comparacién con todas las dosis de
poleny el control, las dosis bajas son las mejores puntuadas en los atributos frutas rojas
y frutas negras, siendo la mas valorada la de 0,25g/L. Sin embargo, la adicion de polen
reduce ligeramente las notas de frutas blancas en todos los casos, algo que no resulta
negativo ya que este atributo no presenta gran interés en los vinos tintos jovenes. En
cuanto a las notas de frutas tropicales, no se observa una tendencia clara con la dosis
de polen, al igual que ocurre con las notas citricas. Sin embargo, para las notas de frutas
con hueso y fruta madura o pasificada, las dosis altas de polen son puntuadas
significativamente (ANOVA, p < 0,05), muy por encima de las dosis bajas y el control.
Esta caracteristica denota que las dosis elevadas de polen pueden ejercer ciertas notas
de oxidacion en los vinos, que sean identificadas por los catadores como fruta madura
o pasificada, producidas por algunos ésteres de acidos grados generados durante la

sintesis o degradacion de ciertos acidos grasos (Li et al. 2008).

Por ultimo, en relacién con los aromas a flores (blancas, rojas y azules), no se
observa un comportamiento claro asociado con la dosis de polen. Sin embargo, hay que
sefialar que, para las notas a flores rojas, las dosis bajas e intermedia de polen, obtienen
las valoraciones mas bajas de forma significativa, en comparacién con el control.
Mientras que, para las notas de flores azules, son las dosis mas altas (10 y 20 g/L), las
gue presentaron los valores mas bajos de forma significativa, frente al control. De igual
forma, todas las dosis altas (desde 5 g/L hasta 20 g/L de polen de abeja) son las que
muestran mayor intensidad aromatica en notas vegetales y microbioldgicas. Ademas,
estas dosis presentan una ligera tendencia al aumento de las notas a especias, madera,
torrefacto, balsamicas, minerals y animales, en comparacidon con las dosis bajas,
intermediay el control (Figura 31), teniendo en cuenta que corresponden a valoraciones
por debajo de 5 puntos en una escala de 0 a 10 en intensidad aromatica. En ultimo lugar,
cabe indicar que el atributo quimico no presenta una tendencia clara, con puntuaciones
bajas, por lo que no se considera un atributo con gran influencia sobre el perfil aromatico

sensorial de los vinos analizados.
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Frutas rojas

Quimico 7,0 Frutas negras
Animal Frutas blancas
Minerales Frutas tropicales
Balsamico Citrico
Torrefacto Frutas con hueso
Madera Fruta pasificada
Especias ' Fruto seco
Vegetal Flores blancas
Flores azules Flores rojas
—o— Control ——0,10g/L —=—0,25 g/L 1g/L ——5g/L ——10g/L ——20g/L

Figura 31. Andlisis sensorial de los vinos de Tintilla de Rota, elaborados con diferentes dosis de
polen (atributos olfativos especificos).
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4.3 Validacion a escala laboratorio-piloto de los efectos de la adicion de polen en
la vinificacion en blanco vy en tinto, en comparaciéon con activadores
comerciales.

El siguiente capitulo analiza de forma comparativa los efectos que produce el
polen (a la dosis 6ptima) frente a un activador fermentativo comercial tanto en la
vinificacion en blanco como en tinto. Para ello, como se ha tratado en los anteriores
capitulos, se han estudiado los efectos globales sobre algunos parametros fisico-
quimicos principales del mosto (NFA y turbidez), la velocidad de fermentacion, la
biomasa, el NFA, y composicion fisico-quimica de los vinos finales, asi como su analisis
sensorial. En el caso de los experimentos realizados en el ISVV (Francia), solo se han
incluido aquellos resultados que fueron obtenidos aplicando los mismos métodos de

analisis que los experimentos desarrollados en la Universidad de Cadiz.

4.3.1 Evaluacion de los efectos sobre el NFA v la turbidez del mosto

En la Tabla 15 se muestran los resultados comparativos de NFA y turbidez (NTU)
entre los mostos blancos (Palomino fino y Riesling) testigo, con polen y activador
comercial. Como se puede observar, los contenidos en NFA de los mostos con polen y
activador comercial se incrementan de forma significativa con respecto a los vinos
testigos. En el caso del Palomino los valores son similares entre polen y comercial,
mientras que en los mostos Riesling, los niveles mas altos de NFA se obtienen de manera
significativa con polen (ANOVA, p < 0,05). En los mostos de Palomino fino el NFA se
incrementa en torno al 7 % con respecto al testigo, mientras que con el activador
comercial este incremento es ligeramente inferior (6,4 %). Para la variedad Riesling, los

incrementos son del 10,7 % con el polen y de 8,3 % con el comercial (Figura 32).

En ambos casos, polen y activador comercial, estan aportando sustancias
coloidales y particulas en suspensién que aumentan los niveles de NTU de los mostos.
Estos incrementos son procesos normales asociados al uso de productos enoldgicos
afadidos a los mostos, que durante el proceso de fermentacién alcohdlica van

descendiendo por consumo ademas de poder ser utilizados por las levaduras como
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soportes para mantenerse en flotacion durante la fermentacién alcohdlica (Ribéreau-

Gayon et al., 1975; Houtman and Plessis, 1986).

Tabla 15. Parametros fisico-quimicos de los mostos de Palomino fino y Riesling.

Variedad Parametro Control Polen Comercial
 NFA(mg/L) 140 + 1 150 + 1 149 + 2
Palomino fino
NTU 252,2 + 10,6 266,7 + 2,4 292,0 + 0,5
o NFA (mg/L) 127 + 2 141 + 2 138 + 1
Riesling
NTU 61,4 + 0,9 88,6 + 18,5 87,7 + 2,9
155
A7,1% A6,4%
150
145 A10,7%
%D £8,3%
£ 140
o0
=
Z 135
130
120

Plomino Riesling
H Control mPolen m Comercial

Figura 32. Incrementos en el contenido de NFA de los mostos de uva blanca,
Palomino fino y Riesling, con el uso del polen y activador comercial.

En el caso de los mostos de uva tinta, en |la Tabla 16 se muestran los valores de
NFA, que presentan los mostos de las variedades Tintilla de Rota (Espafia), Cabernet
sauvignon (Francia) y Merlot (Francia). En todos los casos, los niveles de NFA alcanzados
con polen y activador son significativamente mas altos con respecto al testigo. A su vez
los valores alcanzados con polen son ligeramente superiores al activador comercial para

todas las variedades.
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En el caso de Tintilla de Rota, los incrementos de NFA (ANFA) con respecto al
testigo son de 10,5 % y 8,7 %; en Cabernet sauvignon, 7,6 % y 6,5 %; y en el caso de

Merlot, 8,8 % y 7,4 %, para polen y activador comercial, respectivamente (Figura 33).

Los mayores incrementos se obtuvieron en los mostos de Tintilla de Rota.

Tabla 16. Contenido en NFA (mg/L) de los mostos de Tintilla de Rota, Cabernet sauvignon

y Merlot.
Variedad Control Polen Comercial
Tintilla de Rota 143 + 2 158 + 155 + 2
Cabernet s. 185 + 1 199 + 197 + 2
Merlot 148 + 2 161 % 159 + 1
210
A7,6%
200 A6,5%
190
— 180
S~
g 8,8%
:EE 170 A10,5% £.88% .
< A87% A7,4%
Z 160
150
140
130
120
Tintilla de Rota Cabernet sauvignon Merlot

Figura 33. Incrementos en el contenido de NFA de los mostos de uva tinta, Tintilla
de Rota, Cabernet sauvignon y Merlot, con el uso del polen y activador comercial.

H Control ®Polen m Comercial
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4.3.2 Influencia sobre la cinética de fermentacidn alcohdlica

Las Figuras 34a y 34b, muestran la evolucion de la densidad relativa durante la
fermentacion alcohdlica de los mostos de Palomino fino y Riesling. En ambos casos, no
se observan diferencias entre el fermentador control, con polen o activador durante la
fase de adaptacién de las levaduras en los primeros dias (fase de latencia). Sin embargo,
todos los mostos de Riesling tienen un periodo de latencia mas largo que los de
Palomino fino. Esto se debe a que el mosto de Riesling presenta un NFA inicial (127 mg/L)
bastante menor que el mosto de Palomino (140 mg/L), y por ese motivo, las levaduras
necesitan mds tiempo para adaptarse al medio y poder comenzar la fermentacién
alcohdlica. Sin embargo, una vez las levaduras comienzan la fase exponencial de
crecimiento, se ve mucho mas claro el efecto activador del polen en el caso del Riesling
(Figura 34 b), de manera que a partir del dia 3 comienza haber diferencias significativas
entre el mosto con polen vy el testigo, a partir del dia 4 entre el activador comercial y el
testigo. En el caso de la Palomino fino, hay que esperar hasta el dia 5 para observar
diferencias significativas entre los fermentadores suplementados (polen, comercial) y el
testigo. A partir de este momento y hasta el final de esta fase (dias 10y 12 en Palomino
y Riesling respectivamente), la disminucion de la densidad en el tiempo es mayor con el

polen para ambas variedades.

En el caso de las variedades tintas (Figura 35), igualmente los testigos y los
fermentadores con polen y con activador comercial presentaron comportamientos
similares en los primeros dias de fase de latencia. Cuando se comparan variedades, de
nuevo la que presenta mayor contenido en NFA (Cabernet sauvignon) es la que tiene el

menor tiempo de latencia.
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Durante el inicio de la fase exponencial o tumultuosa, la Tintilla de Rota (Figura
35c¢), tiene un comportamiento muy similar en los tres casos. Sin embargo, a partir del
dia 8, comienza haber una diferencia significativa entre los fermentadores
suplementados (polen y activador) y el control. En el caso de la Cabernet sauvignon
(Figura 35d) y Merlot (Figura 35e), la evolucidn es muy parecida en los tres casos. Solo a
partir del dia 6 en el caso de Cabernet y el dia 8 para la Merlot, se alcanzan diferencias
significativas entre los niveles del fermentador con polen y el testigo, y a su vez, entre
el polen y el activador comercial. El final de fermentacion fue muy similar en los tres
casos, sin mostrar diferencias acusadas.

1,0100

—a— Control Polen —a— Comercial
0,9980
0,9860
0,9740
0,9620
0,9500

0,9380

Densidad relativa

0,9260

0,9140

0,9020
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

1,0100

—a— Control Polen —a— Comercial
0,9980
0,9860
0,9740
0,9620

0,9500

0,9380

Densidad relativa

0,9260

0,9140

(b)

0,9020
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Tiempo (dias)

Figura 34. Evolucion densidad relativa durante la FA de mostos de Palomino fino (a)
y Riesling (b), con el uso de polen frente a un activador comercial.
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Figura 35. Evolucion densidad relativa durante la FA de mostos de Tintilla de Rota (c),
Cabernet sauvingon (d) y Merlot (e), con el uso de polen frente a un activador comercial.

170



Tesis Doctoral — Antonio Amores-Arrocha Resultados y discusidn

Como se puede observar en la Tabla 17, de forma general, la velocidad media
durante la fermentaciéon tumultuosa es mayor en todos los casos con el uso de polen,

seguido del activador comercial y por ultimo y con una gran diferencia el testigo.

Tabla 17. Velocidad media de consumo (g/mlL x dia) durante el desarrollo de la fermentacion
alcohdlica en mostos de uva blanca (Palomino fino y Riesling) y tinta (Tintilla de Rota, Cabernet
sauvignon y Merlot).

Variedad Control Polen Comercial

Palomino fino 1,08 + 0,01° 1,16 + 0,01° 1,11 + 0,01°
Riesling 1,83 + 0,01° 2,22 + 0,02° 2,02 + 0,01°
Tintilla de Rota 1,06 + 0,02° 1,15 + 0,06 1,11 + 0,05°
Cabernet sauvignon 1,36 + 0,02° 1,49 % 0,02* 1,39 + 0,01°
Merlot 1,02 + 0,01*¢ 1,08 + 0,01 1,04 + 0,01°

Diferentes letras en superindice indican que existen diferencias significativas entre las
muestras (p < 0,05), obtenido mediante ANOVA bidireccional, aplicando la prueba de
andlisis multiple de Bonferroni (BSD).

4.3.3 Influencia sobre la cinética de crecimiento de las levaduras durante la
fermentacioén alcohdlica

La evolucidn de la biomasa viable durante el transcurso de la fermentacion
alcohdlica para las variedades Palomino fino, Riesling y Tintilla de Rota, con el uso de
polen y un activador comercial, se muestran en la Figura 36. Tal y como se puede
observar, en todos los casos, el uso de polen permite alcanzar poblaciones de levaduras
mas altas durante la fase de crecimiento exponencial. Incluso, se puede observar como
los niveles de poblacion de levaduras en los mostos con polen son ligeramente mas altos
(ANOVA p < 0,05) al inicio, durante la fase de latencia. Como ya se ha comentado
anteriormente, el polen esta aportando nutrientesy factores de crecimiento que ayudan
a disminuir el tiempo de adaptacion a los mostos (Kotarska et al., 2006; Gutiérrez et al.,
2012). Por tanto, el polen favorece el crecimiento de las levaduras en mayor medida que
un activador comercial de ultima generacion. En todos los casos con polen, las
poblaciones maximas de levaduras alcanzadas son muy superiores al activador

comercial, con incrementos del 46,6 % frente a 19,4 %, en Palomino, 58 % y 27,5 %, en
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Riesling y 91,5 % y 50,6 %, en Tintilla, para el polen y el activador comercial

respectivamente.

Por ultimo, como ya se ha constatado en los apartados anteriores, el polen
vuelve a ejercer un papel importante en el final de la fermentacion alcohdlica. En todos
los casos, los vinos con polen presentan, frente al testigo y al activador comercial, una
mayor poblacién de levaduras viables en el final de la fermentacién (Figura 36). Esto
verifica que el polen permite una mayor supervivencia de las levaduras cuando las
concentraciones de alcohol son elevadas. Desde el punto de vista enoldgico, esta
propiedad es muy interesante ya que nos podria asegurar la transformacidon completa
de los azucares en mostos con grados potenciales elevados o con dificultades en el final

de fermentacion.
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Figura 36. Evolucion de la biomasa viable de Saccharomyces cerevisiae durante el proceso de
fermentacion alcohdlica de los mostos de Palomino fino (a), Riesling (b) y Tintilla de Rota (c),
con el uso de polen frente a un activador comercial.
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4.3.4 Influencia sobre la evolucidn del NFA durante la fermentacion alcohdlica

La Figura 37 muestra la evolucién del NFA durante el desarrollo de la
fermentacion alcohdlica de mostos de Palomino fino, Riesling y Tintilla de Rota testigos,
con polen y con activador comercial. Como se puede observar, el comportamiento que
presentaron Palomino fino y Riesling fue muy similar al observado con el estudio de
diferentes dosis de polen. En Palomino fino, el descenso que se produce en el inicio de

la fase exponencial de crecimiento es mayor que en Riesling.

Cabe destacar la evolucién de NFA en los mostos de Riesling (Figura 37b). Como
se puede observar, durante el periodo comprendido entre el inicio de la fase de latencia
y el inicio de la fase exponencial, se produce un consumo importante de NFA en todos
los casos, siendo mucho mas acusado el consumo en el testigo y en el activador
comercial. En el caso del polen, como ya habiamos observado en el estudio de dosis, el
consumo de NFA es bastante menor en este periodo. Este menor consumo de NFA con
el polen no se corresponde con los niveles de poblaciones de levaduras alcanzadas
durante esta fase, que como vimos (Figura 36b), eran significativamente mas altos que
en el testigo y el activador comercial. Esto podria indicar, que en los mostos con niveles
muy bajos de NFA, el polen esté ejerciendo un papel fundamental como activador
fermentativo, aportando otros cofactores de crecimiento ademads del NFA esenciales
para el desarrollo de las levaduras. En ese sentido, cabe pensar que un mosto con
contenidos iniciales muy bajos en NFA, presentan generalmente otro tipo de carencias
nutricionales, que pueden ser rectificadas de una manera mas 6ptima con el uso del

polen. El polen es un buen complemento nutricional en estos casos.

Sin embargo, cuando el mosto presenta inicialmente niveles normales de NFA,
como en el caso de la Palomino fino y la Tintilla de Rota, la evolucién con el polen es
muy parecida al control y al activador comercial. Los consumos de NFA estdn muy

marcados por las poblaciones de levaduras alcanzadas en cada caso (Figuras 36ay 36c).
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Por ultimo, cabe destacar de nuevo como para todas las variedades los niveles
de NFA aumentan de manera significativa cuando se emplea polen. Esto lo habiamos
constatado tanto en la vinificacién en blanco como en tinto y se vuelve a verificar en
estos ensayos. Estos aumentos en NFA pueden estar promovidos por diversas causas,
como ya vimos, el propio polen tiene en su estructura, un remanente de nutrientes que
se van liberando de forma progresiva durante la fermentacidn alcohdélica, sobre todo en
los finales de fermentacién que es cuando mas alcohol hay en el medio. Probablemente
el alcohol generado durante la fermentacion puede actuar solubilizando el NFA y otros
nutrientes del polen. También pueden contribuir al NFA, el aporte debido a la lisis celular
de las levaduras al final de la fermentacidn. Todos los compuestos nitrogenados que

forman parte de las membranas, como los aminodcidos, se pueden solubilizar al mosto.
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Figura 37. Evolucién del NFA durante la fermentacién alcohdlica de mostos de Palomino
fino (a), Riesling (b) y Tintilla de Rota (c), con el uso de polen frente a activador comercial.
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4.3.5 Influencia sobre el contenido en acido malico durante la FML

En la Figura 38 se muestra la evolucion del contenido en acido malico durante la
FML de los vinos de Tintilla de Rota (Figura 38a) y los vinos de Cabernet sauvignon y
Merlot (Figura 38b). En primer lugar, es necesario indicar, que el contenido en acido
malico inicial depende de muchos factores como la variedad o el grado de maduracién,
entre otros (Boulton, 1980; Lamikanra et al., 1995; Boulton et al., 2002). En este sentido,
la variedad Tintilla de Rota presenta un contenido inicial de acido malico bajo (< 1 g/L),
mientras que en Cabernet sauvignon y Merlot partieron de contenidos superiores (3,68
y 2,70 g/L, respectivamente). Durante el desarrollo de la FML en Tintilla de Rota,
podemos observar que la presencia de polen aumenta la velocidad de consumo de
malico con respecto al activador comercial y de manera mds notable en relacién al
testigo. Como consecuencia de esto, los niveles de acido malico alcanzados con el polen
son significativamente mas bajos, en comparacién con el testigo y el activador

comercial.

Respecto al desarrollo de la FML en Cabernet sauvignon y Merlot, en ambos
casos se observd un comportamiento similar entre el uso del polen y el activador
comercial, sobre todo en la Cabernet. Como se puede observar, los vinos con polen y
activador comercial presentaron descensos mas acusados en el contenido en dacido
malico, en comparacion con el testigo (Figura 38b). Sin embargo, en el caso de Merlot,
el comportamiento es mas similar al de la Tintilla de Rota. Durante el desarrollo de la
FML, los incrementos de consumo de acido malico con polen son siempre ligeramente
mayores que en el activador comercial. Por lo tanto, se vuelve a verificar que el polen

puede actuar en muchos casos mejorando la cinética de la fermentacidn malolactica.
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Figura 38. Evolucion del contenido en dcido mdlico durante la FML de los vinos tintos
de Tintilla de Rota (a), Cabernet sauvignon (b) y Merlot (b), con el uso de polen frente
a un activador comercial.

4.3.6 Evaluacion de los efectos sobre las propiedades fisico-quimicas y los pardmetros
de color de los vinos finales.

En las Tablas 18 y 19 se muestran los resultados obtenidos para los parametros
fisico-quimicos y de color de los vinos blancos elaborados con las variedades Palomino
fino y Rielsing (testigos, polen y activador comercial). Como era de esperar, el uso del
polen no modifica los contenidos en alcohol (% v/v), pH y acidez total de los vinos. Para

ambas variedades, tanto el polen como el activador comercial, disminuyen
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significativamente la acidez volatil en comparacion con el testigo. Como se muestra en
ambas tablas, la fermentacién alcohdlica se desarrolla sin ningln problema, llegandose
a valores de azucar residual (glucosa + fructosa) inferiores a 1 g/L en todos los vinos.
Igualmente, los pardmetros de color en los vinos de Palomino fino, no se vieron
alterados debido al uso de polen. Solo se observan un ligero incremento en la intensidad
de color y Abs 420 nm, teniendo en cuenta que en todos los casos los resultados para

estos parametros fueron muy bajos.

En el caso de los vinos tintos, al igual que en blancos, no se observan cambios
significativos en el contenido en alcohol, el pH y la acidez total con el uso de polen o
activador comercial (Tablas 20, 21 y 22). En todos los casos, la acidez volatil es mas baja
con polen y activador comercial, a excepcion del caso puntual de los vinos de Merlot con
activador comercial. Respecto al contenido en azucar residual, es necesario indicar que,
por motivos de calendario, los vinos elaborados con Cabernet sauvinong y Mertot no se
dejaron fermentar durante mas tiempo, antes de comenzar la FML y por ello su
contenido es mayor que en Tintilla de Rota. No obstante, los resultados indican que los
niveles estaban por debajo de los 2 g/L. Respecto al contenido de polifenoles
(antocianos y taninos) y el IPT, sus valores permanecen constantes en los diferentes
tipos de vinificacidon (control, polen y activador comercial) para las tres variedades.
Solamente, se observa un ligero aumento en los valores de IPT en Tintilla con polen,
posiblemente debido a su propia composicion. Mientras que, en los vinos de Merlot
elaborados con polen y activador comercial, se observa un ligero incremento en los
taninos totales, posiblemente asociado a pequeiias diferencias en la manipulacién de

los mostos durante la fermentacion alcohdlica.

Respecto a los parametros de color, solo se observa un ligero incremento en la
componente amarilla b*(amarillo-azul) en el caso de los vinos de Tintilla de Rota y
Cabernet sauvignon con polen, en comparacién con el testigo y el comercial. Mientras
gue por el contrario en la Merlot con polen se observa un desplazamiento hacia la
componente azul. Como se esperaba, el resto de parametros no se vieron modificados

por el polen a dosis bajas ni por el activador comercial.
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De forma general, se puede decir que, desde el punto de vinta enoldgico, las
pequefias modificaciones observadas en los vinos no suponen cambios sustanciales
sobre sus propiedades fisicoquimicas y, por lo tanto, no afectan negativamente a su

calidad.

Tabla 18. Composicion fisico-quimica de los vinos de Palomino fino con polen frente a
activador comercial.

Parametros Control Polen Comercial
% Alcohol v/v 12,64 + 0,247 12,54 + 0,132 12,53 + 0,178
pH 3,19 + 0,02° 3,21 + 0,01° 3,18 + 0,05°
Acidez total (g/L) 4,87 + 0,08 4,92 + 0,05° 4,99 + 0,08
Acidez volatil (g/L) 0,22 + 0,01° 0,19 + 0,01° 0,17 + 0,01°
Glucosa + Fructosa (g/L) 0,23 + 0,03° 0,17 + 0,01° 0,27 + 0,02
L* 98,90 + 0,10° 98,80 + 0,12° 98,66 + 0,03°
a* -1,16 + 0,04° -1,23 + 0,05° -1,24 + 0,03°
b* 6,14 + 0,40° 6,27 + 0,14 6,47 + 0,01°
H* 95,44 + 7,75° 101,09 + 0,17° 100,87 + 0,03°
c* 6,33 + 0,51° 6,39 + 0,15° 6,58 + 0,01°
Intensidad de color (IC) 0,118 + 0,004 0,125 + 0,003*° 0,128 + 0,001°
Abs. 420 0,096 + 0,003? 0,102 + 0,002*° 0,105 + 0,001°

Diferentes letras en superindice indican que existen diferencias significativas entre las muestras (p < 0,05), obtenido
mediante ANOVA bidireccional, aplicando la prueba de andlisis multiple de Bonferroni (BSD).
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Tabla 19. Composicion fisico-quimica de los vinos de Riesling con polen frente a activador

comercial.
Parametros Control Polen Comercial

% Alcohol v/v 10,74 + 0,04° 10,73 + 0,12° 10,68 + 0,04°
pH 3,40 + 0,01° 3,39 + 0,01° 3,39 + 0,01°
Acidez total (g/L) 4,31 + 0,01° 4,21 + 0,25° 4,57 + 0,18
Acidez volatil (g/L) 0,21 + 0,01° 0,18 + 0,02°¢ 0,17 + 0,02¢
Glucosa + Fructosa (g/L) 0,15 + 0,02° 0,13 + 0,01°¢ 0,13 + 0,02¢
L* 99,90 + 0,122 99,46 + 0,11° 99,48 + 0,01°
a* 3,59 + 0,10° -3,12 + 0,01° -2,39 + 0,02¢
b* 6,06 + 0,10*° 6,21 + 0,35 554 + 0,12°
H* 120,65 + 1,16° 116,58 + 2,29° 115,53 + 3,79°
C* 7,05 + 0,04 6,95 + 0,53° 6,71 + 0,86°
Intensidad de color 0,073 + 0,006° 0,088 + 0,004°¢ 0,085 + 0,005°¢
Abs. 420 0,075 + 0,003° 0,082 + 0,003? 0,081 + 0,007°

Diferentes letras en superindice indican que existen diferencias significativas entre las muestras (p < 0,05), obtenido
mediante ANOVA bidireccional, aplicando la prueba de andlisis multiple de Bonferroni (BSD).

Tabla 20. Composicion fisico-quimica de los vinos de Tintilla de Rota con polen frente a

activador comercial.

Parametros Control Polen Comercial
% Alcohol v/v 14,68 + 0,24° 14,94 + 0,14° 14,90 + 0,247
pH 3,61 + 0,05° 3,61 + 0,04° 3,65 + 0,03°
Acidez total (g/L) 5,60 + 0,30° 5,88 + 0,04° 553 + 0,16°
Acidez volatil (g/L) 0,42 + 0,04° 0,39 + 0,01° 0,36 + 0,04°
Glucosa + Fructosa (g/L) 0,23 = 0,01° 0,17 = 0,01° 0,27 * 0,02¢
Antocianos (mg/L) 740,03 + 10,14° 737,84 + 9,24° 724,94 + 11,27°
Taninos (g/L) 2,29 = 0,04° 2,23 + 0,07° 2,27 + 0,08°
IPT 75,70 + 1,50%¢ 82,49 + 1,48°¢ 79,68 + 3,06°
L* 76,08 + 0,32° 76,33 + 0,03° 76,18 + 0,22°
a* 11,12 + 0,48 11,70 + 0,30° 10,92 + 0,29°
b* 3,54 + 0,17° 3,85 + 0,26° 3,47 + 0,13°
Tonalidad (N) 0,997 = 0,001° 0,996 + 0,005° 0,992 + 0,007°
Intensidad Colorante (IC) 0,821 + 0,011° 0,818 + 0,011° 0,825 + 0,006°

Diferentes letras en superindice indican que existen diferencias significativas entre las muestras (p < 0,05), obtenido
mediante ANOVA bidireccional, aplicando la prueba de andlisis multiple de Bonferroni (BSD).
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Tabla 21. Composicion fisico-quimica de los vinos de Cabernet sauvignon con polen

frente a activador comercial.

Parametros Control Polen Comercial
% Alcohol v/v 12,42 0,39° 13,31 0,13° 12,86 0,39°
pH 3,98 + 0,04° 3,96 + 0,02° 3,96 + 0,04°
Acidez total (g/L) 530 = 0,20° 530 = 0,20° 510 = 0,20°
Acidez volatil (g/L) 0,30 = 0,02° 0,16 + 0,02° 0,16 = 0,02°
Glucosa + Fructosa (g/L) 1,40 + 0,30° 1,00 + 0,10° 1,20 + 0,20°
Antocianos (mg/L) 832,71 + 20,82° 864,50 + 12,71° 907,96 + 10,10°
Taninos (g/L) 2,11 + 0,11° 2,33 + 0,06° 2,36 + 0,09°
IPT 53,28 + 1,41° 56,53 + 1,02° 55,85 + 0,28°
L* 52,43 + 1,10° 51,82 + 3,58° 51,51 + 1,83°
a* 48,85 + 1,20° 49,70 = 1,34° 52,11 + 1,74°
b* -2,15 + 0,14° -2,05 + 0,12° -2,71 + 0,12°
Tonalidad (N) 0,757 + 0,010° 0,708 * 0,020° 0,679 = 0,020°
Intensidad Colorante (IC) 1,304 + 0,030° 1,319 + 0,020° 1,356 + 0,012°

Diferentes letras en superindice indican que existen diferencias significativas entre las muestras (p < 0,05), obtenido

mediante ANOVA bidireccional, aplicando la prueba de andlisis multiple de Bonferroni (BSD).

Tabla 22. Composicion fisico-quimica de los vinos de Merlot con polen frente a activador

comercial.
Parametros Control Polen Comercial
% Alcohol v/v 14,18 = 0,12° 14,09 + 0,24° 14,35 + 0,19°
pH 3,67 + 0,05° 3,71 + 0,04° 3,71 + 0,06°
Acidez total (g/L) 5,90 + 0,20° 580 * 0,20° 590 + 0,40°
Acidez volatil (g/L) 0,13 + 0,01° 0,10 + 0,01° 0,14 + 0,02°
Glucosa + Fructosa (g/L) 1,90 + 0,02° 1,70 + 0,04° 1,30 + 0,17°¢
Antocianos (mg/L) 731,91 + 4,33° 733,25 + 21,04° 747,83 + 25,40°
Taninos (g/L) 1,84 + 0,142 1,94 + 0,11° 2,27 + 0,16°
IPT 53,30 + 1,47° 53,48 + 1,05° 54,75 + 1,98°
L* 65,25 = 0,78 65,99 * 247° 64,17 = 0,51°
a* 35,28 + 2,59° 34,14 + 2,72° 35,23 + 1,21°
b* -0,29 + 0,64° -0,42 + 0,55° -0,58 + 0,39°
Tonalidad (N) 0,629 + 0,010° 0,632 + 0,020° 0,624 + 0,016°
Intensidad Colorante (IC) 1,275 + 0,126° 1,259 0,035° 1,308 + 0,090°

Diferentes letras en superindice indican que existen diferencias significativas entre las muestras (p < 0,05), obtenido

mediante ANOVA bidireccional, aplicando la prueba de andlisis multiple de Bonferroni (BSD).
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4.3.7 Evaluacion de los efectos sobre los compuestos voldtiles del vino vy sus
correspondientes VAO.

4.3.7.1 Influencia de la dosis de polen sobre los compuestos voldtiles

En las Tablas 23, 24 y 25 se muestra el efecto de la adicién de polen y el activador
comercial, sobre el perfil de las familias de los compuestos volatiles de los vinos de
Palomino, Riesling y Tintilla de Rota respectivamente. De forma global, se puede
observar que el uso de polen conlleva un aumento significativo en el contenido total de
compuestos volatiles, con un incremento respecto al testigo del 3,4,y 12 % en los vinos
de Palomino, Riesling y Tintilla de Rota. Sin embargo, con el uso del activador comercial,
se produce un descenso acusado en la produccidon de compuestos volatiles en los vinos
de Palomino fino y Rieling del orden de un 11y 22 % (Tablas 23 y 24). Minestras que con
la Tintilla de Rota los valores se mantienen en los mismos niveles que el testigo.

Hagamos a continuacién un andlisis por familia de compuestos.

Como se puede observar, los niveles alcoholes superiores tanto en los vinos
blancos como en el tinto aumentan con el uso del polen, en comparacién con el testigo
y el activador comercial. La razén se debe, como habiamos visto en los estudios de las
dosis, al incremento de los alcoholes isoamilicos en el caso del Palomino fino y por el 2-
propanol y los alcoholes isoamilicos en la Riesling (Anexo. Tablas 34 y 35). En el caso de
la Tintilla los alcoholes superiores se incrementaron significativamente en proporciones
similares a las observadas en el estudio con diferentes dosis (Tabla 12), salvo en el caso

del isobutanol, que presentd la menor concentracién (Anexo. Tabla 36).

Como era de esperar, las variaciones en el contenido en metanol, se
corresponden con lo observado en el estudio de las dosis. En el caso del Palomino fino,
el metanol se incrementa ligeramente (0,15 %) con respecto al testigo, mientras que con
el activador se produce un descenso en su produccién. En los vinos de Riesling, tanto
con el polen como con el activador comercial, se observa un descenso significativo en la
concentracion de metanol. En el caso de la Tintilla de Rota, el metanol disminuye tanto
en el caso del polen como con el activador comercial, con respecto al testigo, siendo

mas acusado y significativo este descenso en el caso del polen.
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El contenido en &acidos volatiles desciende en los vinos con polen, tanto en
Palomino, Riesling como en Tintilla de Rota, debido a la riqueza del polen en acidos
grasos (Tabla 25). Sin embargo, el comportamiento de los vinos con activador comercial
es diferente para las dos variedades blancas. En Palomino se observa un descenso,
mientras que en Riesling se incrementa de forma significativa (Anexo. Tablas 34 y 35).
En el caso de la Tintilla, la disminucién en el contenido en acidos se debe principalmente
a a los acidos hexanoico, octanoico y decanoico (Anexo. Tabla 36). Esta disminucion
general con el uso del polen favorece el perfil aromatico de los vinos, ya que la mayor
parte de los compuestos de esta familia, presentan aromas dentro de las series grasas y

rancias, pudiendo afectar negativamente a la calidad aromatica de los vinos.

El comportamiento de los alcoholes C6 se corresponde a lo observado en los
estudios con barridos de dosis con polen. En Palomino fino, la produccién de los
alcoholes C6 disminuyen con respecto al testigo en un 47,08 % en el caso del polen y un
25,85 % con el activador comercial, debido principalmente al 1-hexanol (Anexo. Tabla
34). Mientras que, por el contrario, en Riesling, esta familia de compuestos se
incrementa en un 47,30 %y 21,07 % con el polen y el activador comercial, en relacion al
testigo (Anexo. Tabla 34). En el caso de la Tintilla, los niveles de alcoholes C6 disminuyen
significativamente con el uso del polen, aunque en este caso el activador comercial se

produce un mayor descenso con respecto al testigo.

Por otra parte, los alcoholes disminuyen significativamente con respecto al
control, tanto en los vinos con polen como con el activador comercial, siendo mas
acusado el descenso con este ultimo. Los principales compuestos responsables de esta
disminucion en los vinos con polen son fudamentalmente el 1-pentanol y 1H-Indole-3-
ethanol para todas las variedades (Tablas 23, 24 y 25). Mientras que con el activador
comercial son el 1-pentanol en Palomino fino y el alcohol feniletilico en los vinos de
Riesling (Anexo. Tablas 34 y 35). En el caso de la Tintilla de Rota, la disminucion en los

alcoholes se debe a 1-pentanol y 1H-Indole-3-ethanol (Anexo. Tabla 36).
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Respecto al contenido en terpenos, se observa claramente que sus niveles
aumentan significativamente en todos los vinos con el uso de polen, lo que corrobora 'y

verifica la capacidad del polen para ceder esta familia de compuestos al vino.

En cuanto a los esteres, como se puede observar, todos los vinos de Palomino,
Riesling y Tintilla de Rota, experimentan un incremento significativo de sus contenidos
en ésteres, llegando a multiplicar diez veces los valores obtenidos en los vinos testigos
de cada variedad. Para Palomino y Riesling el polen produce mas esteres que el activador
comercial, mientras que en Riesling los valores se asemejan entre ellos. Por tanto, los
resultados verifican el hecho de que polen contribuye de manera significativa a la
sintesis y formacién de esteres, contribuyendo a intensificar las series aromaticas

afrutadas y florales de los vinos.

En el caso de los aldehidos, cabia esperar un incremento en los vinos blancos,
como ocurrié en el estudio con las diferentes dosis. Sin embargo, solo se observa este
incremento en el caso de los vinos de Riesling, mientras que en Palomino disminuye
tanto con el polen como con el activador comercial. En todo caso, los niveles en
aldehidos alcanzados para los vinos de ambas variedades son muy bajos. En el caso de
la Tintilla de Rota, al igual que ocurrid en los vinos blancos de Palomino fino (Tabla 23),
los aldehidos descendieron significativamente en todos los vinos, con polen y con
activador comercial, en comparacidén con el testigo, principalemente por descensos
acusados en acetaldehido (Anexo. Tabla 36). Sin embargo, se incrementan los niveles de

bencenoacetaldehido, nonanal y 3-metilbutanal, con respecto a los vinos testigo.

En cuanto al contenido en fenoles, solo detectados en la Tintilla de Rota,
presenta un comportamiento contrario entre los vinos con polen y con el activador
comercial. Tal como se esperaba, el polen incrementa en mas de un 26 % los niveles de
fenoles del testigo y el activador comercial. Estos compuestos pueden potenciar el
caracter especiado de los vinos. Dentro de las familias de compuestos minoritarias,
detectados también en la Tintilla de Rota, representados por los tioles, acetales y
norisoprenoides, se observa que tanto el polen como el activador comercial potencia su

formacién sobre todo de los tioles y norisoprenoides.
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Tabla 23. Familia de compuestos voldtiles vinos de Palomino fino, elaborados con polen
y activador comercial.

Familia volatiles Control Polen Comercial
Alcoholes superiores 725617 * 158927 782743 + 16705° 672459 + 75642
Metanol 38823 + 1480° 38881 + 1690° 38432 + 720°
Acidos 6072 + 359° 3213 + 55P 4442 + 87°
Alcoholes C-6 824 + 72° 717 + 7° 749 + 14
Alcoholes 6943 + 448° 4098 + 219°¢ 3708 + 35¢
Terpenoides 106 + 4@ 137 + 9P 107 + 62
Esteres 1247 + 147° 13666 + 133° 10039 + 421°
Aldehidos 62590 + 3141° 24305 + 981° 15394 + 201°
Total 842220 + 21543% 867759 + 19800° 745330 + 9047°

Diferentes letras en superindice indican que existen diferencias significativas entre las muestras (p < 0,05),
obtenido mediante ANOVA bidireccional, aplicando la prueba de andlisis multiple de Bonferroni (BSD).

Tabla 24. Familia de compuestos voldtiles vinos de Riesling, elaborados con polen y
activador comercial.

Familia volatiles Control Polen Comercial
Alcoholes superiores 642050 + 12290% 655000 + 31635% 476288 + 17913°
Metanol 19624 + 920° 15774 + 410°¢ 15498 + 760°
Acidos 4581 + 2732 3366 + 238° 5166 + 432°¢
Alcoholes C-6 474 + 142 698 + 14° 574 + 8¢
Alcoholes 6445 + 280° 2792 + 161b° 2691 + 91¢
Terpenoides 107 + 2° 193 + 7° 145 + §°
Esteres 1646 + 624° 15921 + 477°¢ 16199 + 263¢
Aldehidos 25703 + 1360*° 39538 i+ 1411°> 27998 + 12822
Total 700630 + 15763% 733281 t 34353% 544558 + 20758°

Diferentes letras en superindice indican que existen diferencias significativas entre las muestras (p < 0,05),
obtenido mediante ANOVA bidireccional, aplicando la prueba de andlisis multiple de Bonferroni (BSD).
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Tabla 25. Familia de compuestos voldtiles vinos de Tintilla de Rota, elaborados con polen
y activador comercial.

Familia volatiles Control Polen Comercial
Alcoholes superiores 565123,9 + 17152,3° 680357,1 % 21601,7° 599640,2 + 19862,8?
Metanol 63489,4 + 3570,0° 55928,6 *+ 1160,0° 61709,1 + 1139,8°
Acidos 32984 + 137,6° 2260,6 + 184,7° 2561,8 + 77,0¢
Alcoholes C-6 445,5 t 4,3° 425,3 + 37,5° 375,0 + 18,5°
Alcoholes 5371,2 + 164,1° 5129,2 + 220,2° 4625,2 + 116,2°
Fenoles 1499 = 4,0° 189,1 + 8,3° 147,4 + 10,8°
Terpenoides 129,1 + 8,2° 345,6 + 8,7° 230,6 + 13,0¢
Esteres 2692,6 + 1469,7°  31079,5 * 747,4>¢  29043,3 + 705,2°
Aldehidos 63810,4 + 2336,5° 14716,6 + 462,1°¢ 12369,2 + 522,7°
Tioles 18,1 + 1,6° 121,7 + 1,9° 104,3 + 3,3¢
Acetales 1,9 + 0,1° 2,0 + 0,1*° 2,1 + 0,2°
Norisoprenoides 59 + 0,12 12,2 + 1,1° 15,1 + 1,0°
Lactonas 101,6 + 0,2° 154,2 + 0,1°¢ 154,8 + 0,2°
Total 704638 * 24849° 790722 + 24434° 710978 * 22471°

Diferentes letras en superindice indican que existen diferencias significativas entre las muestras (p < 0,05),
obtenido mediante ANOVA bidireccional, aplicando la prueba de andlisis multiple de Bonferroni (BSD).

4.3.7.2 Andlisis de Componentes Principales de compuestos voldtiles (ACP)

En la Tabla 26 se muestran las cargas para los factores extraidos en el Analisis de
los Componentes Principales (ACP), aplicado sobre el conjunto de datos
correspondientes a las familias de los compuestos volatiles analizados en los vinos
blancos y tintos: alcoholes superiores, metanol, acidos, alcoholes C6, alcoholes, fenoles,
terpenoides, ésteres, aldehidos, acetales, norisoprenoides y lactonas. El analisis extrae
3 factores que explican mas del 88% de la varianza total de los datos. En el primer factor
(F1), estad correlacionado positivamente con la mayoria de compuestos volatiles
minoritarios (tioles, metanol, acetales, norisoprenoides, lactonas y fenoles)
caracteristicos de los vinos de Tintilla de Rota y negativamente con los alcoholes C6. Los
terpenos se encuentran también incluidos positivamente en F1, pero con una carga
bastante mas inferior. Es probable que este efecto sea debido a la influencia que tiene
los hollejos sobre esta familia de compuestos en la vinificacion de la Tintilla. Como se
puede observar en la Figura 39a, todos los vinos blancos presentan valores de F1

negativos, siendo los mas bajos para los vinos con activador comercial y polen. Por el
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contrario, todos los vinos tintos, presentan valores positivos (>1), destacando el polen
con los niveles mds altos, lo que corrobora su accién potenciadora sobre estos

compuestos minoritarios que tipifican el caracter varietal de la Tintilla de Rota.

El segundo factor (F2), estd correlacionado positivamente con los compuestos
volatiles mas responsables del perfil aromatico de los vinos (esteres y terpenos) y
negativamente con aldehidos y alcoholes. F2 agrupa por tanto la familia de compuestos
aromaticos que estan mas influenciados por la presencia de polen. Podriamos definir a
este factor como “Factor Polen”, ya que los resultados obtenidos indican que el uso de
polen favorece la produccién de ésteres, principalemente, y la cesidon de terpenos,
mientras que se disminuye la formacion de alcoholes y aldehidos. En este factor, se
vuelve a reflejar el efecto observado a dosis bajas en los estudios con diferentes dosis
en Palomino fino, Riesling y Tintilla de Rota. El polen esta muy relacionado con el
aumento de compuestos responsables de las notas aromaticas de frutas y flores,
caracteristicas que van a ser determinantes durante el analisis sensorial de los vinos. El
otro efecto observado en F2, es que vuelve a presentar cierta correlacién con los
terpenos y derivados, debido fundamentalmente al efecto sinérgico del polen y los
hollejos sobre esta familia de compuestos volatiles. En la Figuras 39a y 39b, queda
patente el efecto potenciador del aroma que presenta el polen durante la vinificacion
en blanco y en tinto. En este caso, los vinos con polen y activador comercial, presentan
en todos los casos valores positivos en F2, sobre todo en el caso del polen. Esto indica,
que el uso del polen en la vinificacién refuerza, por un lado, la formacién y por otro, la

extraccién, de compuestos responsables de los aromas en los vinos.

El tercer factor (F3), correlaciona y agrupa los alcoholes superiores principalente,
gue son los compuestos volatiles mayoritarios en los vinos. El polen tiene un efecto muy
claro sobre el comportamiento de esta familia de compuestos, tanto en vinos blancos
como en vinos tintos, favoreciendo la produccién de alcoholes superiores. En la Figura
39b, se representan los dos factores aromaticos (F2 y F3) donde el polen esta ejercienco
un cierto efecto. Como se puede observar, todos los vinos con polen, presentan los
niveles de F3 mas altos en sus respectivas series, en comparacion con el testigo y con el

activador comercial.
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F1 (54,88)

Tabla 26. Cargas de las componentes principales de los compuestos voldtiles en los
vinos de Tintilla de Rota dosificados con polen y testigo.

Compuestos volatiles F1 F2 F3
Alcoholes superiores -,097 ,009 ,986
Metanol ,875 -,155 ,195
Acidos -,669 -,535 -,081
Alcoholes C-6 -, 754 -,144 ,476
Alcoholes ,356 -,704 ,387
Terpenos y derivados ,668 ,614 ,068
Esteres ,497 ,834 -,024
Aldehidos -,086 -,832 -,052
Tioles ,873 ,418 ,059
Acetales ,980 ,061 -,148
Norisoprenoides ,938 ,274 -,062
Lactonas ,978 ,178 -,089
Fenoles ,977 ,083 -,108
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Figura 39. Andlisis de componentes principales en vinos de Palomino fino, Riesling y Tintilla de Rota,
fermentados con polen (p) frente a un activador comercial (cm) y control (c).
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4.3.7.3 Descripcion del Valor de la Actividad Odorante (VAO)

En las Tablas 27, 28 y 29 se muestran los valores del sumatorio de los VAO de
cada serie aromatica, asi como el sumatorio de todas las series ZOAVr, en las que se
incluyen todos los compuestos volatiles que presentan actividad odorante y participan
en el perfil sensorial de los vinos de Palomino fino, Riesling y Tintilla de Rota,
respectivamente. En el sumatorio de los VAO se agrupan las diferentes series aromaticas
en la que se asocian los diferentes compuestos volatiles con su umbral de percepcién

segun la bibliografia.

De forma general, en todos los casos, los vinos con polen presentan los valores
mas altos de 2OAVr, con diferencias significativas son significativamente superiores en
los vinos con polen con respecto al testigo y al activador comercial (Tablas 27, 28 y 29).
Esto se debe a que el polen presenta para todas las variedades de vinos estudiados los
niveles mas altos de las series odorantes afrutada y floral en comparacién con el testigo

y el activador comercial.

Para los vinos de Riesling y Tintilla de Rota, el activador comercial también
potencia o intensifica la serie afrutada y floral, aunque siempre en menor medida que
el polen (Tablas 28 y 29). La excepcidn lo constituye el Palomino donde los valores de

estas series son muy parecidos al testigo.

En las Figuras 40 y 41 se muestran el porcentaje de incremento de las series
odorantes “positivas” (afrutado + floral) frente a las series odorantes “negativas” (grasa
+ herbaceo + fruto seco). En todos los casos, el mayor peso del perfil aromatico de los
vinos, lo ejercen las series odorantes “positivas”, cuyos valores se situaron por encima
del 93-95 % en los vinos con polen, seguidas por el activador comercial, con valores

superiores al 83-93 % y por ultimo el testigo con un 81-90% (Figuras 40, 41y 42).
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Tabla 27. Sumatorio de los valores de actividad odorante (20AV) de los vinos de
Palomino fino agrupados por series odorantes.

Series odorantes Control Polen Comercial
Afrutado 85,74 154,02 85,69
Floral 17,63 24,61 16,91
Grasa 17,09 11,28 14,01
Herbaceo 1,06 1,03 1,05
Fruto seco 6,24 2,43 1,54
Terroso, hongos 0,30 0,28 0,29
Quimica 0,09 0,09 0,10
Especiado 0,03 0,05 0,04
20AVT 128,18 193,79 119,62

Tabla 28. Sumatorio de los valores de actividad odorante (2OAV) de los vinos de Riesling

agrupados por series odorantes.

Series odorantes Control Polen Comercial
Afrutado 138,28 239,97 149,42
Floral 8,56 25,42 23,23
Grasa 11,83 9,59 13,57
Herbaceo 0,58 0,99 0,81
Fruto seco 2,56 3,93 2,78
Terroso, hongos 0,15 0,31 0,19
Quimica 0,08 0,12 0,13
Especiado 0,01 0,02 0,05
20AVy 162,05 280,36 190,17
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Control Polen Comercial

m Afrutado + floral Grasa + Herbaceo + Fruto seco

Figura 40. Porcentaje de participacion de las series odorantes (afrutada,
floral, grasa, herbdcea y fruto seco) en los vinos blancos de Palomino fino.

100%

97%

94%

91%

88%

85%

Control Polen Comercial

m Afrutado + floral Grasa + Herbdceo + Fruto seco

Figura 41. Porcentaje de participacion de las series odorantes (afrutada,
floral, grasa, herbdcea y fruto seco) en los vinos blancos de Riesling.
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Tabla 29. Sumatorio de los valores de actividad odorante (20AV) de los vinos de Tintilla
de Rota agrupados por series odorantes.

Series odorantes Control Polen Comercial
Afrutado 125,11 173,85 133,14
Floral 17,61 37,74 36,23
Grasa 11,00 8,76 9,36
Herbaceo 0,54 0,64 0,54
Fruto seco 6,38 1,45 1,22
Terroso, hongos 0,27 0,26 0,19
Quimica 0,08 0,13 0,13
Especiado 1,06 1,88 1,53
Fendlico 0,01 0,01 0,01
20AVT 162,05 224,71 182,35

100%
97%
94%
91%
88%
85%
Control Polen Comercial
B Afrutado + floral Grasa + Herbaceo + Fruto seco

Figura 42. Porcentaje de participacion de las series odorantes (afrutada,
floral, grasa, herbdcea y fruto seco) en los vinos tintos de Tintilla de Rota.

Por tanto, de forma general podemos decir que el polen consigue potenciar la
formacién de compuestos volatiles con poder odorante positivo (fruta y flores), frente

a los compuestos volatiles con aromas defectuososo (grasos).
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4.3.8 Andlisis sensorial descriptivo

A continuacion, se realizé un analisis sensorial a todos los vinos, para describir
los atributos organolépticos que describen cada vino de forma detallada. Para ello, se
utilizé una ficha de cata especifica para los vinos blancos (Anexo. Tabla 38) y otra para
los vinos tintos (Anexo. Tabla 39). En los vinos elaborados en Francia se utilizd los
descriptores genéricos para vinos tintos jovenes, de tal forma que para realizar la
comparativa, en cada caso se ha diferenciado entre los atributos de cata con cardcter
general y en Palomino fino, Riesling y Tintilla de Rota, ademds del caracter general se
obtuvo informacidn y valoracion de los atributos olfativos especificos. Todos los vinos
blancos fueron analizados por 29 jueces, todos ellos personas con amplia experiencia en

el andlisis sensorial de vinos.

4.3.8.1 Atributos generales en vinos blancos

En las Figuras 43 y 44, se representan los diagramas de arafia correspondientes
al perfil sensorial de los atributos generales para los vinos blancos de Palomino fino y
Riesling respectivamente (caracter frutal, floral, especiado, en nariz; dulzor, acidez,
amargor, astringencia, salinidad, cuerpo y persistencia, en boca). Como se puede
observar, en ambos casos, los vinos con polen alcanzaron de forma significativa una
mayor puntuacion en los caracteres frutal y floral, frente al testigo y al activador
comercial, siendo el testigo el que obtuvo las puntuaciones mdas bajas. Estas
valoraciones verifican los resultados del VAO y probablemente sean debido, como se ha
apuntado anteriormente, a que el polen potencia de manera especifica la sintesis de

esteres durante la fermentacion alcohdlica.

En los vinos de Palomino, las puntuaciones sobre el caracter floral no muestran
diferencias significativas entre los vinos testigo y los vinos con activador comercial
(Figura 43). Sin embargo, en Riesling los vinos testigos presentan las mejores

puntuaciones, en comparacion con el activador comercial (Figura 44).
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Con respecto el atributo sensacion dulce en boca, los vinos testigo y con polen,
presentan puntuaciones inferiores en comparacién con el activador comercial. Mientras
gue en Riesling, control y polen muestran puntuaciones ligeramente superiores frente
al activador comercial. En cuanto a la acidez, todos los vinos muestran niveles de acidez
moderada y solo los vinos con activador comercial y polen son los que presentaron
puntuaciones ligeramente superiores al testigo. Ninguno de los vinos destaca por su
caracter amargo, sin embargo, en Palomino fino, el testigo obtiene puntuaciones
significativamente superiores al polen y activador comercial; mientras que en Riesling el
comportamiento es opuesto (Figura 44). La sensacién de astringencia de los vinos es
puntuada muy baja de forma general, destacando Unicamente y con puntuaciones
mayores los vinos de Riesling con activador comercial. En cuanto al caracter salino, en
todos los casos los resultados muestran valores bajos y ninguno de los vinos destacé de

forma significativa.

Respecto a la sensacion de textura en boca, cabe destacar que los vinos que
presentan mas cuerpo fueron control y polen, en Palomino; y los vinos con polen, en
Riesling, siendo siempre el activador comercial el que menos puntuacién obtuvo en
todos los casos. Ademas de ello, son esos mismos vinos los que presentan
significativamente mayor persistencia en los vinos de Palomino, mientras que los

Riesling son mejor valorados con polen y activador comercial (Figuras 43 y 44).
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Figura 43. Andlisis sensorial de los vinos de Palomino fino fermentados con polen y activador
comercial (atributos generales). (**p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001)

Caracter
frutal

3% % %k %k

. . Caracter
Persistencia
floral
Caracter
Cuerpo .
especiado
*
Salinidad Dulzor
*
Astringencia Acidez

Amargor
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Figura 44. Andlisis sensorial de los vinos de Riesling fermentados con polen y activador
comercial (atributos generales). (*p < 0,05, ****p < 0,0001)
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4.3.8.2 Atributos especificos en vinos blancos

Haciendo un andlisis pormenorizado sobre atributos mas especificos de la fase
olfativa entre los vinos blancos, de forma general, Riesling presenta un perfil sensorial
mucho mas complejo y rico que los vinos de Palomino fino (Figuras 45 y 46). Mientras
que en los vinos de Palomino se intensifican significativamente las notas a frutas blancas
(manzana y pera), en Riesling ademas de las frutas blancas, se incrementan las notas a
frutas tropicales (platano, meldn, pifia, maracuyd) y citricas (mandarina y lima), con
respecto al activador comercial y al testigo. Los vinos con activador comercial y polen de
Palomino, presentan mayor intensidad en frutas con hueso y menor en frutos secos, en
comparacion con el polen, a pesar de que este ultimo atributo obtuvo muy baja
puntuacion en todos los casos. En el caso de Riesling, solo se observa un ligero

incremento en las notas a frutos secos en los vinos con polen.

Como ya se esperaba, en los vinos de Palomino con polen y activador, se
obtienen las mayores puntuaciones en el atributo intensidad de flores blancas (azahar,
jazmin), mientras que el resto de atributos son evaluados con puntuaciones muy bajas
por los catadores (Figura 45). En el caso de los vinos de Riesling, la intensidad en flores
blancas estd mas marcada que en Palomino, coincidiendo con los incrementos
observados en esta serie odorante en el estudio de los VAO. Los vinos de Riesling
elaborados con el activador comercial, muestran incrementos en las notas blasamicas,
a levaduras y quimico, incrementos no observados en los vinos con polen. Este
comportamiento indica que a pesar de conseguirse un perfil sensorial mas complejo con
la variedad Rieling, la intensidad en la que se encuentran estos atributos minoritarios
parece estar integrada de forma mds equilibrada. Por ultimo, a pesar de que no hubo
diferencias en la graduacién alcohdlica de los vinos (Tablas 4 y 5), los vinos de Riesling
presentan mayor calidez en boca con el polen, posiblemente relacionado con el ligero

incremento en cuerpo y persistencia observado.
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Frutas blancas

. Frutas

Calidez R
tropicales
Quimico Citricos
Microbioldgicos Fruta con hueso
Animales Frutos secos
Minerales Flores blancas
Balsamicos Vegetal

—@— Control —&—Polen -—#&— Comerial

Figura 45. Andlisis sensorial de los vinos de Palomino fino fermentados con polen y
activador comercial (atributos olfativos especificos).
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Figura 46. Andlisis sensorial de los vinos de Riesling fermentados con polen y activador
comercial (atributos olfativos especificos).
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4.3.8.3 Atributos generales en vinos tintos

De forma general, los vinos tintos de Tintilla de Rota, Cabernet sauvignon y
Merlot, elaborados con polen presentan puntuaciones significativamente superiores en
los atributos relacionados con el caracter afrutado y floral con respecto al testigo y al
activador comercial (Figuras 47, 48 y 49). No se observa variaciones en la intensidad del
dulzor en ninguno de los casos. Sin embargo, en el caso de Tintilla se observa una mayor
puntuacion en la intensidad de la acidez en los vinos con polen y activador comercial,
mientras que, en Cabernet y Merlot este aumento solo se observa en los vinos con
activador comercial (Figuras 48 y 49). Las sensaciones de amargor y astringencia
presentan de forma conjunta, un comportamiento muy diferente en los vinos. Mientras
que, en la Tintilla y Merlot, los vinos con polen fueron los que obtuvieron menor
puntuacion; en Cabernet, el vino elaborado con el activador comercial fue el que
presentd menor amargor y astringencia. En el caso de Tintilla, al igual que sucedié con
los vinos de Riesling, los vinos con polen y activador comercial fueron vinos con mayor

cuerpo y persistencia.

Caracter frutal
8 xx

Persistencia Caracter floral

Cuerpo Caracter especiado

O - N W B~ Uu\Oo

Astringencia \ // Lacteos

Amargor Dulzor

Acidez

—&— Control Polen Comerial

Figura 47. Andlisis sensorial de los vinos de Tintilla de Rota fermentados con polen y activador
comercial (atributos generales). (*p < 0,05, **p < 0,01)
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6

Astringencia Caracter floral

Amargor Dulzor

Acidez
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Figura 48. Andlisis sensorial de los vinos de Cabernet sauvignon fermentados con
polen y activador comercial (atributos generales). (*p < 0,05, **p < 0,01)
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Figura 49. Andlisis sensorial de los vinos de Merlot fermentados con polen y activador
comercial (atributos generales). (**p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001)
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4.3.8.4 Atributos especificos en vinos tintos

Analizando los atributos olfativos especificos en los vinos tintos de Tintilla de
Rota (Figura 50), todos los vinos con polen presentaron de forma significativa mayor
rigueza y diversidad en el perfil afrutado de los vinos (moras, frambuesas, cerezas,
manzana, ademds de notas a melén, mango, maracuya, mandarina y lima) (ANOVA p <
0,05), en comparacion con los vinos testigo y con activador comercial. Mientras que no
se observaron diferencias sustanciales en los aromas a frutas con hueso, frutos maduros
y frutos secos. En relacién con los atributos florales, los vinos con polen fueron los mejor
puntuados en sus notas a flores azules (violetas y lilas) y rojas (rosas), y en menor medida
en flores blancas, donde destacé el testigo, aunque en ambos casos fueron mejor
puntuados que el activador comercial. El resto de atributos no mostraron diferencias

significativas entre los vinos.

Frutas rojas

Calidez 8 Frutas negras
7
Animales 6 Frutas blancas
5
4 F
. rutas
Minerales 3 .
tropicales
2
Balsamicos Citricos
Vegetal Fruta con hueso
Flores azules Frutos maduros
Flores rojas Frutos secos

Flores blancas

—&— Control Polen =& Comerial

Figura 50. Andlisis sensorial de los vinos de Tintilla de Rota fermentados con polen y
activador comercial (atributos elfativos especificos).
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439 Testde ordenaciony prueba triangular

Para reducir el posible caracter subjetivo que normalmente se suele asociar al
analisis sensorial de los vinos, una vez caracterizados por atributos (olfativos, gustativos
y textura), los vinos fueron sometidos al test de ordenacién (ISO 8587:2006 AENOR,
2010) y a la prueba triangular (ISO 4120:2007 AENOR, 2008). Ambos métodos son muy
utilizados en los diferentes campos de la industria alimentaria, sobre todo en el estudio

de nuevos productos antes de su lanzamiento el mercado.

El test de ordenacidn, es método de evaluacion sensorial que nos va a permitir
ordenar una serie de muestras en funcién de un criterio establecido. En este caso, a los
catadores se les indicé que ordenaran las muestras segun la preferencia hedénica, de
manera que se pueda conocer si existen diferencias entre los diferentes vinos. Una vez
ordenados los vinos, siguiendo las indicaciones de la norma, se les asigné una
puntuacion creciente segun el orden de preferencia y se calcularon las sumas de las
ordenaciones de las muestras para cada catador, rechazandose la hipdtesis nula (Ho)
cuando exista ausencia de diferencias entre las muestras. Para ello, se aplicd el valor del
test de Page, para comparacion respecto a un orden conocido. Observando los
resultados de la tabla 4 de la norma, se rechazara Ho, si F test > F de la tabla, considerando
el nimero de jueces, el nimero de productos y el riesgo asumido. Por lo tanto, se podra

concluir que hay diferencias consistentes entre las ordenaciones de los productos.

Los resultados del test de ordenacién para los vinos blancos y tintos elaborados
con el uso de polen frente a un activador comercial se muestran en la Tabla 30.
Atendiendo a los valores de la tabla, se concluye que hay diferencias consistentes entre

las ordenaciones de los productos:

- Enlos vinos de Palomino fino, se prefirieron significativamente los vinos con polen

y el testigo, frente al activador comercial.

- Enlos vinos de Riesling, se prefirieron significativamente los vinos con polen sobre
todas las demas, seguidas de lejos por el activador comercial y en dltimo lugar, por

los vinos testigo.
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- En los vinos de Tintilla, se obtuvieron resultados similares a los de Riesling, se
prefirieron nuevamente los vinos con polen de forma significativa, seguidos por el

activador comercial y en ultima posicidn los vinos testigo.

- En los vinos elaborados con Cabernet sauvignon, nuevamente se prefirieron de
forma significativa, aquellos elaborados con polen frente al testigo y el activador

comercial.

- En dltimo lugar, los resultados obtenidos con los vinos de Merlot, mostraron una
preferencia hacia los vinos con polen, muy cerca de haber llegado a obtener

significancia estadistica.

Tabla 30. Resultados del test de ordenacion obtenido en los vinos blancos y tintos
obtenidos en el estudio comparativo con polen y activador comercial.

Variedad Control Polen Comercial Catadores Ftest Significancia (a)
Palomino fino 42 66 66 29 13,24 0,01
Riesling 49 72 53 29 10,41 0,01
Tintilla de Rota 41 75 58 29 19,93 0,01
Cabernet sauvignon 37 46 31 19 6,00 0,05
Merlot 59 66 49 29 5,03 --

Estos resultados se muestran de forma esquematizada en la Figura 51, donde estan
representados los porcentajes de puntuacion obtenidos en cada caso (testigo, poleny

activador comercial) con respecto a la puntuacion total.
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Palomino fino Riesling

Tintilla de Rota

Cabernet sauvignon Merlot

Figura 51. Puntuacion (%) obtenida con cada tipo de elaboracion (testigo, polen y
activador comercial) con respecto a la puntuacion total.

En la prueba triangular, se presentan de forma simultanea tres muestras, donde
siempre dos de ellas son idénticas y una diferente. El panelista o catador, debe indicar
en cada caso cudl de las muestras es la diferente. Esta prueba nos va a permitir conocer
si existe alguna diferencia perceptible entre tres vinos, sin necesidad de especificar la
posible naturaleza de esas diferencias (Anzaldia Morales, 1994). En este sentido, se
establece la hipdtesis de que la probabilidad de escoger la muestra diferente cuando no
existe diferencia entre las muestras es de 1/3 (Ho: Pt=1/3). En esta modalidad, las
muestras fueron presentadas a los catadores siguiendo las secuencias: AAB, AAC, BCC,
ABB, ACC y BCC, de tal manera que todas las muestras fueron presentadas en igual

numero y de forma aleatoria.

Atendiendo a las indicaciones de la norma (ISO 4120:2007 AENOR, 2008), si el
numero de respuestas correctas son mayores o iguales al nimero establecido en la tabla
(correspondiendo al numero de jueces y al nivel de riesgo elegido en la prueba), se

concluira que existen diferencias perceptibles entre las muestras.
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Los resultados de la prueba triangular para los valores obtenidos de alfa riesgo
(a) y el nimero de catadores para cada variedad de vinos, se muestran en la Tabla 31, y
el porcentaje de catadores que identificaron los vinos diferentes en cada caso se
muestran en la Figura 51. Los valores de la tabla mostraron diferencias significativas en

los siguientes casos:

- En los vinos de Palomino fino, los vinos con el activador comercial fueron muy
diferentes respecto al testigo (a = 0,2) y al vino con polen (a = 0,01). Mientras que
entre testigo y polen no se obtuvieron diferencias significativas.

- En los vinos de Riesling, se obtuvieron diferencias significativas en todas las
comparaciones.

- En los vinos de Tintilla, nuevamente, al igual que en Riesling, todos los vinos
mostraron diferencias entre si.

- En los vinos elaborados con Cabernet sauvignon y Merlot, mostraron resultados
similares. En cada caso, los vinos con polen y con el activador comercial, mostraron
diferencias significativas que permitieron poder diferenciarlos entre si. Mientras
gue no se pudo obtener una diferenciacidn tan clara entre los vinos con polen y con

el activador comercial, en ambas variedades.

Tabla 31. Resultados de la prueba triangular obtenidos en los vinos blancos y tintos
obtenidos en el estudio comparativo con polen y activador comercial.

Control vs Control vs Polen vs

Variedad Polen Comercial Comercial Catadores
Palomino fino -- 0,2 0,01 28
Riesling 0,2 0,01 0,2 27
Tintilla de Rota 0,1 0,2 0,2 26
Merlot 0,001 0,05 -- 29
Cabernet sauvignon 0,2 0,01 - 17
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La Figura 52 muestra el porcentaje de catadores capaces de identificar los vinos
diferentes en la prueba triangular. En el caso de los vinos blancos, el mayor porcentaje
de catadores fueron capaces de identificar las diferencias entre los vinos, al enfrentar
los vinos con polen frente al activador comercial, en el caso de Palomino y control frente

a comercial, en Riesling.

Los resultados de aplicar la prueba triangular a los vinos tintos elaborados con
Tintilla de Rota, mostraron de forma general que todos los vinos presentaron un
comportamiento similar. Siendo el efrentamiento del control con el polen, el que obtuvo
un porcentaje ligeramente superior al resto. En los vinos elaborados con Merlot, las
mayores diferencias fueron encontradas de nuevo, entre el control y el polen, mientras
gue en los vinos de Cabernet sauvignon, los resultados fueron muy parecidos a los vinos

de Riesling.

Palomino Riesling

Polen vs Comercial;
Polen vs Comercial; 44,4%

57,1%

Control vs Comercial;
42,9% Control vs Comercial;

66,7%

Tintilla de Rota

Polen vs Comercial;
46,2%

Cabernet sauvighon Merlot

Polen vs Comercial;
41,4%

Polen vs Comercial;
41,2%

Figura 52. Porcentaje de catadores que identifaron correctamente el vino (testigo, polen 'y
activador comercial) durante la prueba del test triangular.
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Al analizar de forma conjunta los resultados obtenidos de las dos pruebas, junto
con la informacién detallada obtenida del andlisis sensorial, se puede llegar a concluir

que:

- Los elevados porcentajes de catadores capaces de identificar los vinos diferentes
durante las sesiones de pruebas triangulares, indicaron que efectivamente existen
diferencias significativas entre los vinos elaborados con polen, activador comercial

y control.

- Los resultados del test de ordenacion, mostraron que, en la mayor parte de los
casos, los vinos preferidos de forma significativa fueron los elaborados con polen,

tanto en blancos como en tintos.

Por ultimo, teniendo en cuenta los resultados de los analisis sensoriales
descriptivos, se puede determinar que esas diferencias organolépticas entre los vinos,
son producidas por mejoras en la intensidad aromatica de los atributos sensoriales
correspondientes a los aromas afrutados vy florales. Caracteristicas por las cuales, los

vinos vinificados con polen de abeja fueron los mejor valorados por los catadores.
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4.4 Consideraciones econdmicas en el coste del polen frente a productos
comerciales

4.4.1 Evolucion del precio del polen

De forma anual, el Ministerio de Agricultura y Pesa, Alimentacion y
Medioambiente, lleva un control sobre la produccién de los productos agroalimentarios
producidos en Espafia. En nuestro caso, nos vamos a centrar en conocer como ha
evolucionado el precio del polen en el sector. En la Figura 53, se muestra la evolucién
econdmica del polen en los dos formatos en que se comercializa, a granel y envasado,
desde la campafia 2006/07 hasta la ultima campafia registrada 2016/17 (MAPAMA,
2017).

Observando la Figura 53, se puede ver como durante la campafia 2012/13 los
precios para el polen a granel y envasado experimentaron una subida de los precios, en
comparacion con las campanas anteriores. En esta campania, los precios se revalorizaron
un 58,70 % en el formato a granel y un 18,87 % en el envasado, con respecto al precio

medio de las cinco campafias anteriores.

Durante la campafia siguiente (2013/14), los incrementos de las ventas
permitieron volver a registrar subidas, mas que significativas en los precios del polen,
entre un 9,80 % y un 3,80 %, para polen envasado y a granel respectivamente. A partir
de aquir, los precios alcanzados, se mantuvieron mas o menos estables durante la
campafia siguiente (2014/15), donde el kilo de polen experimentd leves variaciones

(1,72 % y 0,15 %, a granel y envasado, respextivamente).

A partir de mayo de la campania siguiente (2015/16), esta subida en los precios
se ve interrumpida y se experimentan los primeros descensos, recogiéndose caidas del
orden de -0,98 % en el precio del polen a granel y del -0,32 % en el del polen envasado.
Las cotizaciones alcanzadas por el precio del polen, lleva si variar de manera significativa
las dltimas tres campafias, con precios algo superiores a 14,0 €/Kg de polen envasado y

alrededor de los 11,0 €/Kg de polen a granel.
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Analizando los datos recogidos de la campafa anteriores (2016/2017) se
volvieron a registrar descensos en el precio del polen, con variaciones del -5,31 % en el
polen a granel y del -,1,82 % en el polen envasado. Por lo tanto, los precios finales
alcanzados durante la campaia anterior registrada, fueron de 10,47 €/Kg para el polen

a granel y 13,73 €/Kg para el envasado.

16

Polen a granel Polen envasado

Figura 53. Evolucidn del precio del polen entre las campafias 2006/07 y 2016/17.
Ministerio de Agricultura y Pesca, Alimentacion y Medio Ambiente (2017).

4.4.2 Estudio econdmico comparativo con nutrientes comerciales

El analisis comparativo de costes ha sido realizado entre el coste/kilo del polen
(envasado y a granel) indicado por el MAPAMA (2017), frente al coste de ocho
Nutrientes Comerciales (NC) de diferentes casas, uno de ellos especificos para la
fermentacion malolactica (FML). En la Tabla 32 se muestran la composicion base y el uso

enoldgico de cada uno de ellos.
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Tabla 32. Nutrientes comerciales, su formulacion e interés enoldgico para FA 'y FML.

Nutriente Formulacion base

NC1 Levaduras inactivadas, cortezas de levaduras y celulosa microcristalina

NC2 Preparacion de levaduras inactivadas

NC3 Levaduras inactivadas (Saccharomyces cerevisiae), fosfato diamdnico y tiamina (B1)
NC4 Preparacion especifica de autolisados de levaduras

NC5 Levaduras inactivadas, fosfato diamdnico y tiamina (B1)

NC6 Paredes celulares de levadura seleccionada de la especie Saccharomyces cerevisiae
NC7 Levaduras inactivadas, fosfato diamadnico. Sin tiamina (vitamina B1)

En el mercado existen diferentes tipos de productos enolégicos, destinados a su
uso en diferentes etapas de la vinificacion (al inicio, durante la etapa de fermentacion
tumultuosa, al final de la fermentacién alcohdlica, etc), y, por lo tanto, una gran
diversidad de precios. Sin embargo, la mayoria presenta una composicion a base de los
mismos componentes (levaduras inactivadas, cortezas de levaduras, celulosa, fosfato

diaménico y tiamina).

A pesar de que algunas casas comerciales, elaboran productos indicados como
ecoldgicos o naturales, estan formulados a partir de concentrados obtenidos de forma
industrializada. Durante la cadena de produccidon del polen de abeja, como ya se
describié, no existe ninguna etapa que utilice compuestos quimicos o procesos
industriales agresivos con el medio ambiente, lo que podria situar al polen de abeja en
la corriente Green Technology, saludable con el medioambiente, frente a otros

productos enoldgicos.

Para conocer su posicionamiento en el mercado de los nutrientes enoldgicos, se
ha comparado frente a diferentes nutrientes de origen comercial (NC1-NC7) (Tabla 32).
En la Figura 54 se muestran los costes de cada producto comercial, junto con el valor del
polen a granel y envasado (€/Kg), frente al coste por dosis (0,25 g/L), tanto en polen

como en activador comercial.
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Figura 54. Costes nutrientes comerciales y polen (€/Kg) frente al coste por dosis (€/dosis)

El menor coste los presentd el polen a granel, como era de esperar, a pesar del
laborioso trabajo y dedicacién necesaria para su produccion. En relacion con el resto de
productos, se observaron dos grupos, uno donde se encontraron los productos mas
econdémicos, formado por NC1, NC7, NC3, polen envasado y NC5, y otro grupo formado
por los productos de mayor coste (NC6, NC4 y NC2). Dentro del gupo econdémico, el
producto que presenté un valor mas alto fue NC5, mientras que NC1y NC7, presentaron
valores similares. El polen envasado, presentd valores intermedios, coincidiento en
coste con NC3, por lo que podemos decir que el polen envasado presenta un coste de
mercado medianamente bajo, en comparacidn con otros productos comerciales, siendo

el coste mas interesante el del polen a granel.

Cuando se analizaron los costes en funcién de la dosis empleada, se observé la
misma tendencia en todos los casos. En primer lugar, estudiando las diferencias de
costes repecto al polen a granel, se observaron incrementos en todos los casos (14 — 188
%). Los productos mas econdmicos, mostraron incrementos mas bajos, entre 14 %y 31,3
%. Sin embargo, en este caso, NC5 presentd un incremento de mas del doble con

respecto al polen a granel.
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En los productos de mayor coste, los incrementos eran mucho mayores, como
cabia esperar (110,1 % y 188 %). Estos resultados seguirian situando al polen envasado
en una posicion interesante, pese a que el polen con mayor rentabilidad en su uso como

activador enoldgico, seria el polen a granel.

Cuando se compararon los costes con respecto al precio por dosis de polen
envasado, se observaron tres comportamientos diferencies. Por un lado, el polen a
granel, NC1 y NC7 presentaron los costes/dosis mas bajas, entre un 11,8 % y un 23,9 %.
Por otro, el polen envasado presentd el mismo coste que NC3, por lo que su coste/dosis
permanecio invariable, mientras que el incremento mas bajo se observé en NC5 (16,4
%). Y por ultimo estarian el grupo de productos con mayor coste de mercado, que fueron
los que mayor incremento presentaron con respecto al polen envasado. Mientras que
NC6 y NC4, incrementaron sus costes un 60% y un 73,5 %, respectivamente, NC2 fue el

producto con mayor incremento por dosis con un 119,3 %.

Estos resultados, vuelven a poner en valor el uso del polen como activador
fermentativo, y situarlo en la industria enoldgica en una posicidn claramente rentable,

tanto en su formato a granel como envasado.
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5.1.

CONCLUSIONES

El polen es una fuente directa y de reserva de nitrégeno facilmente asimilable,
que puede servir para enriquecer los mostos de uva blanca y tinta, antes y

durante la fermentacidén alcohdlica.

Desde el punto de vista cinético, el polen disminuye los tiempos de latencia,
aumentando la velocidad de crecimiento y las poblaciones maximas de
levaduras, asi como su supervivencia en la fase final de la fermentacién

alcoholica.

La aplicacion de polen a dosis bajas (0,1 y 0,25 g/L) no altera la composicién
fisico-quimica ni los parametros de color de los vinos blancos y tintos. Sin
embargo, cuando se aplica a dosis elevadas (5, 10 y 20 g/L) en vinos blancos, se
produce un aumento significativo en la intensidad colorante (IC), la absorbancia
a 420 nmy la componente b* de los parametros cromaticos CIELab, que pueden

afectar a su calidad sensorial final.

La adicidn de polen en los mostos de uva blanca y tinta, produce un aumento de
la concentracién de los compuestos volatiles totales de los vinos finales,
destacando sobre todo las familias de los alcoholes superiores, los ésteres y los
terpenos, y especificamente en el caso de tintos, las familias de los fenoles, tioles

y norisoprenoides.

La aplicacién de polen a dosis bajas (0,1 y 0,25 g/L) aumentan los niveles totales
de los VAO vy las series aromaticas correspondientes al caracter afrutado y floral
de los vinos blancos como en tintos, mientras que las dosis elevadas aumentan

las series aromaticas grasa y herbacea.

El andlisis sensorial descriptivo determina que las dosis bajas de polen (0,1y 0,25

g/L) son las que obtienen las mayores puntuaciones en la valoracion global y en

225



Tesis Doctoral — Antonio Amores-Arrocha Conclusions

los atributos sensoriales responsables de los aromas afrutados y florales tanto

en vinos blancos como en tintos.

7. Los estudios de validacion y comparacion del polen con un activador

fermentativo comercial demuestran que:

o Eluso de polen a una dosis entre 0,2 y 0,25 g/L, produce en comparacion
con el activador comercial, una mejora en la cinética fermentativa y en el
crecimiento de las levaduras durante la fase exponencial, permitiendo un

mayor grado de supervivencia en el final de fermentacion.

o Eluso de polen a una dosis entre 0,2 y 0,25 g/L produce, en comparacion
con el activador comercial, un aumento en la formacién de compuestos
volatiles, fundamentalmente alcoholes superiores, ésteres y terpenos,
que se traduce en un incremento de los VAO de las series aromaticas

afrutadas y florales.

o Losresultados del analisis sensorial descriptivo junto con la aplicacion de
la prueba triangular y el test de ordenacién muestran que, en la mayor
parte de los casos, los vinos con mejores caracteristicas sensoriales y con
mayor preferencia han sido los elaborados con polen de abeja en

comparacion con el activador fermentativo.

8. Por todo ello, consideramos que el polen de abeja puede ser una alternativa
viable, natural y econdmica, con capacidad para actuar como activador o
nutriente de las levaduras durante la fermentacion alcohdlica, y para mejorar el

perfil aromatico afrutado y floral de los vinos jévenes blancos y tintos.
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5.2.

CONCLUSIONS

Bee pollen is a direct and reserve source of nitrogen easily assimilated by yeasts,
which can serve to enrich the must of white and red grapes, before and during

alcoholic fermentation.

From the kinetic point of view, bee pollen decreases latency times, increasing
the growth rate and the maximum yeasts populations, as well as their survival in

the final stage of alcoholic fermentation.

Bee pollen application at low doses (0.1 and 0.25 g/L) does not alter the
physicochemical composition or the color parameters of white and red wines.
However, when high doses (5, 10 and 20 g/L) are used in white wines, there is a
significant increase in colour intensity (Cl), absorbance at 420 nm and
component b* of CIELab chromatic parameters, which can affect its final sensory

quality.

Bee pollen addition in the white and red grape musts, produces an increase in
the total volatile compounds concentration of final wines, highlighting higher
alcohols, esters and terpenes families, and specifically, phenols, thiols and

norisoprenoids, in red wines.

Bee pollen application at low doses (0.1 and 0.25 g/L) increase total OAV levels
and the aromatic series corresponding to fruity and floral characters of the white

wines as in reds, while the high doses increase fatty and grassy odorant series.

The descriptive sensory analysis shows that low doses of bee pollen (0.1 and 0.25
g/L) are the best-scored doses in the overall assessment, and also in the
attributes corresponding to the fruity and floral aromas, both in white wines as

in red wines.
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7. Validation and comparison studies of bee pollen with a commercial fermentative

activator show that:

Bee pollen use at a dose between 0.2 and 0.25 g/L, compared to a
commercial activator, produces an improvement in fermentative kinetics
and in the growth of yeast populations during the exponential phase,

allowing greater degree of survival at the end of alcoholic fermentation.

Bee pollen used at a dose between 0.2 and 0.25 g/L, compared to a
commercial activator, increase volatile compounds formation, mainly
higher alcohols, esters and terpenes, which translates into an increase in

the OAV of fruity and floral odorant series.

Descriptive sensory analysis results together with the information
obtained by applying triangular test and ordination test show that, in
most cases, wines with better sensory characteristics and with greater
preference have been those made with bee pollen in comparison with

the commercial activator.

8. Therefore, we consider that bee pollen can be a viable, natural and economic

alternative, with the capacity to act as an activator or nutrient for yeasts during

alcoholic fermentation, and to improve fruity and floral aromatic profile of young

white and red wines.
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Anexos

Tabla 33. Umbral de percepcion del olor (OPT), descriptores de olor y serie odorante de los compuestos
voldtiles encontrados en los vinos

Compuestos volatiles Umbral @ Descriptor del aroma Serie aromatica
Alcoholes superiores?
alcohol n-propilico 50 Fresco, afrutado Herbaceo
Isobutanol 30 Afrutado, parecido al vino Afrutado
Alcohol isoamilicoc 30 Fruta madura, dulce/quimicoc Fruta
Acidos
Acido butanoico 173 Queso Graso
Acido 3-metil-butanoico 33 Queso Graso
Acido hexoxanico 420 Queso, rancio Graso
Acido heptanoico 1000 Graso, seco Graso
Acido octanoico 500 Aceite vegetal, rancio, dspero Graso
acido n-decanoico 1000 Graso, desagradable Graso
Acido benzoico 1000 Quimico Quimico
Acido bencenoacético 2500 Miel, polen Floral
Alcoholes C-6
1-hexanol 1100 Herbacea, hierba, madera Herbaceo
3-hexen-1-ol-(E) 400 Fresco Herbaceo
3-hexen-1-ol-(2) 400 Hierba recién cortada Herbaceo
Alcoholes
1-pentanol 676000 Herbaceo Herbaceo
4-metil-1-pentanol 50000 Nueces Fruta seca
3-metil-1-pentanol 1000 Suelo, hongo Terroso, hongo
3-etoxi-1-propanol 50000 Afrutado Afrutado
1-octanol 120 Citricos intensos, rosas Afrutado
Alcohol bencilico 900 Aroma de mora Afrutado
Alcohol feniletilico 10000 Rosas, miel, lila, floral, polen Floral
1-butanol 150000 Medicinal Fendlico
Fenoles
4-etilfenol 440 Corral, medicinal, fendlico Fendlico
4-vinilguaiacol 40 Pimienta negra, clavo, madera Especiado
Acetovainillina 1000 Vainilla dulce, clavo Especiado
Terpenos y derivados
Oxido de linalool 6 Fresco, dulce, floral Floral
Linalool 15 Flores, violetas y naranjas Floral
a-terpineol 250 Verde, floral, fresco Herbaceo
(R)-(+)-B-Citronellol 100 Rosal, clavo de olor, rosa, fresco Floral
Esteres
Acetato de etilo 12 Pifa Afrutado
Butirato de etilo 20 Fruta pasada, manzana Afrutado
Isovalerato de etilo 3 Fruta fresca, naranja, bayas, mora Afrutado
Acetato de isoamilo 30 Platano Afrutado
Hexanoato de etilo 5 Manzana verde, afrutada Afrutado
Acetato de hexilo 670 Pera, agradable frutado Afrutado
Octanoato de etilo 5 Pifia, pera, floral, dulce Afrutado
Nonanoato de etilo 1300 Rosa, afrutado Floral
Ethyl 2-hydroxy-4-

51 , . .
methylpentanoate Arandano, aroma de aceite de valeriana Afrutado
Decanoato de etilo 200 Dulce, afrutado, fruta seca Afrutado
Succinato de dietilo 1200 Afrutado, melén Afrutado
Fenilacetato de etilo 75 Miel Floral
Acetato de fenetilo 250 Agradable, florido, rosas Floral
Malato de dietilo 10 Afrutado Afrutado
Vainillato de metilo 3000 Vainilla Especiado
Lactato de etilo 154636 Graso Graso
Dodecanoato de etilo 800 Floral, con notas afrutadas Floral
Acido hexadecanoico, éster 1500 Afrutado, dulce Afrutado

etilico
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Aldehidos

Acetaldehido® 10 Almendra amarga Fruta seca
Benzeneacetaldehido 5 Floral, rosa Floral
Nonanal 1 Naranjas, rosas Afrutado
3-metil-butanal 4,6 Malteado, acervezado Afrutado
Tioles

3-metiltio-1-propanol 1000 Patata cocida Terroso
Lactonas

Dihidro-5-pentil-2(3H)- 1500 Afrutado, dulce Afrutado
furanona

ag| calculo del VAO se realizo dividiendo la concentracidn de los compuestos por su concentraciéon umbral (ug/L, mg/L)
descrita en la bibliografia (Duarte et al., 2010; Lukic et al., 2016; Perestrelo et al., 2006; Slegers et al., 2015; Chang et
al., 2014; Cheng et al., 2015; Li et al.,2017; Mayén Riego 2005; Sanchez-Palomo et al., 2017; Zea et al., 2001). bValores

umbral (mg/L). €Olor quimico concentraciones superior a 400 mg/L (Vidrih and Hribar, 2007)
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Tabla 34. Concentracion de los compuestos voldtiles (ug/L) en vinos blancos de Palomino fino
(control, polen y activador comercial.

Parametros Control Polen Comercial
Alcoholes superiores

2-propanol 419790,9 + 7150,0° 400774,7 + 14870,0° 404816,4 + 2700,0°
alcohol n-propilico 7851,7 + 80,07 4734,1 + 100,0° 4864,3 + 60,0°
Isobutanol 29588,9 + 1040,0° 29268,0 + 820,0° 32853,1 + 770,0°
Alcohol isoamilico 268385,1 + 7622,0° 347966,3 + 915,2° 229924,9 + 4033,7°
Total 725616,6 + 15892,0 782743,0 + 16705,2 672458,7 + 7563,7
% Alcoholes superiores 86,16% 90,20% 90,22%

Metanol 38822,5 + 1480,0° 38881,3 * 1690,0° 38432,2 + 720,0°
Total 38822,5 + 1480,0 38881,3 + 1690,0 38432,2 + 720,0
% Metanol 4,61% 4,48% 5,16%

Acidos

Acido butanoico 32,8 + 0,7° 30,2 + 0,1° 31,0 + 0,3°
Acido 3-metil-butanoico 200,0 + 0,3° 199,8 *+ 1,8° 220,5 = 1,0°
Acido hexanoico 1811,4 = 176,4° 627,2 + 3,0° 964,9 *+ 18,3¢
Acido heptanoico 37,6 + 1,5 38,4 + 2,1° 75,2 + 3,4°
Acido 2-hexenoico 37,2 + 0,4° 42,0 + 0,8° 452 + 0,6°
Acido octanoico 2790,4 + 131,3° 14275 + 4,3° 1899,9 + 33,6°
Acido nonanoico 15,3 + 1,2° 63 t 0,3° 50 t 0,1°
Acido n-decanoico 7949 + 14,0° 638,0 + 35,8° 926,1 + 7,5¢
Acido 9-decenoico 248,6 + 32,3° 108,1 + 1,4° 164,1 + 8,9°
Acido benzoico 94,1 + 1,0° 80,6 + 4,7° 101,2 + 12,6°
Acido bencenoacético 9,8 + 0,3° 150 + 0,7° 84 + 0,6°
Total 6072,0 + 359,4 3213,1 + 54,9 4441,5 + 86,8
% Acidos 0,72% 0,37% 0,60%

Alcoholes C-6

1-Hexanol 752,0 + 7,8° 590,2 + 4,3° 613,3 + 9,0°
(E) -3-hexen-1-ol 15,2 + 0,3° 21,1 + 1,5° 16,2 + 1,0°
(2) -3-hexen-1-ol 56,2 * 64,2° 105,4 + 1,7° 119,4 + 3,6°
Total 823,5 + 72,3 716,6 £ 7,4 7489 + 13,5
% Alcoholes C-6 0,10% 0,08% 0,10%

Alcoholes

3-penten-2-ol 10,0 + 0,5° 18,1 + 0,2° 15,2 + 2,0°
1-pentanol 2185,7 + 7,0° 1474,5 + 102,0° 1170,5 = 12,4
3-etil-2-pentanol 8,2 + 0,12 10,2 + 0,2° 7,2 £ 0,2¢
4-metil-1-pentanol 10,9 + 0,6° 15,7 + 0,1° 16,7 + 0,1°
3-metil-1-pentanol 92,8 + 5,6° 114,7 + 0,3b 1176 + 5,6°
3-etoxi-1-propanol 87,7 + 0,7° 79,5 + 0,7>b 76,8 + 0,4°
1-octanol 17,1 + 1,9° 43,2 + 1,0° 43,0 + 2,5°
1-nonanol 8,9 + 0,12 11,2 + 1,5° 12,0 + 0,7°
Alcohol bencilico 44,8 + 1,2° 78,9 + 1,6° 41,6 + 1,0°
Alcohol feniletilico 1236,5 + 316,72 2119,0 + 111,5° 2102,9 + 6,0°
1H-indol-3-etanol 3240,6 + 113,5° 1329 + 0,1° 105,0 + 3,9°
Total 6943,3 + 447,9 4098,0 + 219,2 3708,5 + 34,9
% Alcoholes 0,82% 0,47% 0,50%

Terpenes

Oxido de linalool 7,0 £ 0,2° 109 + 0,9° 10,1 + 0,1°
Linalool 81 = 0,2° 15,1 + 0,9° 10,8 * 0,5¢
a-terpineol 11,0 = 0,3? 15,8 + 0,5° 14,0 = 0,7°
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(R)-(+)-B-citronelol 9,4 + 0,7 13,8 + 0,8° 10,1 + 0,1°
2,6-dimethyl-3,7-octadiene, 293 + 2,5a 323 + 1,5a 223 + 1,3b
-2,6-diol

8-hydroxylinalool 40,9 £ 0,1a 489 + 4,2b 39,4 + 3,0a
Total 105,6 = 3,9 136,8 + 8,8 106,6 = 5,7
% Terpenos 0,013% 0,016% 0,014%

Esteres

Acetato de etilo 11164,9 + 90,0° 11469,9 + 20,0° 8783,8 + 350,0°
Butirato de etilo 58 + 0,7° 56,1 + 2,1° 36,3 + 1,3¢
Isovalerato de etilo 7,1 + 0,4° 19,1 + 0,0° 8,3 + 0,1°
Acetato de isoamilo 65,6 + 0,8 79,3 + 1,2° 52,9 + 0,8
Hexanoato de etilo 1149 + 5,1° 173,7 + 3,0° 119,8 + 14,0°
Acetato de hexilo 2,8 + 0,28 43 + 0,9° 1,8 + 0,2¢
2-hydrody-3-meti 2,9 + 0,1° 10,7 + 0,6° 89 + 0,1°
butanoato de etilo

Octanoato de etilo 215,5 + 18,4° 436,9 + 37,5° 207,4 + 6,62
Nonanoato de etilo 8,3 + 0,8 15,7 + 0,2° 12,6 + 0,6°
2-hidroxy-4- . 14,7 + 2,9° 26,5 + 0,1° 22,0 + 18
metilpentanoato de etilo

Lactado de isoamilo 14,6 + 0,6° 23,6 + 0,4° 15,9 + 0,1°
Decanoato de etilo 46,6 + 1,1 57,5 + 2,1° 48,0 + 0,22
Succinato de dietilo 572,6 + 18,4° 954,7 + 57,7° 460,4 + 31,8
9-decenoato de etilo 61,2 + 1,5° 80,0 + 1,6° 61,4 + 1,62
Fenilacetato de etilo 1,2 + 0,1° 3,4 = 0,2° 2,3 + 0,2°
Acetato de fenetilo 54,3 + 5,0° 108,8 + 1,3° 97,5 + 3/4°
Malato de dietilo 28,3 + 0,8° 47,7 + 1,6° 29,6 + 3,5°
Zn;droxyt”decanoato de 28,7 + 0,1° 91,5 + 2,8 66,1 *+ 4,6
Vainillato de metilo 1,7 + 0,1° 6,2 + 0,0 4,3 + 0,3°
Total 1246,6 * 146,9 13665,6 * 133,5 10039,3 + 421,2
% Esteres 0,15% 1,58% 1,35%
Aldehidos

Acetaldehido 62513,36 + 3140,0° 24201,6 + 980,0° 15325,5 + 200,0°
Benzeneacetaldehido 77,0 £ 0,7° 103,3 + 1,4 68,9 + 1,4°
Total 62590,3 + 3140,7 24304,9 + 981,4 15394,4 + 201,4
% Aldehidos 7,43% 2,80% 2,07%

Diferentes letras en superindice indican que existen diferencias significativas entre las muestras (p < 0,05),
obtenido mediante ANOVA bidireccional, aplicando la prueba de andlisis multiple de Bonferroni (BSD).
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Tabla 35. Concentracidn de los compuestos voldtiles (ug/L) en vinos blancos de Riesling (control,
polen y activador comercial.

Parametros Control Polen Comercial
Alcoholes superiores

2-propanol 475417,7 + 5480,0° 489359,4 + 23570,0° 297882,7 + 14560,0°
Alcohol n-propilico 2090,0 + 50,0° 1580,0 + 60,0° 2090,0 + 60,02
Isobutanol 13315,3 + 223,32 11882,7 + 580,0° 13171,6 = 236,7°
Alcohol isoamilico 151227,3 + 6537,1* 152178,0 + 7425,3**  163143,3 * 3056,3°
Total 642050,2 + 12290,4 655000,2 + 31635,3 476287,6 + 17913,0
% Alcoholes superiores 91,64% 89,32% 87,46%

Metanol 19623,5 + 920,0° 15773,9 + 410,0° 15497,5 + 760,0°
Total 19623,5 + 920,0 15773,9 + 410,0 15497,5 + 760,0
% Metanol 2,80% 2,15% 2,85%

Acidos

Acido butanoico 9,6 + 0,1° 20,7 + 0,7° 26,0 + 0,7¢
Acido 3-metil-butanoico 94,3 + 4,3° 113,1 + 0,9° 127,0 = 3,6°
Acido hexanoico 1397,3 + 99,7° 1407,5 = 222,8° 1460,2 + 181,3°
Acido heptanoico 22,3 + 2,32 22,7 + 2,8a 36,2 + 6,0°
Acido 2-hexenoico 33,6 + 0,7° 55,7 + 0,3° 56,8 t 0,3°
Acido octanoico 2746,1 = 153,7° 1242,1 + 1,1° 2928,1 + 233,2°
Acido nonanoico 7,2 + 0,3° 15,7 + 0,1° 19,7 + 0,8
Acido n-decanoico 96,1 * 2,4 197,2 + 1,5° 194,1 + 1,1°
Acido 9-decenoico 89,1 + 6,7° 152,9 + 7,2° 175,5 + 4,6
Acido benzoico 77,7 £ 2,3° 122,0 + 0,3° 125,8 + 0,1°
Acido bencenoacético 81 + 0,2° 16,0 + 0,7° 17,1 + 0,4°
Total 4581,4 + 272,6 3365,5 + 2384 5166,5 + 432,0
% Acidos 0,65% 0,46% 0,95%

Alcoholes C-6

1-Hexanol 432,1 + 10,6° 554,3 + 10,8° 459,5 * 3,6°
(E) -3-hexen-1-ol 15,0 + 0,6° 37,6 + 0,7° 29,2 + 0,7¢
(2) -3-hexen-1-ol 26,7 + 2,8° 106,1 + 2,5° 85,0 = 4,0°
Total 473,8 + 14,0 6979 + 14,0 573,6 + 8,4
% Alcoholes C-6 0,07% 0,10% 0,11%

Alcoholes

3-penten-2-ol 13,5 + 1,4° 23,9 + 0,7° 27,9 + 2,4°
1-pentanol 1190,6 + 81,9° 1094,6 + 36,0° 1245,0 += 57,6°
3-etil-2-pentanol 6,3 + 0,1° 22,4 + 0,4° 24,3 + 1,7°
4-metil-1-pentanol 13,7 + 0,8° 33,3 + 2,2° 43,0 + 1,6°
3-metil-1-pentanol 62,6 + 4,2° 156,4 + 2,0° 89,3 + 8,8
3-etoxi-1-propanol 8,5 + 0,1° 96 + 0,2° 10,7 + 0,8
1-octanol 36,9 + 1,4° 42,5 + 0,0° 30,8 + 1,0¢
1-nonanol 89 + 0,3° 27,0 + 0,3b 24,6 + 0,1
Alcohol bencilico 54,2 + 0,6° 64,8 + 1,9° 43,5 + 1,5¢
Alcohol feniletilico 4432,3 + 189,3° 1200,7 + 114,5° 1047,5 + 14,1°
1H-indol-3-etanol 617,2 + 0,3° 116,6 + 2,4° 104,2 + 1,4°
Total 64446 + 280,3 2791,7 + 160,5 2690,6 + 91,0
% Alcoholes 0,92% 0,38% 0,49%

Terpenes

Oxido de linalool 9,0 + 0,2° 16,3 + 0,8° 11,7 += 0,7¢
Linalool 45 + 0,3 15,1 + 1,5° 11,1 + 0,2°
a-terpineol 12,2 + 0,7° 26,8 + 0,1° 17,2 + 0,7¢
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(R)-(+)-B-citronelol 45 + 0,27 16,5 + 1,1° 16,0 + 0,3°
2,6-dimethyl-3,7-

octadiene, 70,4 + 0,12 94,6 + 1,7° 66,3 * 4,52
-2,6-diol

8-hydroxylinalool 6,7 + 0,4° 24,2 + 1,6° 22,5 + 2,0°
Total 1074 £ 1,9 193,4 + 6,8 144,8 + 8,4
% Terpenos 0,02% 0,03% 0,03%

Esteres

Acetato de etilo 17797,2 + 590,0° 12172,1 + 314,1° 13628,0 + 80,0¢
Butirato de etilo 7,3 + 0,1° 25,8 + 0,2° 21,3 + 1,2¢
Isovalerato de etilo 2,1 + 0,1° 10,9 + 0,5° 9,7 + 0,4°
Acetato de isoamilo 111,2 + 11,4° 589,9 t 4,5° 560,6 + 53,0°
Hexanoato de etilo 51,0 + 0,6° 244,2 + 3,1° 159,5 + 11,5¢
Acetato de hexilo 2,7 £ 0,2° 13,6 + 0,8 13,2 + 0,3°
2-hydrody-3-meti 42 + 04° 161 + 04 12,6 + 1,0°
butanoate de etilo

Octanoato de etilo 565,6 *+ 13,42 757,3 + 55,7° 410,1 * 5,4°
Nonanoato de etilo 9,0 + 0,22 17,0 + 0,6° 14,0 + 0,2¢
2-hidroxy-4- . 198 + 1,6° 60,0 + 4,4° 589 + 57°
metilpentanoato de etilo

Isoamyl lactate 21,2 + 0,78 43,0 + 1,2° 21,7 £ 2,1°
Decanoato de etilo 55,0 + 2,6 124,9 + 10,9° 121,6 + 3,5°
Succinato de dietilo 663,0 + 0,1° 1435,3 + 63,4° 871,8 + 83,3¢
9-decenoato de etilo 13,1 + 0,3° 32,3 + 0,1° 29,3 + 0,8
Fenilacetato de etilo 2,0 £+ 0,2° 41 + 0,1° 2,4 + 0,2°
Acetato de fenetilo 58,7 + 1,0° 242,7 + 14,4° 170,6 = 8,7¢
Malato de dietilo 30,8 + 0,7° 60,7 + 0,6° 40,4 £ 0,8
2;:;droxyt”deca”°at° de 10,5 + 0,1° 241 + 1,2° 16,7 + 1,4°
Vainillato de metilo 18,6 + 0,32 46,8 + 0,6° 36,3 + 4,2¢
Total 1645,8 * 624,0 15920,5 + 476,8 16198,7 + 263,5
% Esteres 0,23% 2,17% 2,97%
Aldehidos

Acetaldehido 25673,4 + 1360,0° 39435,7 + 1410,0° 27900,3 + 1280,0?
Benzeneacetaldehido 30,0 + 0,1° 101,38 + 1,0° 97,8 + 1,6°
Total 25703,4 + 1360,1 39537,5 + 1411,0 27998,1 + 1281,6
% Aldehidos 3,67% 5,39% 5,14%

Diferentes letras en superindice indican que existen diferencias significativas entre las muestras (p < 0,05),
obtenido mediante ANOVA bidireccional, aplicando la prueba de andlisis multiple de Bonferroni (BSD).
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Tabla 36. Concentracion de los compuestos voldtiles (ug/L) en vinos blancos de Tintilla de Rota
(control, polen y activador comercial.

Parametros Control Polen Comercial
Alcoholes superiores

2 - Propanol 293773,7 + 13302,9° 379849,2 + 14140,0° 302480,2 + 8707,4°
N-propilo 1306,8 *+ 20,0° 4529,0 + 20,0° 3141,0 + 60,0°
Isobutanol 23210,1 = 500,0° 19253,6 + 760,0° 20531,5 + 820,0°
Alcohol isoamilico 246833,3 * 3329,3° 2767252 + 6681,7° 273487,4 + 10275,4°
Total 565123,9 + 17152,3 680357,1 + 21601,7 599640,2 + 19862,8
% Alcoholes superiores 80,20% 86,04% 84,34%

Metanol 63489,4 + 3570,0° 55928,6 + 1160,0° 61709,1 + 1139,8°
Total 63489,4 + 3570,0 55928,6 + 1160,0 61709,1 + 1139,8
% Metanol 9,01% 7,07% 8,68%

Acidos

Acido butanoico 29,4 + 0,7° 30,7 + 0,7° 33,8 + 0,4°
Acido 3-metil-butanoico 1904 + 2,6° 177,2 + 2,4° 181,2 + 1,4°
Acido hexanoico 572,4 + 244° 446,0 + 59,8° 3709 + 18,2°¢
Acido heptanoico 26,0 + 0,9° 233 + 0,7° 27,2 + 0,9°
Acido 2-Hexenoico 34,1 + 1,22 38,4 + 0,7° 40,1 + 0,1°
Acido octanoico 1476,8 + 93,5° 883,8 + 68,8" 1185,9 + 19,7¢
Acido nonanoico 88,5 + 0,1° 87,4 + 2,5° 88,3 + 2,5°
Acido n-Decanoico 7269 * 7,42 362,2 + 32,0° 403,7 + 154
Acido 9-Decenoico 36,2 *+ 1,9 41,4 + 0,7° 433 + 2,7*
Acido benzoico 71,6 = 1,42 130,5 + 14,1° 134,6 + 15,2°
Acido bencenoacético 46,1 + 3,6° 39,6 + 2,3 52,8 + 0,6°
Total 3298,4 + 137,6 2260,6 + 184,7 2561,8 + 77,0
% Acidos 0,47% 0,29% 0,36%

Alcoholes C-6

1-Hexanol 405,8 + 3,1° 367,5 + 34,7° 325,6 + 16,5°
(E)-3-Hexen-1-ol 159 + 04° 31,1 + 1,6° 27,0 = 0,7¢
(2)-3-Hexen-1-ol 23,9 + 0,8° 26,7 + 1,2° 22,4 + 1,4°
Total 4455 + 4,3 425,3 + 37,5 375,0 + 18,5
% Alcoholes C-6 0,06% 0,05% 0,05%

Alcoholes

3-Penten-2-ol 14,1 + 1,1° 279 = 0,4° 32,3 + 1,8
1-Pentanol 1492,9 + 119,4° 1338,7 + 28,2° 1378,0 + 35,7%P
3-Etil-2-pentanol 11,9 + 2,12 13,1 + 1,0 18,4 + 1,4°
4-metil-1-pentanol 15,6 + 0,52 15,8 + 0,22 21,5 + 0,5°
3-metil-1-pentanol 266,1 + 23,0° 130,3 + 2,4° 83,6 + 2,9¢
3-etoxi-1-Propanol 87,0 + 0,9° 123,3 + 2,5° 111,4 + 1,9¢
1-Octanol 24,4 + 1,7° 25,1 + 0,5° 28,8 + 0,9°
1-Nonanol 3,7 + 0,22 2,2 + 0,2° 1,9 + 0,1°
Alcohol bencilico 80,7 + 0,8° 140,4 + 7,5° 103,5 + 11,6¢
Alcohol feniletilico 2440,2 + 6,0° 2597,6 + 133,5° 2128,8 + 6,6°
1H-indol-3-etanol 854,8 + 4,2° 662,0 + 40,6 673,8 + 50,8°
1-Butanol 32,7 + 3,0° 18,5 + 0,9° 10,4 * 0,4°
3-metil-2-Buten-1-ol 47,0 + 1,1° 34,3 + 2,2° 32,7 + 1,7°
Total 5371,2 + 164,1 5129,2 + 220,2 4625,2 + 116,2
% Alcoholes 0,76% 0,65% 0,65%
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Fenoles
2,6-di-terc-butil-4-etilfenol 17,9 £ 0,1° 30,6 + 1,2° 27,3 + 3,3¢
4-Etilfenol 58 + 0,1° 6,4 + 0,1° 58 + 0,1°
4-Vinylguaiacol 368 * 1,7 64,2 + 1,5° 53,1 * 0,6
Acetovanillina 89,3 + 2,1° 87,9 t 5,5° 61,2 t 6,9°
Total 149,9 + 4,0 189,1 + 8,3 147,4 + 10,8
% Fenoles 0,02% 0,02% 0,02%
Terpenos y derivados
Oxido de linalool 23,3 + 1,6° 65,4 + 0,5° 60,3 + 4,4°
Linalol 79 + 0,6° 14,3 + 0,1° 15,1 + 1,3°
a-Terpieol 89 + 04° 15,3 + 0,9° 12,8 + 0,2¢
(R)-(+)-B-Citronellol 8,2 + 0,10 10,8 + 0,1° 10,3 + 0,7°
5:2:3:gf’t'l'si'oaad'e”e' 30,5 + 2,0° 456 + 1,5 39,9 + 35°
8-Hydroxylinalool 50,4 + 3,5° 194,1 + 5,6° 92,2 + 3,0¢
Total 129,1 + 8,2 3456 + 8,7 230,6 + 13,0
% Terpenos y derivados 0,02% 0,04% 0,03%
Esteres
Acetato de etilo 34390,6 + 1370,0° 25802,0 + 590,0° 24869,0 + 530,0°
Butirato de etilo 245 + 1,32 72,8 + 1,3° 54,5 t 4,0°
Isovalerato de etilo 27,4 + 0,5° 30,2 + 1,9° 15,7 + 0,4°
Acetato de isoamilo 67,1 + 3,3° 76,2 + 1,1° 30,7 + 1,0°
Hexanoato de etilo 79,5 + 2,42 157,9 + 12,9° 115,6 *+ 4,2¢
Acetato de hexilo 354 + 1,8° 76,6 = 0,9° 62,7 + 1,0°
AC|do.buta.n(')|co, 2-hidroxi- 57 + 03 168 + 03 139 + 0,8
3-metil, etil éster
Octanoato de etilo 333,1 + 12,2° 4150 + 32,5° 317,2 + 22,02
Nonanoato de etilo 10,1 + 0,1 11,5 + 0,4° 10,4 + 0,1°
Ethyl 2-hydroxy-4- 32,4 + 2,3a 43,0 + 3,5° 493 + 0,1°
methylpentanoate
Lactato de isoamilo 48,0 = 2,1° 239,9 + 4,4° 208,0 = 4,7°
Decanoato de etilo 214,7 + 5,6° 278,6 = 6,3° 273,9 + 16,3°
Succinato de dietilo 404,0 = 17,0° 971,2 + 40,7° 944,7 + 66,2°
Ethyl 9-decenoate 58,7 + 0,6° 63,9 + 3,8° 58,8 + 0,2°
Fenilacetato de etilo 1,15 + 0,042 2,18 + 0,04° 2,35 + 0,16°
Acetato de fenetilo 358 + 1,4 140,4 + 8,3° 1380 + 5,7°
Malato de dietilo 22,4 + 0,7° 34,7 + 1,6° 30,0 + 0,3°
Vainillato de metilo 147,7 + 12,2° 583,1 + 8,8° 404,3 + 04
Lactato de etilo 121,6 + 1,6 153,5 + 1,3 151,0 + 3,7°
#cido butanoico, 3-hidroxi 561 t 0,3° 89,3 t+ 63 733 t 4,8
éster etilico
Ethyl (Z) -4-decenoate 56,8 + 2,1° 220,3 = 2,4° 128,3 + 7,4°
Dodecanoato de etilo 57,1 + 1,0° 65,2 = 0,1° 61,3 = 4,32
Tetradecanoato de metilo 36,2 + 0,8° 84,4 + 6,4° 66,8 + 1,6°
neido Succinoico, 2-hidroxi- 88,7 + 1,6° 1309 + 1,9 1222 + 2,9
3-metil, dietil éster
Hexadecanoato de metilo 77,2 + 2,0° 154,3 + 1,0° 122,8 *+ 6,8
Acido hexadecanoico, éster 370,1 + 25,1° 7542 + 58 3549 + 10,5°
etilico
Acido propanoico, éster 2- 79,7 + 0,6° 166,0 * 0,5° 1433 + 4,8°
metil-, propilico
Ethyl 8-nonenoato 201,6 + 0,7° 2454 + 2,9° 220,4 + 1,1°
Total 2692,6 + 1469,7 31079,5 + 747,4 29043,3 + 705,2
% Esteres 0,38% 3,93% 4,08%
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Aldehidos
Acetaldehido 63723,2 + 2330,0° 14546,3 + 458,5° 12209,5 + 520,0°
Benzeneacetaldehido 63,6 + 4,7° 123,8 + 2,2° 120,6 = 0,9°
Nonanal 10,0 + 0,2° 16,5 + 1,2° 12,8 + 0,6
3-metil-butanal 13,6 £ 1,67 30,1 + 0,2° 26,3 + 1,1°
Total 63810,4 + 2336,5 14716,6 = 462,1 12369,2 + 522,7
% Aldehidos 9,06% 1,86% 1,74%
Tioles
3- (metiltio)-1-Propanol 18,1 + 1,6° 121,7 + 1,9° 104,3 + 3,3¢
Total 18,1 £ 1,6 121,7 £ 1,9 104,3 = 3,3
% Tioles 0,003% 0,02% 0,01%
Acetales
1-(1-etoxietoxi)-pentano 1,9 + 0,1° 2,0 £+ 0,12 2,1 + 0,22
Total 1,9 £+ 0,1 20 £ 0,1 2,1 £ 0,2
% Acetales 0,0003% 0,0003% 0,0003%
Norisoprenoides
3-Oxo-a-ionol 59 = 0,1° 12,2 + 1,1° 15,1 + 1,0¢
Total 59 £ 0,1 12,2 + 1,1 15,1 £+ 1,0
% Norisoprenoides 0,0008% 0,002% 0,002%
Lactonas
Dihydro-5-pentyl-2(3H)- 56,1 + 2,4° 108,4 + 0,4° 99,7 + 1,6¢
Furanona
2,3-dihydro-benzofuran 455 + 1,8° 458 + 1,0° 55,1 + 0,2°
Total 101,6 £ 4,2 1542 + 1,4 154,8 + 1,8
% Lactonas 0,0144% 0,0219% 0,0220%

Diferentes letras en superindice indican que existen diferencias significativas entre las muestras (p < 0,05),
obtenido mediante ANOVA bidireccional, aplicando la prueba de andlisis multiple de Bonferroni (BSD).
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Tabla 37. Perfil de dcidos grasos (%) en polen multifloral commercial.

Acido graso

N2 Carbonos

Polen multifloral

Acido dodecanoico (A. laurico)
Acido tridecanoico

Acido tetradecanoico (A. miristico)
Acido miristoleico

Acido pentadecanoico

Acido hexadecanoico (A. palmitico)
Acido palmitoleico

Acido heptadecanoico (P.l.)

Acido oleico

Acido linoleico

Acido a-Linolénico

11-Eicosanoico
11,14-Eicosadienoico

Acido eicosatrienoico

Acido docosanoico (A. behénico)
Acido nervénico

C12:0
C13:0
C14:0
Ci14:1
C15:0
C16:0
Ci6:1
C17:0
C18:1
C18:2
C18:3
C20:1 (cis-11)
C20:2
C20:3 (w-9)
C22:0
C24:1 (w-9)

0,80
0,092
5,22
0,0022
1,26
19,53
0,226
0,0043
20,70
13,77
22,18
3,61
4,36
4,58
1,71
1,94

+= + + + + + + I+

+= + + + + + + I+

0,07
0,01
0,10
0,0001
0,01
1,65
0,004
0,0001
0,12
1,31
2,14
0,30
0,01
0,29
0,01
0,14
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Tabla 38. Ficha de cata para el andlisis sensorial descriptivo de vinos blancos.
Fecha:
Nombre del catador:
ABC | DEF | GHI

Caracterizacion global

Fase olfativa

Caracter frutal

Caracter floral

Caracter especiado

Fase gustativa

Dulzor

Acidez

Amargor

Astringencia

Salinidad

Cuerpo/Estructura

Persistencia

Otros (Indicar)

Caracterizacion especifica

Fase olfativa

Blancas (manzana, pera, membirillo)

Tropicales (platano, meldn, pifia, mango, maracuyad)

Frutas | Citricos (naranja, mandarina, limén, pomelo, lima)

Hueso (albaricoque, melocotén)

Seco (almendra, avellana, nuez, castana)

Flores Blancas (azahar, jazmin,tilo, miel)

Vegetal (heno, pimiento verde, te, tabaco, moho)

Balsamicos (eucalipto, menta, pino, ginebra, trementina)

Minerales (yodo, tinta china, granito, silex)

Animales (cuero, caza, venado, cera de abejas)

Microbiolégicos (levadura, masa de pan, leche, mantequilla)

Quimico (azufre, sulfidrico, caucho)

Calidez (alcohol)

Otros (Indicar)

Comentarios:

243



Tesis Doctoral — Antonio Amores-Arrocha Anexos

Tabla 39. Ficha de cata para el andlisis sensorial descriptivo de vinos tintos

Fecha:
Nombre del catador:

ABC | DEF | GHI

Caracterizacion global

Fase olfativa

Caracter frutal

Caracter floral

Caracter especiado

Aromas acteos

Fase gustativa

Dulzor

Acidez

Amargor

Astringencia

Salinidad

Cuerpo/Estructura

Persistencia

Otros (Indicar)

Caracterizacion especifica

Fase olfativa

Frutas | Rojas (mora, grosella, frambuesa, fresa)

Negras (cereza, ciruala, granada)

Blancas (manzana, pera, membrillo)

Tropicales (platano, meldn, pifia, mango, maracuya)
Citricos (naranja, mandarina, limén, pomelo, lima)
Hueso (anbarocoque, melocotén)

Pasas (higo, datil, orején, confitura, mermelada)
Seco (almendra, avellana, nuez, castana)

Flores | Blancas (azahar, jazmin,tilo, miel)

Rojas (rosa, geranio, clavel)

Azules (lavanda, violeta, lila)

Vegetal (heno, pimiento verde, te, tabaco, moho)

Especias (vainilla, canela, clavo, pimienta, regaliz, anis)
Madera (roble francés, americano, nuevo, cedro)
Torrefactos (pan tostado, café, cacao, caramelo, ahumado)
Balsamicos (eucalipto, menta, pino, ginebra, trementina)
Minerales (yodo, tinta china, granito, silex)

Animales (cuero, caza, venado, cera de abejas)
Microbioldgicos (levadura, masa de pan, leche, mantequilla)
Quimico (azufre, sulfidrico, caucho)

Otros (Indicar)

Comentarios:
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