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Justificacion y Objetivos

JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

El mercado actual del vino tinto de alta calidad demanda vinos de gran intensidad de
color y alta concentracion tanica, pero que no sean excesivamente astringentes. Este
tipo de vino no es facil de producir ya que requiere que la materia prima, la uva,
presente los niveles de madurez y calidad necesarios. Sin una adecuada madurez
fenolica de las uvas, los vinos acostumbran a ser demasiado duros.

De hecho, en ocasiones los elaboradores al tratar de obtener vinos de gran color y
cuerpo, fuerzan la extraccion de los compuestos fenodlicos lo que origina vinos
extremadamente astringentes. Es muy posible que este problema cobre mayor
importancia durante los proximos afos, en los que el calentamiento global acelera la
acumulacion de azlcares en las bayas. Este fenomeno obliga a avanzar las fechas de
vendimia cada vez mdas y obliga a vinificar uvas que no estdn completamente
maduras a nivel de los hollejos y las semillas.

Por otra parte, la medida de la astringencia del vino de forma objetiva y reproducible
no es facil. El analisis sensorial esta sujeto a una cierta subjetividad, que ademas en
el caso de la astringencia se agrava por el efecto acumulativo que ejercen los
compuestos astringentes sobre la percepcion del degustador. A su vez, el método
quimico habitualmente utilizado para la determinacion de la astringencia, el indice de
gelatina, es un método lento, laborioso y en ocasiones impreciso.

Por estas razones nos planteamos abordar el estudio de la astringencia del vino tinto
a fin de comprender mejor los factores que la condicionan.

Concretamente nos planteamos inicialmente los siguientes objetivos:

1. Desarrollar una metodologia utilizando una proteina de facil disponibilidad
que permita la determinacion objetiva y reproducible de la astringencia del
vino tinto.

2. Comparar la interaccion de la proteina seleccionada con la del conjunto de
proteinas salivares frente a diferentes taninos.

3. Estudiar cémo se ve influenciada la astringencia por factores tales como la
composicion monomérica de las proantocianidinas, su grado de
polimerizacién y algunos de los componentes no fenolicos de la matriz
[ 2
vino”.

Una vez alcanzados dichos objetivos, nos planteamos aplicar la metodologia
desarrollada para abordar un tema, clave a nuestro entender, para comprender mejor
la elaboracion de vinos tintos del perfil previamente descrito. Se trataria de responder
a la pregunta de coémo afectan la madurez de la uva y la duraciéon de la maceracion
sobre la astringencia que aportan al vino los diferentes componentes del racimo de
uva.

Por otra parte, existen diferentes técnicas vinicolas destinadas a disminuir la
astringencia de los vinos excesivamente duros. De entre ellas, la clarificacion, la
crianza en barricas de roble y la microoxigenacion, son posiblemente las mas
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Justificacion y Objetivos

utilizadas. La primera implica la eliminacion de aquellos taninos mas astringentes,
mientras que las otras dos técnicas persiguen la transformacion de dichos compuestos
para disminuir su agresividad. La microoxigenacion es una técnica relativamente
novedosa que esta implementandose en la mayor parte de las bodegas como una
alternativa mas barata a la crianza en barricas de roble. De hecho existen ya diversos
estudios al respecto. No obstante, nosotros nos planteamos la utilizacion de esta
técnica, no como alternativa, sino como complemento a la crianza en barricas, para
estudiar mediante nuestro método de determinacion de la astringencia, la influencia
de ambas técnicas.

Concretamente, los objetivos de la segunda fase de la tesis fueron los siguientes:

4. Estudiar la influencia de la madurez y la maceracién sobre los compuestos
fenolicos y la astringencia de los diferentes componentes del racimo de uva.

5. Estudiar la influencia del uso de la microoxigenacion antes de la crianza en
barrica sobre la astringencia del vino tinto.
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CAPITULO I

INTRODUCCION

LaVendimio. Goya (1746-1828)
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Capitulo I. Introduccion

1. LOS COMPUESTOS FENOLICOS DEL VINO TINTO

Los compuestos fenolicos de la uva determinan la sensacion de astringencia y el
color en los vinos tintos. Muchas investigaciones del campo de la enologia estudian
los compuestos fendlicos con el propdsito de mejorar la calidad de los vinos y
conocer propiedades de interés nutricional y farmacologico.

Desde el punto de vista quimico, los compuestos fendlicos se caracterizan por
presentar un nucleo aromatico acompafiado de uno o varios grupos hidroxilo. Su
clasificacion estd basada en la distincion entre compuestos no flavonoides y
flavonoides (Figura 1).

Acidos Benzoicos

Acidos Fenoles

No Flavonoides .< Acidos Cindmicos

Estilbenos
N—

//’

Flavonoles /
Flavononoles y Flavonas

Catequinas
Flavonoides -
Flavanoles Procianidinas
Taninos
condensados Prodelfinidinas
Antocianos

Figura 1: Clasificacion de los compuestos fendlicos (extraido de Zamora, 2003)
y localizacion en la uva.

La uva contiene compuestos no flavonoides en la pulpa, piel, semilla y raspon.
Mientras que los compuestos flavonoides se encuentran fundamentalmente en piel,
semilla y raspon. Estos ultimos de gran influencia en el color, estructura y capacidad
de crianza de un vino.

1.1. No Flavonoides

Esta denominacién abarca los acidos fenoles, que se dividen en acidos benzoicos y
acidos cinamicos, y estilbenos.
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Capitulo I Introduccion

1.1.1. Acidos fenoles

Los écidos fenoles podemos encontrarlos tanto en forma libre como esterificados con
el 4cido tartarico u otros componentes del vino. Estos compuestos no afectan
directamente el color en el vino tinto, aunque si pueden participar en el color
mediante fendémenos de copigmentacion. Desde el punto de vista organoléptico no
parecen tener impacto sobre el sabor del vino tinto. Sin embargo la degradacion de
los 4cidos fenoles da lugar a fenoles volatiles que pueden provocar defectos en el
vino a nivel olfativo (Zamora, 2003,).

Los acidos fenoles se subdividen en 4cido benzoicos y 4cidos cinamicos (Figura 2).

R, R,
HO COOH HO CH=CH-COOH

R R,

Acido benzoico Acido cindmico

Figura 2: Estructura quimica de los acidos fenoles.

Los acidos benzoicos estan compuestos por un nucleo bencénico con sustituciones en
Ce- Ci. En el vino estdn presentes mayoritariamente en forma de &4cido p-
hidroxybenzoico (R;=H, R,= H), dacido siringico ( R,= OCH3, R, = OCH;) y acido galico
(R,= OH, R,= OH). El 4cido galico en su forma dimérica, acido elagico, forma parte de
los vinos de crianza y provenientes mayoritariamente de la madera.

Durante la crianza, también pasan a formar parte del vino estructuras poliméricas
llamadas taninos hidrolizables, que son poliésteres de acido galico (galotaninos) o de
acido elagico (elagitaninos) y sus derivados. Tras su hidrélisis, con el tiempo; pueden
ser también una fuente de acidos gélicos y elagicos.

Por su parte, los acidos cindmicos estdn compuestos por un niicleo bencénico con
una cadena lateral insaturada y sustituciones en los carbonos Cg- Cs. Estan
principalmente presentes en el vino el acido p-cumadrico (R, = H, R,= H), acido
fertlico (R, = OCHs, R, =H)y el acido cafeico (R,= OH, R, = H). Este ultimo en su forma
esterificada es el no flavonoides que se encuentra en mayor concentracion en los
vinos jovenes poco oxidados, derivandose en nuevos compuestos al exponerse a la
oxidacién (Cheynier y col., 1986).

1.1.2. Estilbenos

Los Estilbenos se encuentran mayoritariamente en la piel de la uva, aunque se han
encontrado concentraciones de hasta 43 pg/g en semillas (Ector y col., 1996).

Estos compuestos estdn formados por dos anillos bencénicos unidos por una cadena
etanol o eventualmente etileno, la estructura quimica aparece en la Figura 3.
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Capitulo I. Introduccion

R, OH Principales estilbenos Ry R, R;
Resveratrol OH H OH

\\ Piceida OGlc H OH
Astringina OGlc OH OH
RS Resveratrolosido OH H OGle
R, Picetanol OH OH OH

Glc: Glucosa

Figura 3: Estructura quimica de los estilbenos

Los estilbenos no interfieren ni en el color ni el sabor del vino, sin embargo es muy
conocido y estudiado el estilbeno denominado resveratrol, por su importancia en la
salud humana (protector del aparato circulatorio, antioxidante, anticancerigeno). Este
se encuentra en la vid formando numerosos oligomeros que participan en la
respuesta a ataques fungicos. (Langcake y Price, 1976).

1.2. Flavonoides

Los flavonoides estan caracterizados por un esqueleto con base de 15 atomos de
carbono (C¢-C3-Cs) de tipo 2- fenil- benzopirona . Para su estudio se dividen en
cuatro familias: los Flavonoles, los Flavononoles y Flavonas, los Flavanoles, que
incluyen a los taninos condensados o procianidinas; y por ultimo los Antocianos.

1.2.1. Flavonoles

Los Flavonoles son sustancias de color amarillo que se encuentran en la piel de la
uva, tanto en forma de heter6sidos como de agliconas (Figura 4).

No contribuyen de modo importante en el color de los vinos tintos, si bien, influyen
levemente en la componente amarilla.

Los Flavonoles que estan presentes en los vinos tintos son el kampferol (R,=H, R,= H),
la quercitina (R,=OH, R,=H), la miricetina (R,=OH, R,=OH) y la isoramnetina (R,= OCHj,
R,=H).
Ry
OH

HO 0] R

OH
OH

Figura 4: Estructura quimica de los flavonoles

5
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Capitulo I Introduccion

1.2.2. Flavononoles y flavonas

Los flavononoles y las flavonas son compuestos similares a los Flavonoles,
diferenciandose de estos en que no poseen el doble enlace del heterociclo (Ribéreau-
Gayon y col., 2003,).

1.2.3. Flavanoles

Los flavanoles constituyen una compleja familia dentro de los compuestos fenolicos.
Se encuentran en elevadas concentraciones en la uva y juegan un papel muy
importante en propiedades organolépticas del vino como son el color, la sensacion de
cuerpo y estructura en boca y la astringencia.

R=H —p» (+)-Catequina
R= OH =% (+)-Galocatequina

=P (-)-Catequina
H = (-)-Galocatequina

OH

R

R
R

H = (-)-Epicatequina | R=H =—» (+)-Epicatequina
OH =% ())-Epigalocatequina | R= OH =% (+).Epigalocatequina

Figura 5: Estructura quimica de los monémeros de flavanol (extraido de Zamora, 2003)

Los flavanoles estdin compuestos por las formas isoméricas de la catequina y sus
polimeros, los taninos. En la Figura 5 se observa la estructura quimica de los
monomeros de flavanol. La estructura basica de la catequina presenta dos carbonos
asimétricos por lo que existen 4 isdémeros (+)/(-) catequina y (+)/(-)epicatequina.
Ademas puede presentar un tercer grupo OH en el anillo aromatico externo que da
lugar a las correspondientes (+)/(-) galocatequinas y (+)/(-)epigalocatequinas.
También puede encontrarse sustituido el grupo OH de la posicion 3 del heterociclo
por una molécula de 4cido gélico, dando lugar a los 3-galatos de (+)/(-) (galo)
catequina y de (+)/(-) epi (galo) catequina.

En la uva, los mondémeros de flavanol aparecen unicamente en una pequeiia
proporcion ya que la mayor parte estan en forma de polimeros.

Los taninos condensados estdn presentes en la uva y son un grupo heterogéneo
formado por la condensacion de dos 6 mas unidades de diversos mondmeros de
flavanoles unidos por enlaces Cs4-Cs 6 C4-Cg (enlaces tipo B) o con una unidon
suplementaria de tipo éter entre el C; y los Cs y C; (enlace tipo A) (Xie y Dixon,
2005)
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Capitulo I. Introduccion

Los taninos condensados también son llamados proantocianidinas o procianidinas
debido a que en medio fuertemente acido hidrolizan para dar lugar a Cianidina, sin
embargo si el polimero estd formado también por unidades de galocatequinas o
epigalocatequinas, entonces la hidrolisis acida dard lugar a delfinidinas. Y por tanto
se les conoce como prodelfinidinas. No obstante en términos generales a los taninos
condensados se les llaman procianidinas.

En la uva podemos localizar procianidinas y prodelfinidinas en la piel, mientras en la
semilla localizaremos solo procianidinas parcialmente galoiladas. La mayor parte de
los dimeros y trimeros de procianidinas identificados en la uva se unen mediante
enlaces tipo B. Se describen en la piel la procianidina B1, mientras en la semilla
encontraremos las procianidinas B3, B4 y B2 como la mas abundante (Gonzalez-
Manzano y col., 2004). La presencia de dimeros de la serie A en el vino se han
descrito recientemente y aparecen en muy baja concentracion (Vivas de Gaulejac y
col., 2001).

Tanto los monomeros de flavanol como las procianidinas, presentan una clara
tendencia a la polimerizacion. Las reacciones que conducen a la polimerizacion
pueden llevarse a cabo de forma directa o con la ayuda del oxigeno y catalizadores
como el hierro y el cobre (Cheynier y col., 2000):

e De forma directa las procianidinas forman un carbocatiéon en medio acido
(Figura 6) que reacciona con otra molécula de flavanol o con cualquier otra
molécula presente en el medio. Estas reacciones tienen caracter reversible por
tanto las moléculas van reaccionando siguiendo el mismo mecanismo y
llevando a cabo un proceso de ruptura y recombinacion que a largo del
tiempo produce un incremento de la polimerizacion. (Ribéreau-Gayon y col.,
2003,) Este proceso no requiere de la presencia de oxigeno por lo que puede
ocurrir tanto en cuba, en barrica o en botella.

Figura 6: Formacion del carbocation en medio acido. (extraido de Zamora, 2003)
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La polimerizacion lineal de las procianidinas dara lugar a vinos con
tonalidades mas amarillas, mas astringentes y menos amargos (Arnold y col.,
1980). No obstante el incremento de la polimerizacion conduce a moléculas
menos solubles que tienden a precipitar.

La formacion de polimeros con la participacion del oxigeno como sustrato en
presencia de hierro o cobre como catalizadores. Consiste en la formacion de
una semiquinona, que formara un enlace estable mediante un mecanismo de
tipo radicalario, dando lugar a la union colateral de dos moléculas de
procianidinas (Figura 7).

Figura 7: Polimerizacion de procianidinas mediante la formacion de semiquinonas.
(extraido de Zamora, 2003)

Otro mecanismo de polimerizacion de las procianidinas proviene de la
participacion del etanal activado (Figura 8). Este carbocation se produce al
oxidarse el etanol en presencia de cationes de hierro o cobre en medio acido.
El etanal activado actiia uniendo dos moléculas de flavanol mediante puente
etilo. Estas uniones pueden también romperse, dejando libres moléculas
flavanol-etilo que a su vez, podrén reaccionar con otra molécula de flavanol.
También este mecanismo, con el tiempo, traecra la formacion de grandes
polimeros de uniones colaterales.

Se ha descrito que el mecanismo de polimerizacion mediante el etanal
compite con la formaciéon de acido glioxilico como intermediario muy
reactivo con los flavanoles, a partir de la oxidacion del acido tartdrico en
presencia de hierro como catalizador (Fulcrand y col., 1997). Esta reaccion
ocurre en presencia de mondmeros de catequina y/o epicatequina dando lugar
compuestos de color amarillo llamados sales de xantilio. Muchas estructuras
de sales de xantilio y sus derivados se han identificado y caracterizado: NJ2,
etil NJ3, metil NJ3, NR1, NR2. Se plantea que la reaccion mediada por
acetaldehido serd mas rdpida y ocurrira en mayor proporcion que la mediada
por acido glioxilico, por lo que se formaran mayor cantidad de polimeros de
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color rojo, o no coloreado, que de color amarillo (Es- Safi y col., 1999,
2000, p, 2002).

10 0 2 +(0 N + /,O H
CH,-CH OH > CH,-C + H g cH,-C
3 2 +3' +2 3 ~H 3 ~H
Etanol Fe 3 Cu Etanal

Etanal activado

20

Figura 8: Polimerizacion de las procianidinas por medio del etanal.(extraido de
Zamora, 2003)

Las uniones colaterales ocurren en el vino cuando existe contacto con el aire, es
decir, durante trasiegos, o a través de las duelas de la barrica durante la crianza, o
durante la microoxigenacion. Segun algunos autores, las uniones colaterales permiten
la polimerizacién cruzada, puesto que une procianidinas polimerizadas de forma
lineal, formando macromoléculas que por su configuracion espacial evitan la
interaccion de los grupos OH con las proteinas con lo cual disminuyen la
astringencia de los vinos. También en este caso, si la polimerizacidon es muy alta, las
macromoléculas precipitaran (Galvin, 1993).

Actualmente las investigaciones se encaminan a conocer la estructura y
especialmente el grado de polimerizacion (DPM) de las procianidinas. Para conocer
el DPM de las procianidinas se utilizan tanto métodos colorimétricos como el Indice
DMACH (Nagel y col., 1991) o el ensayo de la vainillina (Sun y col., 1998) como
cromatografia liquida (Ricardo da Silva y col. 1991,; Rigaud y col 1993; Yanagida y
col. 2003), ¢ ruptura de los polimeros mediante tidlisis o catélisis acida para luego
analizar por HPLC y espectrofotometria de masas los aductos resultantes (Souquet y
col 1996; Saucier y col 2001; Kennedy y col. 2001; Alcalde Eon y col., 2004).
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Las procianidinas también pueden formar complejos con proteinas, péptidos,
polisacéridos y antocianos. De estos complejos trataremos mas detalladamente en los
apartados dedicados a combinaciones antocianos-flavanoles, la astringencia, crianza
en barrica y microoxigenacion.

1.2.4. Antocianos

Los Antocianos (del griego anthos flor y kyanos azul) son compuestos solubles en
agua, responsables del color de frutas, vegetales y flores. Estan presentes en la piel
de las uvas tintas y otorgan el color a los vinos tintos y rosados.

Su estructura (Figura 9) comprende dos anillos bencénicos unidos por un heterociclo
oxigenado, insaturado y cationico, el cation flavilio, que deriva del nucleo 2- fenil
benzopirilio (Ribéreau-Gayon y col., 2003,).

Figura 9: Estructura quimica basica de los antocianos

Se distinguen en la uva y el vino, segun la sustituciéon del nucleo lateral, cinco
moléculas definidas con dos o tres sustituyentes (OH y OCH3). Estas agliconas son la
Cianidina, la Peonidina, la Delfinidina, la Petunidina y la Malvidina. (Tablal).

?;Tgszl:: R1 R2 3-Monoglucésidos FyeT Esteres de’lo.s acidos -
cético | Cumarico | Cafeico
Cianidina OH H Presentes en Vitig-------------- NO
Peonidina OCHs H Presentes en Vitig-----------zmmmnnnnx
Delfinidina OH OH --—-Presentes en Vitig-------------- NO
Petunidina OCHs; | OH Presentes en Vitis----------—-- NO
Malvidina OCHs | OCHs | - Presentes en Vitig--------------

Tabla 1: Antocianos presentes en la uva y el vino.

Los antocianos presentan color y se encuentran solo en la piel de la uva, excepto en
las variedades tintoreras que parecen también en la pulpa del grano de uva. En Vitis
vinifera los encontramos en forma de monoglucésidos en la posicion Cs.
Generalmente, la malvidina es el antociano mayoritario en la uva. La glucosa puede
encontrarse acilada, es decir esterificada en posicion Cg con otros &cidos,
principalmente acético, p-cumarico, y cafeico.

Los antocianos presentan un equilibrio en funcidon del pH entre diferentes formas
quimicas (Figura 10). A pH muy acido la forma mayoritaria es el cation flavilio o
forma A" que presenta coloracion roja y, a medida que el pH del medio aumenta, el
cation flavilio se transforma en base quinona o forma AO de color violaceo o en la

10
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forma AOH o carbinol que es incolora. Ambas reacciones ocurren simultineamente
de acuerdo con las constantes de equilibrio. Por otra parte la forma AOH, a
temperaturas elevadas, puede transformarse en las calconas cis y trans de ligero
color amarillo. La forma trans puede oxidarse a acidos fenoles con la perdida
irreversible del color (Brouillard, 1982; Glories, 1984,; Furtado y col., 1993).

Forma A+ o catién flavilio

ROJO ;
Ry pH 4cido
L,
.
HO O ] R2
Reaccion de @ = H0 Reaccion de

transferencia 0Glc ¢ 11
de protones HT, OH g+ hidratacion
H 0 R
H"
O

+
X F AOH
O oH H ormab' 1
o carbino
FormaAOo © O o} R, TR0
base quinona
VIOLACEO i Gle |
Reaccién de pH alcalino
tautomeria
Ry
@ o Calcona cis
OH R -
Catan traniOOH Loy ® Ry AMARILLO
= _ P
AMARILLO i R, i
OH ol

|
Oxidacion# 0

Acidos fendlicosy 4dcidos cindmico
INCOLOROS

Figura 10: Equilibrio de los antocianos en funcion del pH. (extraido de Zamora, 2003)

Al pH del vino tinto (3,5 - 4,1) podemos decir que existe un equilibrio entre las
formas rojas, incoloras y azules de los antocianos, contribuyendo al color entre un
20- 30% de los antocianos. No obstante, la estabilidad de los antocianos no solo esta
amenazada por los cambios de pH y temperatura, sino también depende de la
estructura y concentracion de los mismos, asi como, de la presencia de agentes con
los que combinarse (Bakowska, 2003). Bésicamente hay tres fendmenos que
modifican este equilibrio: la copigmentacién, la existencia de antocianos
oligoméricos y las combinaciones de los antocianos con los flavanoles. Estos
fenomenos, de los cuales se hablard en los puntos 1.3, 1.4y 1.5 de este capitulo,
modificaran la intensidad y la tonalidad de los vinos tintos.

1.3. La copigmentacion

El fenomeno de copigmentacion de antocianos se considera uno de los principales
mecanismos de estabilizacion del color. Se fundamenta en que las moléculas de
antocianos son planas y pueden formar asociaciones, mediante uniones de tipo débil
(interacciones hidrofébicas o de tipo Van der Waals), entre ellas o con otras

11
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moléculas denominadas copigmentos dando lugar a estructuras en forma de
sandwich. Estas estructuras generan un entorno hidrofobico que, si se incrementa el
pH, impiden el acceso de las moléculas de agua a los cationes flavilio de los
antocianos. De este modo se protegen las moléculas de antocianos de la
transformacion en carbinol, y por tanto de la decoloracion.

Tanto el copigmento como la estructura y concentracion del antociano son
esenciales para describir los cambios de color ya sea por cambios en la intensidad
colorante o en la tonalidad (Bulton, 2001). La estructura del antociano formara
copigmentos mas estables a mayor grado de glicosilacion, y de acilacion.

En el proceso de copigmentacion intervienen diversos copigmentos o cofactores
como son los acidos fenoles, derivados de flavonoles, flavonas, flavonoides,
polisacéridos y aminodcidos, asi como otras moléculas de antocianos
(Torskangerpoll y col., 2005). Los Flavonoles forman los principales copigmentos,
otros como los flavan-3-ols son menos efectivos pero son los que se encuentran en
mayor proporcion en los vinos, excepto la (-) epicatequina que por su estructura
practicamente plana forma copigmentos con los antocianos con gran facilidad
(Hermosin y col., 2005).

La estabilidad de los copigmentos también dependera del aumento de la temperatura.
Temperaturas elevadas en el vino, rompen las interacciones hidrofébicas y por tanto
los copigmentos. Entonces los antocianos desprotegidos se hidrataran y pasardn a la
forma carbinol con la consiguiente decoloracion.

La copigmentacion disminuird la magnitud de su efecto a medida que vaya
acumulandose el etanol en el mosto/vino y disminuyendo la concentracion de agua
durante la fermentacion (Canals y col., 2005). En vinos jovenes la copigmentacion
envuelve practicamente a la mitad de los antocianos, protegiéndolos ante la adicioén
de bisulfito (HSO3) y los cambios de pH. En vinos equilibrados llevados a crianza la
copigmentacion protegera a los antocianos de la oxidacion.

Desde el punto de vista organoléptico, la copigmentacion permite mayor color lo
cual se traduce en mayor calidad de los vinos.

1.4. Antocianos Oligoméricos

Los antocianos oligoméricos son estructuras evidenciadas recientemente mediante
las técnicas de espectrofotometria de masas. Estos compuestos provienen de las
vacuolas de la piel de la uva, aunque cabe la posibilidad de que puedan también
formarse durante la fermentacion y crianza. Se proponen dos mecanismos para la
formacion (aun no definidos rigurosamente) similares a los mecanismos de
formacion de las procianidinas: el tipo A de uniones C-C y uniones éter donde el
antociano terminal estard en forma Flavan y Tipo B de uniones C-C en la que el
antociano terminal estara en forma Flavene (Monagas y col., 2005).

Los antocianos oligoméricos absorben a 520 nm, son resistente a la decoloracion con

sulfuroso de manera similar a los piranoantocianos y a la catalisis 4cida de manera
similar a la resistencia que muestran las procianidinas tipo B, los dimeros

12
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antocianos-flavanol con uniones tipo A y los dimeros procianidinas-antocianos con
uniones tipo B (Asenstorfer y col., 2001; Monagas y col., 2005).

Se sugiere que en el vino interaccionan los antocianos oligoméricos, procedentes de

las vacuolas de la piel, con los flavanoles formando aductos Antociano-Flavanol.
(Vidal y col., 2004,)

1.5. Combinaciones Antocianos - Flavanoles y Nuevos
pigmentos.

Los antocianos se combinan con los flavanoles para dar lugar a estructuras mas
estables. Se describen diferentes mecanismos de union. Siendo unos mediante
uniones directas y otros mediante uniones por puente etilo.

1.5.1. Uniones directas.

Las uniones directas pueden ser de dos formas:

Antociano-Flavanol: Por adicion nucleofilica de una forma flavilio de
antociano a un flavanol para dar lugar a una unién Antociano-Flavanol
incolora que se oxidard a una forma flavilio combinado de color rojo que se
mantendrd en equilibrio en funcion del pH con su forma incolora carbinol
combinada, o su forma quinona combinada de color malva. También la forma
flavilio combinada puede reestructurarse y formar iones xantilio de color
amarillo (Remy Tanneau y col., 2003). Estas reacciones requieren de la
presencia de oxigeno por lo que se plantea que tenga lugar durante la crianza
en barricas o la microoxigenacion.

Flavanol-Antociano: Se basa en que las procianidinas, y no los monoémeros,
tienen la capacidad de formar carbocation (Haslam, 1977; Quintana, 2001).
Este carbocation actuaria como electrofilo atacando los Cg y Cg del antociano
en forma carbinol, esto formaria una uniéon Flavanol-Antociano incolora que,
en funcion del pH, establecera equilibrio con su correspondiente forma
coloreada. Este mecanismo no requiere del oxigeno por lo que puede ocurrir
en cuba o en botella (Ribéreau- Gayon y col., 2003,).

Los mecanismos de uniones directas son motivo de estudio, pues los productos
de estas reacciones son responsables del cambio de coloracion de los vinos
jovenes con la crianza a tonalidades rojas- anaranjadas, siendo menos sensibles a
los cambios de pH y a la decoloracion por sulfuroso. Recientemente se ha
demostrado la existencia de este tipo de reaccion en vinos y su correspondiente
simulacién en solucion sintética (Remy y col., 2000; Salas y col., 2004)

1.5.2. Uniones por Puente Etilo.

La adicion mediante puente etilo es un mecanismo similar al planteado en la
formacion de las procianidinas y se plantean dos mecanismos posibles:

13



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CONTRIBUCION AL ESTUDIO DE LOS FACTORES QUE AFECTAN LA ASTRINGENCIA DEL VINO TINTO.
Maria del Carmen Llaudy Fernandez

ISBN:

978-84-690-7596-8 / DL: T.1384-2007

Capitulo I Introduccion

e FEl antociano en su forma flavilio reacciona primero con el etanal,

posteriormente el carbocation formado reacciona con el flavanol
(Dournel, 1985).

e El flavanol reacciona con el etanal activado, posteriormente se une a la
molécula de antociano (Timberlake y Bridle, 1976).

Los dos mecanismos de reaccion tendran lugar en el vino de forma simultanea, al
tiempo que se produce la polimerizacién de las procianidinas mediadas por etanal,
por lo que estas reacciones compiten entre ellas. También los antocianos podran
reaccionar con moléculas de flavanol-etilo (vinilflavanol), procedentes de la
depolimerizacion de los polimeros de flavanol. (Rivas- Gonzalo y col., 1995)

La disponibilidad de etanal depende, durante la fermentacion alcohdlica, del
metabolismo de las levaduras, Saccharomyces cerevisiae produce en su citoplasma
acetaldehido durante el catabolismo de las azucares (Morata y col., 2003). Una vez
acabada la fermentacion alcoholica, la disponibilidad de etanal dependerd de la
presencia de oxigeno. La crianza en barrica y/o la microoxigenacion, permiten una
oxigenacion moderada que favorece la presencia de suficiente etanal. Por el
contrario, un exceso de aireacion provocaria la aparicion de mucho etanal que llevara
a la polimerizacién exagerada de los flavanoles y a su precipitacion. Ademas se
oxidaran antocianos libres.

La estabilidad de las uniones Antociano-Flavanol por puentes etilo es muy discutida.
Algunos autores plantean que son muy estables y que es uno de los mecanismos que
ayudan a la evolucién del color durante la crianza (Ribéreau-Gayon y col., 2003)
otros, en cambio, plantean que estas uniones son inestables y que conducen a la

continua reestructuracion de los compuestos formados (Escribano- Bailéon y col.,
2001).

1.5.3. Nuevos Pigmentos.

En la descripcion de las uniones que tienen lugar entre antocianos y flavanoles se han
ido sumando nuevos pigmentos derivados de antocianos. Entre ellos se encuentran
los piranoantocianos o vitisinas, que contribuyen al color rojo anaranjado de los
vinos de crianza y a la resistencia a la decoloracion por sulfuroso. Estos pigmentos se
forman por un mecanismo cicloadicion (Figura 12) que incorpora el acido piravico,
vinilflavanol, vinilfenol o acetaldehido al anillo flavilio del antociano, formandose
un nuevo anillo condensado (Mateus y col., 2001). En los vinos se han detectado la
carboxi-piruvato-malvidina-3-glucésido, llamada Vitisina A y sus derivados acilados
3-acetilvitisina A y 3 p-cumarilvitisina A, por cicloadicion del acido piravico; y la
Vitisina B (4-vinil-malvidina-3 glucésido) y su derivado acetilado, que provienen de
la cicloadicion con acetaldehido (Mateus y col., 2002, 2003,; Salas y col., 2005).
Actualmente se sintetizan muchos de esto nuevos pigmentos con vistas a estudiar
sus caracteristicas cromaticas, estabilidad y resistencia a la decoloracion (Oliveira y
col., 2006)

En los vinos de Oporto se han detectado numerosos nuevos pigmentos. En estos
vinos se afiade aguardiente para detener la fermentacion cuando alin existe azucar en
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el medio. El aguardiente anadido contiene numerosos aldehidos que se suman a los
aldehidos formados durante la fermentacién alcohdlica (Romero y Bakker, 2000).
Asi encontraremos, ademas del acido pirtvico, el etanal y el acido glioxilico (que
también interviene en la formacion de sales de xantilio), otros aldehidos como son el
furfuralaldehido, hidroximetilfurfuralaldehido, isobutiraldehido, formaldehido y
benzaldehido. Todos ellos contribuyen a la formaciéon de nuevos pigmentos por
interaccion de los antocianos y procianidinas, llamados antocianos-alquil/aril-
flavanol (Pissarra y col., 2004, 1).

(o]
CHg =
.. _C,OO.H COOH
Acido pirdvico
CHy
Va
Levaduras H
Bacterias |,
OH \
Vinilfenol QCHg
OH
s LD
HO O (SN OCHg
Z oG

CE'G“?G en - / S
| barricas f Malvidina-3-monoglucésido
Microoxigenacién e /

cHyy  OH
z OH
HO 0] O
(L.

OH R

Vinilflavanol Aducto

Vinilflavanol-Malvidina

Figura 11: Posibles mecanismos de formacién de piranoantocianos (extraido de
Zamora, 2004)

También han sido descritos otros nuevos de pigmentos derivados de antociano de
color azul, llamados vinil-pirano-antocianos-flavanol, que se forman al unirse un
aducto de piranoantociano a un aducto de vinilflavanol, (Mateus y col., 2003).
Mediante un mecanismo similar se describe la formacién de la vinil-pirano-
malvidina-3-O-glucosa fenol, de color purpura en medio acido (Mateus y col., 2005).

Otras nuevas estructuras llamadas oaklinas se han detectado en vinos de crianza,
como resultado del contacto del vino con la madera de roble. En este caso los
aldehidos cinamicos extraibles procedentes de la madera (coniferaldehido y
sinapaldehido) pueden interaccionar con las catequinas y/o los antocianos del vino.
Especificamente se ha descrito la formacion de derivados catequinpirilium,
pigmentos rojo-anaranjado que contribuyen a los cambios de color durante la crianza
(de Freitas y col., 2004; Sousa y col., 2005).
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En general, todos estos mecanismos convierten los antocianos y flavanoles extraidos

de la uva en nuevos compuestos que contribuyen a la evolucion y estabilizacion del
color del vino de crianza.
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2. EL COLOR DEL VINO TINTO

El color es la carta de presentacion de un vino tinto. Observandolo obtenemos
informacion sobre su edad y estado de conservacion. La intensidad color, aun no
siendo un criterio absoluto de calidad, nos revela detalles de la estructura, cuerpo del
vino y sabor en boca. El color va unido a sensaciones gustativas y tactiles (Cacho,
2003).

El color de los vinos estd determinado por su composicion fendlica. En el apartado 1
hemos descrito de manera general como intervienen los compuestos fenolicos de la
uva en la composicion de los vinos. La intervencion de los compuestos fendlicos
estara condicionada por numerosos factores como son la edad del vino, que se
detallan en el apartado 5 referente a crianza y envejecimiento; la copigmentacion,
proceso que hemos descrito anteriormente; el pH y la utilizacion del dioxido de
azufre.

opH

El vino tinto presenta pHs comprendidos entre 3 y 4 por lo que hay un equilibrio
entre las formas rojas, incoloras y azules de los antocianos. Cuanto mas acido sea un
vino mas predominara el color rojo por el desplazamiento del equilibrio a la forma
flavilio de los antocianos libres (Heredia y col., 1998, Ribéreau-Gayon y col., 2003,).

Un pH bajo favorece la protonizacion del acetaldehido para formar el etanal activado
que permite la formacion de procianidinas y la combinacion de moléculas de
procianidinas y/o flavanoles con los diferentes antocianos presentes en el medio
(Bakker, 1993; Vivas y col., 2004).

Las combinaciones de antocianos-flavanoles, asi como los pigmentos derivados de
antocianos, son mucho mas estables a pequefias variaciones de pH que los antocianos
libres (Sarni-Manchado y col., 1996; Garcia-Viguera y col., 1994; Escribano-Bailon
y col., 1999). Por otra parte, las combinaciones entre antocianos y procianidinas
evitan la formacion de grandes polimeros de flavanol que presentan tonalidades
amarillas y tienen tendencia a la precipitacion (Cheynier y col., 2000; Ribéreau-
Gayon y col., 2003,).

e Utilizacion del dioxido de azufre.

El dioxido de azufre en los vinos tiene un importante papel como agente
antimicrobiano, antioxidasico y antioxidante. Antimicrobiano, para inhibir bacterias
lacticas, bacterias acéticas y levaduras salvajes no-Saccharomyces que presentes,
tanto en el mosto como en los equipos de la bodega, pueden deteriorar facilmente el
vino (Lafon-Lafourcade y col., 1974; Beech y col., 1979). Antioxidasico para inhibir
las enzimas polifenoloxidasas, que pueden degradar notablemente el color del vino
tinto (Sayavedra-Soto y col., 1986).Y antioxidante por su capacidad de combinarse
con el oxigeno protegiendo de este modo al vino (Poulton, 1970).

La aplicacion del SO, depende del pH del vino, que definira la proporcion entre SO,
molecular, el HSOs3™ y el sulfito (SO3~ 2). Las fluctuaciones en los intervalos de pH
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del vino no afectaran la formacion de grandes cantidades de HSO3;™ y muy pequeias
cantidades de SO; 2, pero si la formacion del SO, molecular que es el responsable de
la actividad antimicrobiana.

Otro aspecto a sefialar es que el HSO3;™ se combina con el etanal. Esto traerd como
consecuencia la formacion, por una parte, del anhidrido sulfuroso combinado que
carece de efectos antioxidasicos y antioxidantes y muy poco efecto antimicrobiano.
(Delteil, 2000,). Por otra parte, la combinacidon con etanal hace que disminuya la
disponibilidad del etanal para formar puentes etilo y por tanto, disminuyan las
combinaciones entre antocianos y flavanoles y polimerizacion de flavanoles. Esto
afectaria el vino tanto desde el punto de vista de la estabilidad del color como a nivel
sensorial (Zamora, 2005,).

En presencia de HSO; las soluciones de antocianos quedan fuertemente
descoloridas, porque el HSOs reacciona con el cation flavilio de forma analoga a la
reaccion de hidratacion formando un producto incoloro (Figura 12). Un vino
equilibrado y rico en combinaciones estara mucho mas protegido de la decoloracion
por SO, y cambios de pH. (Vivas y col., 2004).

. z

violaceo A O * AQH
Incoloro
H+ H,0 H+
Rojo

HSO; HSO;

AHSO,

Incoloro

Figura 12: Decoloracion de los antocianos bajo el efecto del pH y la
aplicacion de K,S,0; . (extraido de Ribéreau Gayon, 2003)

Otros trabajos apuntan a que la dosis de SO, ha de ser acorde con el pH del vino,
pero también con las condiciones de almacenaje de los mismos (temperaturas
aproximadas de 20°C) para evitar el pardeamiento y aromas con notas de sulfuroso
(Sims y Morris, 1994; Bakker y col., 1998). Por lo tanto, los niveles de SO, libre
influyen sobre el color del vino y deberia tenerse en consideracidon cuando se evalua
este parametro.

2.1. Métodos de medida del color del vino

El color del vino es la caracteristica mas inmediata que reconoce el consumidor y
representa el elemento que, muchas veces, define la aceptacion del vino a ingerir. Es
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de gran ayuda para los enologos definir de manera objetiva el color de vino y
valorarlo segiin sus componentes.

Desde el punto de vista fisico el color resulta de la absorcion selectiva de ciertas
radiaciones elementales que constituyen el espectro visible. La Figura 13
proporciona una correspondencia aproximada entre la longitud de onda de las
radiaciones absorbidas y el color aparente.

Color
Absorbido Aparente

A=l
Vinleta
Pairpara
Eiojo
Harama
Amanllo

Amanllo-Yerdaoso

Figura 13: Correspondencia aproximada entre la longitud de onda absorbida y
el color aparente.

En Enologia se utilizan tres métodos totalmente instrumentales para “medir”
objetivamente el color del vino. Estas metodologias son el Método Glories, El
Método CIE, y el Método CIELAB.

e Método desarrollado por el Profesor Glories.
Glories en 1984, a partir de trabajos previos de Sudraud (1958), desarrollo
formulas simples donde, utilizando las absorbancia a 420, 520 y 620 nm del vino
centrifugado y sin diluir, se podian obtener parametros de color (Intensidad
colorante, los porcentajes de rojo, azul y amarillo y la tonalidad). Es necesario tener
en cuenta que se ha de utilizar la cubeta de 1 mm de camino Optico y se
multiplicaran por 10 los resultados.
Intensidad Colorante (IC): A42() + A520 +A 620
Tonalidad (T) = (A42()/ A520) x 100
% Amarillo = (A4 / IC) x 100
% ROjO = (A520/ IC) x 100

% Azul = (Aeo/ IC) x 100
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e Método CIE

En 1931, CIE (Commission Internationale de l'Eclairage) desarroll6 un sistema para
especificar los estimulos cromaticos basdndose en valores triestimulos de tres
primarios imaginarios. Estos se definieron como X (rojo virtual), Y ( verde virtual) y
Z (azul virtual). También se definieron las caracteristicas de los iluminantes y las
condiciones de observacion. El iluminante usado en enologia es el D65 y las
condiciones de observacion son las de 10° de angulo visual como se defini6 por la
CIE en 1964.

Las coordenadas X, Y, Z representan la proporcion relativa de cada color para
reproducir el color concreto del objeto analizado en el ojo del observador. La CIE
aconseja hacer un barrido a intervalos de 10 nm de la totalidad del espectro. No
obstante, la OIV, basado en el método de la CIE pero intentando buscar una forma
mas sencilla y que se ajustase a los espectrofotometros sin barrido que se utilizan en
muchas bodegas, utiliza cuatro medidas de transmision, en cubeta de 2 mm, para
calcular los valores triestimulos del color y con ello las coordenadas cromaticas en el
espacio CIE (Perez- Caballero y col., 2003).

X =19,7171 Tas0 + 1,884 Tsz9 + 42, 539 Ts70 + 32,474 T30 — 1,841
Y =7,950 Taso + 34,764 Tsyo + 42,736 Ts79+ 15,759 Tez0—1,180
Z=103,518 T4s0 + 4,190 Ts29+ 0,251 Ts79 + 1,831 Te30 + 0,818

Existen dificultades en la especificacion de colores en términos de valores
triestimulos y espacio cromdtico, dado que esta especificacion de los colores no es
facilmente interpretable en términos de dimensiones psicofisicas de percepcion del
color; es decir, brillo, tono y coloracion. Ademas el sistema XYZ y los diagramas de
cromaticidad asociados no son uniformes, lo cual dificulta el calculo de las
diferencias entre dos estimulos de color.

La necesidad de un espacio de color uniforme condujo a la transformacion de una
serie de transformaciones no lineales del espacio CIE xyz que concluyeron en la
especificacion concreta de una de estas transformaciones conocidas como espacio de
color CIE (L* a* b*) definido por la CIE en 1976 (Negueruela, 1999).

e Método CIELAB

El espacio CIELAB, como se muestra en la Figura 14, permite especificar estimulos
de color en un espacio tridimensional.

El eje *L es el de claridad y va de 0 (negro) a 100 (blanco). Los otros dos ejes de
coordenadas son a* y b*, y representan variacion entre rojizo-verdoso, y amarillento-
azulado, respectivamente. Aquellos casos en los que a* = b* = 0 son acromaticos;
por eso el eje *L representa la escala cromatica de grises que va de blanco a negro.

Las proporciones de L*, a* y b* (utilizando el iluminante D65 y 10° de angulo

visual) se obtienen de los valores triestimulos de acuerdo con las siguientes
transformaciones:

20



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CONTRIBUCION AL ESTUDIO DE LOS FACTORES QUE AFECTAN LA ASTRINGENCIA DEL VINO TINTO.
Maria del Carmen Llaudy Fernéndez

ISBN:

978-84-690-7596-8 / DL: T.1384-2007

Capitulo I. Introduccion

L* = 116(Y/100)"* -16

a* = 500[(X/94,825)"° - (Y/ 100)"*]

b* = 200[(Y/100)"” - (Z/ 107,383)""]
Para simplificar ain mas la expresion del color y correlacionarla mejor con la
respuesta visual, el CIELAB establece las coordenadas esféricas C*(croma) y H*
(tono). Estas se calculan a partir de las coordenadas a* y b*:

C* = [(a*)* + (b*)*] H* = arctg(b*/a*)
La diferencia de color (AE*) entre dos vinos (1 y 2) se calcula utilizando la
expresion:
AE1,2*=[(AL*)2 + (Aa*)2 +(Ab*)2 ]1/2
Donde, AL* =(L*1 — L*2),y Aa* y Ab* se definen similarmente.

Se plantea que las diferencias de color entre dos copas de cristal que contienen dos

vinos diferentes s6lo son percibidas por el 0jo humano si el AE1,2* tiene un valor
mayor de 5 unidades (Pérez-Magarinio y Gonzalez-SanJos¢, 2003,).

El espacio de color CIELAB

+ Saturacion

Figura 14: Coordenadas cromaticas. Espacio CIELAB

El uso de las coordenadas cromaticas y el espacio CIELAB permiten una definicién
mas precisa del color del vino. Atn asi la aplicacion de este método en bodega se ha
visto frenada por la complejidad del célculo y la dificultad de relacionar las
coordenadas cromaticas con la calidad del vino.

Numerosas investigaciones en el mundo de la enologia se encaminan a intentar que
con el uso de pocos valores de absorbancia y con espectrofotdmetros simples se
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pueda estimar de modo fiable el color en términos CIELAB. Asi como, comprobar la
estrecha correlacion existente entre el CIELAB y el Método Glories, mas usado en
bodega (Bakker y Arnold, 1993; Ayala y col., 1999; Pérez- Magarifio y Gonzalez-
SanJosé, 2003,). En este sentido, el Grupo de Color de la Universidad de La Rioja ha
desarrollado el programa MSCYV. Este es un programa para Windows 95/98 y NT
que calcula las coordenadas del color de vinos y brandies utilizando sélo 4 valores de
absorbancia. Se puede descargar en la pagina web de la Universidad de la Rioja:
www.unirioja.es/dptos/dq/grupos/color/servicios.shtml.
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3. LA ASTRINGENCIA

La astringencia es una sensacion tactil descrita como la sequedad en boca, generada
por la reduccion de la lubricacion en la cavidad bucal. La American Society for
Testing and Materials definio en 1989 la astringencia como “un complejo de
sensaciones de sequedad y aspereza en el epitelio por la exposicion a sustancias
como la alumbre o los taninos” (ASTM, 1989).

La astringencia, también se define como un complejo de sensaciones, las cuales se
pueden sub-clasificar. Lee y Lawless (1991) utilizaron la discusion sensorial en
grupos para definir terminologias relativas a la astringencia. Se establecieron asi
varios términos para describir las sensaciones obtenidas al degustar el alumbre, el
acido tanico y el 4cido tartarico. Los términos incluidos fueron: sequedad, aspereza y
rugosidad. También se utilizan términos como intensidad y persistencia para definir
aspectos relacionados al término astringencia.

La percepcion de astringencia es determinante para la aceptacion de muchos
alimentos. En enologia, es un elemento imprescindible en el analisis sensorial y
define en gran medida la calidad del vino.

La sensacion de astringencia es un proceso sumamente dindmico y va cambiando
continuamente durante la ingestion y sobre todo después de tragar o expectorar
(Noble, 1995). También aumenta con la ingestion repetida, incrementandose si se
acorta el tiempo entre ingestiones. El aumento de la astringencia con la ingestion
repetida permanece inalterado cuando se permite “descansar” la mucosa bucal,
generalmente utilizando el sistema de enjuagues durante 5-10 segundos con agua,
pectina, etc. (Colonia y col.,, 2004). Esto demuestra la necesidad de disefios
cuidadosos del andlisis sensorial debido a los posibles efectos de desgaste en los
catadores. (Valentova y col., 2002).

La astringencia en los vinos tintos puede manifestarse de modo severo o sutil. De
aqui que los catadores deben estar entrenados para garantizar la reproducibilidad y
poder distinguir intensidades entre los diferentes compuestos astringentes obtenidos
de vinos tintos (Gawel y col., 2001). Los catadores experimentados usan términos
descriptivos especificos para relacionar los diferentes matices percibidos de la
sensacion astringente. No obstante, la percepcion de astringencia, como otros
atributos sensoriales, varia enormemente entre individuos (Fischer y col., 1994).

El mecanismo de percepcion de astringencia aiin no estd del todo dilucidado. Se ha
descrito la posibilidad de que la sensacion de astringencia sea una respuesta de los
nervios gustativos (Suggs y Simon, 1992). También se ha definido como una
sensacion tactil inducida quimicamente en areas orales que carecen de receptores del
gusto (Breslin y col., 1993). O especificamente una sensacion tactil percibida por las
papilas filiformes inervadas al nervio trigéminal (Jackson, 1994). Dado que la
sensacion de astringencia no se limita a una region particular de la boca o la lengua,
es percibida como un estimulo difuso, y requiere tiempo para su desarrollo.
Generalmente se acepta que la sensacion de astringencia se aprecia cuando proteinas
lubricantes salivales precipitan como un complejo de tanino-proteina y se pierde el
efecto lubricante. Es posible que la presencia de este precipitado sobre la lengua y el
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paladar contribuya a la sensacion de sequedad en toda la boca. Otra posibilidad
consiste en que la fraccion del material astringente que permanece en la solucion
contribuya a la sensacion de amargor, al menos en algunos casos, al interaccionar
con receptores del gusto (Bate- Smith, 1973; Gawel, 1998; Prinz y Lucas, 2000).

Por una parte, la astringencia puede ser provocada por sustancias tan variadas como
son los metales, (particularmente las sales de aluminio) agentes deshidratantes
(etanol), acidos minerales y orgadnicos, azucares y compuestos fendlicos. Aunque en
los vinos tintos la sensacion de astringencia estard marcada fundamentalmente por
los compuestos fenolicos de cada vino en particular (Chung y col. 1998).

Por otra parte, la sensacion astringencia que percibimos al degustar un vino es el
resultado de la formacion de complejos entre los polifenoles del vino y de un grupo
de proteinas presentes en la saliva. Estas proteinas, principalmente las ricas en
Prolina (PRP), pueden asociarse a los taninos mediante puentes hidrogenos e
interacciones hidrofobicas (Hagerman y Butler, 1980; Hagerman y col., 1998).
Aunque también desaparece parte de la mucina de la mucosa oral, contribuyendo a la
perdida de la lubricacion (Lyman y Green, 1990).

Dado que el trabajo realizado durante el periodo experimental se enmarca
fundamentalmente en el estudio de la astringencia, antes de adentrarnos en los
factores que puedan influir en la percepcion de astringencia, describiremos mas
detenidamente las interacciones taninos- proteinas y las proteinas de la saliva.

3.1. Interacciones Taninos-Proteinas

La naturaleza de las interacciones taninos-proteinas es objeto de numerosos estudios.
En principio, pueden tener lugar mediante puentes hidrégenos, o interacciones
hidrofobicas, o enlaces covalentes (Haslam y col., 1991). Estas ultimas interacciones
se producen en proporciones muy pequeias (Hagerman and Butler, 1978).

Las interacciones hidrofobicas taninos-proteinas se han evidenciado usando taninos
condensados y gelatina. La formacion de los complejos taninos- proteinas crece con
el aumento de la temperatura y la fuerza idnica (Oh y col., 1980). También se ha
utilizado un tanino galico, la pentagaloil glucosa (PGG) que precipita la
seroalbimina bovina (BSA) formando una capa hidrofobica alrededor de la proteina
(Hagerman y col., 1998). A nivel molecular se evidencian interacciones hidrofobicas
al hacer reaccionar péptidos derivados de Proteinas Ricas en Prolina (PRPs) de ratas
con PGG, debido a la interaccion de los grupos fenoles del tanino con el anillo
pirrolidinico de la prolina en la proteina (Murray y col., 1994; Charlton y col. 2002).

Se plantea el efecto cooperativo entre las uniones mediante puentes hidrogenos e
interacciones hidrofobicas sugiriendo que, en el caso de las proteinas salivares ricas
en prolina, la unién con los taninos resulta principalmente de las interacciones
hidrofobicas entre las dos estructuras planas y rigidas que constituyen el anillo de
prolina y el nucleo aromdtico del tanino. Este efecto es reforzado por otras
interacciones mediante puentes hidrogenos e hidrofobas con el carbonilo de la union
peptidica adyacente, muy buen aceptor de protones o con otros aminoacidos vecinos
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que poseen, a la vez, una cadena lateral hidr6foba y un grupo terminal donante de
protones (Hagerman and Klucker, 1986; Murray y col., 1994; Cheynier y col., 2000).

Hagerman y Butler (1981) mediante ensayos de competicion demostraron que la
habilidad de los taninos para precipitar proteinas, varia considerablemente. La
mayor afinidad se encuentra en proteinas y polipéptidos con alto contenido de
prolina, tales como las proteinas de la saliva. La afinidad es muy baja en proteinas
globulares muy compactas como la lisozima, ribonucleasa A, mioglobina o el
citocromo C; aumentando en proteinas globulares menos compactas como la BSA.
En general, las proteinas precipitadas por taninos suelen ser de masa molecular
elevada y presentan un alto contenido de prolina.

La capacidad de los taninos para precipitar proteinas depende de su peso molecular y
de su flexibilidad. Esto se ha demostrado en numerosos estudios como el realizado
en series de n- Galoil-D-Glucosa donde el incremento de grupos galoilados (n)
aumenta la uniéon a BSA (Mc Manus y col., 1985). También Ricardo-da-Silva y
colaboradores en 1991y, utilizaron dimeros y trimeros de procianidinas de semillas
de uva, galoilados y no galoilados haciéndolos reaccionar con poli-L-prolinas,
gelatinas, caseinas y arabinogalactano-proteinas procedentes de uvas. En general,
con el grado de polimerizacion aumentd la formacion de complejos taninos-
proteinas, siendo las poli-L-prolinas las que presentaban mayor afinidad por las
procianidinas. Los experimentos de Baxter y colaboradores en 1997 demostraron que
la afinidad de interacciones de fragmentos de PRP con polifenoles aumenta con la
complejidad del polifenol (Procianidina B-2> PGG > trigaloil glucosa >> (-)
epicatequina).

Se plantea que la formacion de complejos taninos-proteinas son pH dependientes. La
mayor formacion de precipitados ocurrira en la zona cercana al punto isoeléctrico de
la proteina. Este fendmeno se atribuye a que en esta zona de pH decrece la repulsion
electrostatica de las moléculas de proteina (Hagerman y Butler, 1978, 1981). Los
trabajos de Siebert y Lynn (2003) indican que el pH y el contenido de etanol en
cervezas influye en la turbidez provocada por las interacciones taninos- proteinas y
en el tamafio de las particulas formadas.

Estudios en BSA con fenoles simples y polifenoles (también acido tanico) sugieren
que los polifenoles son ligandos multivalentes con capacidad para reaccionar con dos
o mas moléculas de proteinas. La estequiometria y tamafio del complejo taninos-
proteina formado depende de las concentraciones y los ratios de polifenol/ proteina.
Mediante turbidimetria Mc Manus y colaboradores (1981) plantean tres hipotesis
posibles:

1) Baja concentracion de proteina: El polifenol se asocia a uno o mas sitios de la
proteina formando una capa con mayor o menos grado de hidrofobicidad que

puede quedar como agregado o precipitar.

2) Alta concentracion de proteina: Se forman enlaces cruzados entre polifenoles
y varias moléculas de proteinas, precipitando.

3) Fenoles simples: Se unen varias moléculas a una misma proteina limitando la
solubilidad de la misma.
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Estas hipotesis han sido respaldadas por Hagerman y Robbins (1987) al adicionar
BSA a concentraciones fijas de taninos y Siebert y Lynn (2000) en estudios
realizados en cerveza.

Jobs y colaboradores (2004) basados en estudios con B caseina bovina y EGCG
plantean que los complejos se producen en tres fases:

Primero, cuando los polifenoles estdn a concentraciones bajas, se unen a
diversos puntos de la proteina.

Segundo, al incrementar la cantidad de polifenoles, estos unirdn mediante
enlaces cruzados a diferentes proteinas.

Tercero, si el incremento de polifenoles es aun mayor, la agregacion formara
estructuras de gran tamafo que terminaran por precipitando.

Muchas de las interacciones taninos-proteinas son reversibles y se sugieren
equilibrios entre los complejos solubles y los reactantes. Los complejos solubles
pueden seguir incrementando su tamafo y precipitar. A muy altos o muy bajos ratios
taninos/ proteinas la cantidad de precipitado puede disminuir. Otras interacciones que
conducen a la precipitacion se describen como reversibles (Luck y col., 1994). Este
no es el caso de las uniones de proteinas de la saliva con taninos, que forman
complejos insolubles y permanecen insolubles independientemente de la adicion de
mas cantidad de proteinas (Poncet - Legrand y col. 2005).

3.2. Las Proteinas de la Saliva

Muchos estudios hablan en general de las proteinas salivales al referirse al flujo o
caudal de saliva, planteando que la intensidad maxima de acidez y el flujo salival
disminuyen con el aumento del dulzor (concentracion constante de 4acido).
Sugiriendo que los flujos salivales estdn dados tanto por el proceso de respuesta

cognoscitiva del gusto, como por los estimulos de concentraciéon (Bonnans y Noble,
1994).

En cuanto a la intensidad y persistencia de la astringencia se plantea que individuos
con poco caudal de saliva perciben con mayor intensidad y duracion la astringencia
que los que poseen un flujo salival alto (Ishikawa y Noble, 1995). Los catadores que
tienen altos caudales de saliva, experimentan primero la sensacién amarga y la
astringencia mas tarde, a diferencia, de los catadores que tienen caudales inferiores
de saliva (Fischer y col., 1994). Otros estudios utilizando alimentos demuestran que
no hay diferencias de percepcion entre hombres y mujeres, pero concluyen que existe
correlacion entre el flujo salival y la percepcion de la textura (Guinard y col., 1997).

Las proteinas salivales se describen como familias de isoformas que desempefian
variadas funciones, y a la vez muchas de ellas redundan realizando la misma funcion.
Dentro de las proteinas presentes en la saliva encontramos las histatinas, las
estaterinas, la lisozima, las proteinas ricas en prolinas, amilasas, peroxidasas,
lactoferrinas, mucinas e inmunoglobulinas de tipo A (Oppenheim y col., 1971;
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Hatton y col., 1985; Isemura, 1983; Kauffman y col., 1979, 1986). En la bibliografia
relacionada con el estudio de la saliva aparecen constantemente la identificacion de
nuevos péptidos o proteinas.

SDS-PAGE of major human parotid salivary proteins
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Figura 15: Migracion de las proteinas salivales en SDS-PAGE.
(extraido de Beeley y col. 1991)
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Mediante técnicas de electroforesis se pueden visualizar las diferentes proteinas de la
saliva. Entre los mas usadas estan los geles de poliacrilamidas desnaturalizando la
proteina con el uso del duodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) con tinciones como
azul de Coomassie R-250 (CBB), tincion de plata, tincion de Schiff o inmunoblotting
(Steiner y Séller, 1868; Minagushi y Bennic. 1989; Beeley y col. 1991,, 1996; Van
Seuningen y Davril, 1992, 1996; Schwartz y col., 1995; Banderas- Tarabay y col.
2002). En otros trabajos se wutiliza la técnica de electroforesis nativa,
isoelectroenfoque (IEF) o electroforesis en dos dimensionales (2-D) (Doerner y
White, 1990; Beeley y col. 1991y; Beeley, 1993). En la Figura 15 se muestra un
esquema representativo de la migracion de las proteinas de la saliva en SDS- Page. Y
en la Tabla 2, se observan las masas moleculares y los puntos isoélectricos de las
proteinas de la saliva segtin la bibliografia. En esta tabla también se puede apreciar la
masa molecular y punto isoeléctrico de la ovoalbiimina, a fin de que el lector de este
escrito tenga en una sola tabla el conjunto de proteinas que apareceran a lo largo de
este trabajo.

Proteina kDa PI Técnica Bibliografia
Mucina 100-200
MG1 >200 SDS PAGE Banderas-Tarabay y col., 2002
MG 2 110
. 90-94 Beeley y c0l.,1991,96
Lactoferrina R0 SDS PAGE Schwartz y col., 1995
69 Beeley y col., 1991,96
bPRP/ gPRP Schwartzy col., 1992
66-45 >8 SDS PAGE Carpenter y col., 1996
Bennick, 1998
PRPbg I/PRPbg 2 ¢ 6o Gambutti y col., 2005
SDS PAGE Beeley y col., 191,96
Amilasa 62- 59
56-59 6,47 Proteomic .
+140isoform Hirtz y col., 2005
Gustin 43 Beeley y col., 1991
bPRP Beeley y col., 1991,96
43-37 >8 SDS PAGE Schwartzy col., 1992
PRPDb1/ PRPb2 Gambutti y col., 2005
aPRP 31-27 SDS PAGE Beeley y col., 1991,96
3545 SDS PAGE Schwartzy col., 1992
<36 v Gambutti y col., 2005
PIF 24-20 SDS PAGE Lu y Bennick 1998
bPRP (IB1-IB9)  20- 14 Beeley y col., 1991,96
IB1 20-14 Schwartz y col., 1992
IB 4 20-14
B 6 20-24 8,7-9 SDS PAGE
IB 8b 14,2
IB1- IB4 33-22 Gambutti y col., 2005
. 13 Beeley y col., 1991
Lisosima 30 SDS PAGE Schwartz y col ., 1992
10 7 Beeley y col 1991,
Histatina 437 ~9.5 SDS PAGE Beeley, 93
’ ’ Peter y Azen, 1977
Ovoalbimina 45 4,5 SDS PAGE Ia'-o(shallllny Nak?)ll 1295(?0
voalbu 47549 IEF guennec y col., ;

Desert y col., 2001

Tabla 2. Proteinas de la saliva, masas moleculares y puntos isoeléctricos.
(Dadas las caracteristicas de nuestro trabajo, situamos en esta tabla la masa molecular y el punto
isoeléctrico de la ovoalbiimina)
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Las familias mas estudiadas de las proteinas de la saliva, respecto a la precipitacion
de taninos y la astringencia, son las de las mucinas, amilasas, proteinas ricas en
prolina y las histatinas.

e Mucinas

Las mucinas son glicoproteinas producidas de forma predominante por las glandulas
sublinguales y sudmandibulares. Estas proteinas son las responsables de Ia
viscosidad de la saliva.

Las mucinas se dividen en dos grupos segiin su masa molecular:

- De bajo peso molecular (entre 120-150 KDa), monoméricas, llamadas MG2 y
que son producidas por un solo gen (MUC7).

- De peso molecular mayor que 10° KDa, oligoméricas, llamadas MG1. Aunque
se acepta que se produce en un gen (MUCS5B) no se descarta que sea producto
de otros genes (Thornton y col., 1998).

e (o Amilasas

Las a Amilasas se describen como enzimas multifuncionales. Tienen actividad
hidrolitica durante la masticacion inicial de alimentos que contiene almidones.
Ademas pueden unirse a bacterias interviniendo asi en la progresion de las caries
dentales (Kandra y col., 2004).

Las o amilasas de la saliva (amy1) se dividen en dos familias:
- Glicosiladas con peso molecular de aproximadamente 62 KDa.
- No-glicosiladas con peso molecular de aproximadamente 56 KDa.

Las proteinas de la familia glicosilada pueden deglicosilarse y pasar a formar parte
de las no-glicosiladas. Existen también amilasas pancreaticas (amy2) con
composicion similar pero diferente peso molecular y punto isoeléctrico. Se plantea
que las amyl y las amy 2 son sintetizadas por genes o grupos de genes diferentes
(Minagushi y Bennick, 1989; Beeley, 1993).

Las o amilasas reaccionan con las procianidinas procedentes de semillas de uvas. A
medida que el peso molecular de la procianidina es mayor, mayor sera la afinidad de
la fraccion o amilasa por la procianidina. Se requiere mucha menos concentracion de
proteinas ricas en prolina para reaccionar con taninos que proteinas o amilasa o
proteinas globulares como la BSA (Freitas y Mateus, 2002).

e Proteinas Ricas en Prolina (PRPs)
Las PRPs han sido encontradas en las glandulas salivares de diferentes animales tales
como cerdos, ovejas, ratas y conejos. Muchas de las proteinas salivales encontradas

en humanos proceden de las parotidas pero también pueden proceder de las glandulas
sublinguales y submandibulares, todas ellas pertenecen a la familia multigénica de
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las PRPs. (Azen y Maeda, 1988). También encontraremos PRPs en las lagrimas y en
el tracto respiratorio (Dickinson y Thiesse, 1995; Warner y Azen, 1984).

Las PRPs se caracterizan por un alto contenido de prolina que oscila entre un 20 y
40%. Y en unidn de la glicina y la glutamina son entre el 70 y el 80% del total de los
aminoacidos que forman estas proteinas. (Bennick, 1982).

Existen mas de 20 PRPs en humanos y estan codificadas por 6 genes. Estas se
dividen en 4cidas (aPRPs) que son codificadas por 2 genes (PRH1 y PRH2), basicas
(bPRPs) y glicosiladas (gPRPs) que son codificadas por cuatro genes ( PRB1, PRB2,
PRB3 y PRB4) (Levine y col. 1969; Levine y Séller, 1977; Bennick y Connel, 1971;
Friedman y col., 1971; Shibata y col.,1984; Maeda, 1985).

Antes de la secrecion, las pro-proteinas codificadas por estos genes se fijan mediante
pro-protein convertasas, dando lugar a la secrecion de un variado niimero de PRPs.

Los investigadores Kauffman y Keller en 1979 propusieron la nomenclatura del las
PRPs basicas y glicosiladas como IB1, IB4, IBS, IB6, IB7, IB8a, IKB8b, IB8c, B9,
II-1, II-2 y GPRP.

La enorme variabilidad de las PRPs, se ha explicado gracias a la identificacion de
varios alelos para cada gen (Maeda, 1985; Minaguchi y Bennick, 1989) o dada la
capacidad de adoptar diferentes formas como es el caso de la IB7 que se encuentra
adoptando estructura secundaria de hélice una tercera parte de su concentracion,
mientras el resto se enrolla de modo arbitrario (Simon y col., 2003).

La sintesis de PRPs en ratas y ratones puede ser inducida por taninos, mostrando
gran afinidad en la formacién de complejos tanino-proteina. Estos experimentos
demuestran el importante papel de las PRPs como primera linea defensiva contra los
posibles dafios que pueden provocar los taninos en el tracto intestinal uniéndose a
enzimas digestivas y proteinas presente en los alimentos (Hagerman y Butler, 1981;
Mehansho, 1983, 1987). Chalton y colaboradores (1996) demostraron que las PRPs
de la saliva en su conjunto presentan mayor afinidad con los taninos que una sola
PRP.

Ademas de la funcién de las PRPs de unirse a taninos también tienen la capacidad de
unirse al calcio, en este caso las aPRPs. Poseen actividad antiviral (bPRPs) y lubrican
y aglutinan bacterias orales (gPRPs) (Gibbons y col., 1988; Gu y col., 1995; Murray
y col., 1992).

Trabajos de Lu y Bennick del 1998 sugieren que las bPRPs son las mas efectivas al
unirse a taninos condensados y 4cido tanico. Mientras las aPRPs y las gPRPs se unen
en muy poca cuantia. Estos investigadores encuentran muy pequefias diferencias en
la habilidad de unirse a los taninos entre bPRPs de diferentes tamafios o secuencias,
indicando que, aunque haya variaciones considerables en el fenotipo de las bPRPs,
esto probablemente no cause variaciones marcadas en la capacidad individual de la
proteina para precipitar taninos. Se ha demostrado mediante deglicosilacion que las
cadenas de carbohidratos de las gPRPs limitan la unién de estas a los taninos. En el
caso de las aPRPs influye la regiéon N-terminal altamente acida.
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Trabajos publicados a finales del 2004 y el 2005 describen proteinas y péptidos de
bajo peso molecular que pudiesen ser fruto de la desfosforilacion o la perdida del
residuo de arginina del C terminal de la IB-1, la IB-8a glicosilada y la Zn-o-2
glicoproteina. La identificacion de estas proteinas son el resultado de la combinacion
de técnicas como SDS-PAGE en dos dimensiones, HPLC, espetrofotometria de masa
y ultrafiltracién (Messana y col., 2004; Wilmarth y col., 2004; Hardt y col., 2005).

e Histatinas (HrPs)

Las Histatinas comprenden un grupo de pequefias proteinas ricas en histidina que se
han encontrado so6lo en humanos y en algunos primates. Procedentes
fundamentalemente de las glandulas sublinguales y submandibulares, en una
proporcion aproximada de 2,6% de las proteinas totales (Sugiyama y Ogata, 1993).
Se han aislado mas de 12 HrPs en saliva humana, aunque generalmente son
llamadas HRP1 al 12 (Troxler y col. 1990; Xu y col., 1993) En estas proteinas en
general no encontramos prolina (excepto en HRP1 y 2) y aproximadamente el 25%
de aminodacidos lo constituye la Histidina.

Las histatinas que predominan son la HRP 1, 3 y 5. Dada su estructura enrollada, que
puede transformarse en helicoidal en medio hidrofobico, se plantea que estan
asociadas a la actividad antimicrobiana (Oppenheim y col., 1986; Raj y col., 1990).
La HRPS se une con gran facilidad a taninos condensados y al acido ténico, incluso
con mayor afinidad que la gelatina. Se ha demostrado que existen diferencias en
cuanto a la precipitacion de taninos por las HrPs, a bajas concentraciones de taninos
condensados o 4cido tanico estas proteinas reaccionan facilmente (Yan y Bennick,
1995). En estudios realizados por Naurato y colaboradores en 1999, se demostrd que
las HRP1, 3 y 5 se unen de modo diferente a EGCG, PGG y taninos condensados.

3.3. Factores que influyen en la sensacion de astringencia.

Algunos componentes del vino tienen capacidad astringente, ya sea por ellos mismos
o porque indirectamente afectan la percepcion de astringencia. La percepcion de
astringencia también esta condicionada por el caudal salival y la composicion de la
saliva de cada individuo. (Guinard y col., 1997; Condelli y col. 2005).

Los flavanoles (taninos) por si mismos tienen gran capacidad de provocar
astringencia, pero presentan diferencias entre ellos. Asi, los taninos extraidos de las
pieles reaccionan menos con las proteinas que aquellos que provienen de semillas y
tallos. La diferencia consiste no s6lo en que las procianidinas de la semilla poseen
unidades galoiladas, sino en el grado de polimerizacidon de las procianidinas, que
varia dependiendo de la madurez de las uvas. El equilibrio tanico de un vino tinto
depende de una buena armonia entre los taninos provenientes de semillas y pieles.
Sin embargo, hay un alto riesgo de astringencia excesiva si los taninos de semilla son
los predominantes, mientras que el amargor es tipico del dominio de taninos
extraidos de las pieles, sobre todo si la uva no esté lo suficientemente madura (Peleg
y col., 1999; Vidal, 2004;,). Sarni-Manchado y colaboradores (1999) analizaron las
interacciones de las proteinas de la saliva con los taninos procedentes de semillas,
mediante técnicas tanto de tiolisis para el posterior andlisis de las procianidinas,
como de SDS-PAGE de las proteinas precipitadas y del sobrenadante. Concluyeron
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que los taninos de la semilla muy polimerizados precipitan junto a las proteinas,
mientras que los de bajo peso molecular permanecen en solucion.

Los vinos a medida que evolucionan contienen menos cantidad de antocianos libres y
presentan mas antocianos combinados, recordemos que, muchas de estas
combinaciones se producen con flavanoles, con lo cual habrd una perdida de
astringencia.

En el caso de vinos de crianza, debera tenerse muy en cuenta el equilibrio entre los
polifenoles del vino a envejecer antes de llevarlo a barrica. La madera libera taninos
hidrolizables que también pueden incidir en la astringencia del vino. Este proceso ha
de suceder de modo tal que la sensacion de astringencia al salir el vino de la barrica
no haya crecido desmesuradamente. Trabajos de Bacon y Rodes (2000) concluyen
que todas las PRPs (acidas, basicas y glicosiladas) poseen alta capacidad para unirse
a los taninos hidrolizables, pero presentan una estrecha gama de afinidad en
dependencia del nimero de unidades galoidadas, la esterificacion y el grado de
polimerizacion de estos taninos.

Otros componentes del vino que influyen sobre la percepcion sensorial de la
astringencia y el amargor son el pH, la concentracion de etanol, la presencia de
glicerol y de polisacaridos. Estos ultimos intervienen en la viscosidad del vino.

Las investigaciones sobre la astringencia en relacion con el pH son variadas. Muchas
de ellas se basan en el andlisis sensorial haciendo referencia a la intensidad y
duracién de la astringencia. Todos concluyen que la astringencia es pH dependiente
(Straub y Mc Daniel, 1989; Lee y Lawless, 1991; Rubico y McDaniel, 1992; Ilegal,
1996).

Bate-Smith (1954, 1973) plante6 la posibilidad de que los acidos precipitaran
proteinas de la saliva o provocasen cambios en la conformacion de la saliva que se
tradujeran en la disminucion de la lubricacion. Lawless y colaboradores (1994)
plantearon dos hipdtesis posibles al respecto. La primera se basa en la contribucion
directa de los protones. La segunda de la capacidad de formar puentes de hidrogeno
de los grupos hidroxilos en el anién o el &cido no disociado.

Mediante andlisis sensorial en soluciones modelos, Kallithraka y colaboradores
(1997,) estudiaron la influencia del acido lactico y el acido malico sobre la
astringencia. Concluyendo que hay un aumento de la sensacion de astringencia,
intensidad y duracion de la misma al disminuir el pH, pero no se observan
diferencias de percepcion cuando la bajada del pH se produce por adicion de acido
malico o 4cido lactico.

Peleg y colaboradores (1998) experimentaron en soluciones modelos que contenian
compuestos fenolicos de semillas de uva, 4cido tanico, catequina y acido galico, a las
que se le adicionaron diferentes concentraciones de acidos malico, lactico, citrico o
clorhidrico. Ante la adicién de acidos siempre hubo incrementos en la sensacion de
astringencia. Mientras si se adicionaba alumbre se reducia la capacidad de los
polifenoles de interactuar con las proteinas salivales.
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Otros estudios, (utilizando concentraciones de taninos similares a los encontrados en
vino tinto) comparan soluciones modelos y vino tinto en relacion con la disminucioén
de pH. Estos demuestran, que no tienen el mismo impacto sobre la astringencia la
degustacion de vino tinto que la degustacion de solucion sintética. Se sugiere que
este comportamiento se deba a que al vino tinto se le ha de adicionar mucha
cantidad de 4cido para disminuir el pH, dada la alta capacidad tampon del vino en
comparacion con las soluciones modelos (Kallithraka y col., 1997y).

Resultados similares obtienen Thomas y Lawless (1995) en trabajos realizados con
acidos organicos, mientras en acidos inorganicos muestran que el acido clorhidrico
es un potenciador importante de la astringencia.

En estudios hechos por turbidimetria (Siebert y Chassy, 2003), se demuestra que las
interacciones taninos-proteinas son mucho mas fuertes por debajo del punto
isoeléctrico de la mayoria de las PRPs. Otros estudios utilizando esta metodologia
muestran una estrecha relacion entre la disminucion del pH y la astringencia
(Cuernos, 2002; Hornes, 2002).

Las interacciones taninos-proteinas dependen en parte de la caracteristica de los
taninos; en parte de las caracteristicas de proteina (PRP) y el pH; pero estas
interacciones pueden ser disminuidas en presencia de solventes apolares como lo es
el etanol en los vinos tintos.

Martin y Pangborn (1971) observaron la disminucién de la astringencia en presencia
del etanol, explicandolo como la pérdida de astringencia por un aumento de la
lubricacion en la mucosa bucal. Mas tarde Asano y colaboradores (1982) y Sieber y
colaboradores (1996) observaron la inhibicién de las interacciones entre proteinas y
compuestos fendlicos en presencia de solventes apolares o aceptores de hidrogeno.

La concentracion de etanol en los vinos presenta una relacion lineal con la reduccion
de las interacciones taninos-BSA, utilizando concentraciones de proteinas similares a
las de la saliva. Las interacciones quimicas tanino-PRPs podrian verse afectadas por
las interacciones hidrofobicas, o por modificacion en las estructuras de hélices, o por
el enrollado arbitrario de las PRPs. Como consecuencia, los grupos carbonilos de la
proteina se ocultan y se reduce la afinidad de la proteina por los taninos (Serafin y
col., 1997).

También se ha demostrado que el etanol tiene un efecto importante en la
disminucién de la precipitacion de los complejos formados por tanino condensado y
PRPs. Probablemente por incrementarse la solubilidad del complejo tanino-proteina
(Yokotsuka y Singlenton, 1987).

Otros estudios consideran que el etanol contribuye, junto a otros componentes, a la
viscosidad del vino; con la correspondiente disminucién de la astringencia por
accion fisica. (Gawel, 1998). Por su parte, Noble (1990) mediante analisis sensorial
concluye que el etanol aumenta la sensacion de amargor pero, suprime la
astringencia de polifenoles.

El vino tinto contiene componentes que contribuyen a su viscosidad entre los cuales
ademads del etanol encontraremos el glicerol, polisacaridos y monosacaridos que
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ayudardn a aumentar la viscosidad reduciendo la astringencia, pero sin que se afecte
la sensacion de amargor (Ishikawa y Noble, 1995).

El glicerol es un polialcohol presente en el vino en concentraciones entre 5y 10 g/L.
Es producido durante la fermentacion alcoholica por la Saccharomyces cerevisiae.
La produccion de glicerol depende del potencial redox del mosto, y de la temperatura
optima de fermentacion (mayores de 22°C) (Scanes y col., 1998). La contribucion
del etanol y el glicerol en la viscosidad y la densidad del vino ha sido estudiada en
soluciones modelos, observandose ligeros incrementos de la viscosidad y de la
densidad percibidas al aumentar las concentraciones de etanol (3, 7, 15% v/v) y de
glicerol (5, 20,50 g/L) (Nurgel y Pickering, 2005).

Los polisacaridos son considerados como coloides protectores, destinados a prevenir
o limitar la agregacion, floculacion, asi como la turbidez y la formacion  de
precipitados en el vino. Los polisacaridos del vino tienen naturaleza y origen variado.
Pueden proceder de las paredes celulares (arabinanos lineales insolubles,
arabinogalactanos y arabinogalactan-proteinas de tipo II, ramnogalacturonano II) O
ser producidos por microorganismos como son los glucanos fingicos en uvas
contaminadas por Botritis cinerea; polisacdridos bacterianos producidos por
bacterias lacticas de los géneros Oenococcus, Streptococcus,0 Pediococcus; o
manoproteinas liberadas por las levaduras. También el endlogo puede anadir
polisacaridos al vino como es el caso de la goma arabiga.(Pellerin y Cabanis, 2000).

Los polisacaridos del vino pueden modular la interaccion entre proteinas salivales y
taninos. El fenémeno de la inhibicion de la precipitacion de los complejos taninos-
proteinas por parte de los polisacaridos puede explicarse segun Luck y colaboradores
(1994) por la union del polifenol a moléculas de polisacéridos “encapsuldndolos’; o
por la asociacion de polisacaridos a proteinas; o porque el polisacarido forma un
complejo ternario con la proteina y el polifenol. Esto ultimo aumenta la solubilidad
del complejo en medio acuoso.

Las manoproteinas son polimeros que contienen manosa y que poseen masas
moleculares desde 5x 10° hasta 4 x10°(Gongalves y col., 2002). Procedentes de las
paredes celulares de las levaduras, basan su estructura en un nucleo proteico al que
estan unidas dos tipos de cadenas: Cadenas cortas lineales de manosa unidas a la
parte proteicas a nivel de los residuos de serina o de treonina. O cadenas
polimanosidicas, ramificadas con cadenas laterales de manosa, que se unen a la parte
peptidica mediante una N-acetil-quitobiosa unida al residuo de asparragina (Waters y
col., 1994).

Se han definido dos tipos de manoproteinas en los vinos:

1° Tipo: Se corresponde con las manoproteinas secretadas durante la fase
exponencial de crecimiento de las levaduras. Se acumulan durante la
fermentacion (Llauberes, 1987).

2° Tipo: Se corresponde con las manoproteinas liberadas durante la autdlisis
celular de las levaduras. Y se acumula en los vinos almacenados o
envejecidos sobre lias. Estas presentan propiedades protectoras frente a
turbios proteicos y precipitacion tartarica (Ledoux y col., 1992).
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Se ha postulado que las manoproteinas liberadas durante la autdlisis pueden unirse a
los taninos formando macroestructuras estables que, al no poder reaccionar con las
proteinas de la saliva, no generarian la sensacion de astringencia. Estos complejos
también contribuyen a la estabilidad del color (Saucier y col., 1995, 2000; Fuster y
col., 2002).

En muchos casos los vinos envejecidos en barrica o usando micro-oxigenacion son
mantenidos sobre sus lias. Las lias tienen capacidad para consumir grandes
cantidades de oxigeno, y esto ird en decremento del consumo del mismo por los
compuestos fenolicos para combinarse mediante puentes etilo (Fornairon-Bonnefond
y Salmon, 2003). Por otra parte algunos autores han verificado que la crianza del
vino tinto en presencia de lias comporta una disminucién de la astringencia
(Fornairon y col. 2000, Feulliat y col., 2001, Vidal y col., 2004, 4, Rodriguez y col.,
2005). Asimismo, se ha descrito que el consumo de oxigeno por parte de las lias
puede actuar protegiendo los antocianos y ciertas aromas de la oxidacion (Chatonnet,
2001).

Por su parte, la goma arabiga es un polisacarido formado por unidades de
arabinogalactan-proteina tipo II y arabinogalactanos con un peso molecular 10° KDa,
y estructura en forma de red (Hidalgo, 2003,). Este exudado de Acacia senegal es
usado en vinos estabilizados, como tratamiento preventivo contra precipitaciones o
formacion de coloides.

La adicion de goma arabiga produce una disminucion clara de astringencia (Maury,
2001; Comuzzo, 2002). El mecanismo implicado en la disminucién de la astringencia
estd basado en dos hipotesis:

1. La asociaciéon molecular en solucién de los polisacaridos y taninos que,
compiten con la agregaciéon de taninos.

2. La adsorcion de polisacarido sobre particulas formadas por taninos, lo cual
previene el crecimiento de estas particulas y por tanto su precipitacion (Riou
y col., 2002).

Como otros polisacaridos la goma arabiga contribuye a estabilizar el color y a
preservar las aromas (Zanardelli, 2004).

Mediante turbidimetria, Mateus y colaboradores (2004) basandose en resultados
previos de Freitas y colaboradores (2003); estudiaron el efecto de diferentes
polisacaridos (goma xantan, pectina y goma arabiga) en la formacion de complejos
taninos-proteinas. En este caso, se ha utilizado como proteina la BSA y fracciones de
procianidinas de semillas de diferentes grados de polimerizacion. Los resultados
revelan que los tres polisacaridos estudiados tienen una tendencia similar,
interrumpiendo la formacién de complejos taninos-BSA. Con el aumento del grado
de polimerizacion de las procianidinas este efecto disminuye. El carbohidrato mas
efectivo en este experimento fue la goma xantan y el menos efectivo la goma
arabiga.
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3.4. Métodos para la determinacion y estudio de la
astringencia

Existen un gran numero de metodologias, ensayos y modelos para el estudio de las
interacciones tdninos-proteinas. Muchos de estos métodos utilizan taninos modelos
como la catequina, epicatequina, EGCG, EGC, acido téanico, penta-O-galoil-D-
glucosa, o fracciones de diferente grado de polimerizacion obtenidos a partir de
semillas, pieles de uva, o de numerosas plantas. También se utilizan diferentes
proteinas modelos como la BSA, poli-L-prolina, fracciones de proteinas salivales,
ovoalbumina, gelatinas, etc. En este apartado describiremos brevemente las
metodologias ensayos y modelos mas encontrados en la bibliografia.

Se han desarrollado numerosos ensayos siguiendo los estudios de Bate-Smith
(1973), relacionando la astringencia de los taninos con su eficacia para precipitar
proteinas. Bate- Smith determino la concentracion de taninos utilizando proteinas de
sangre hemolizada, mediante colorimetria de la hemoglobina residual.

El método analitico mas usado en enologia para conocer la astringencia es el Indice
de Gelatina disefiado por el Profesor Glories (1984), en el cual el vino se hace
reaccionar con gelatina en frio durante tres dias. Después de los cuales se determinan
los taninos por hidrélisis 4cida. Los resultados se expresan como porcentaje o
concentracion de taninos agresivos, es decir como los taninos capaces de provocar la
sensacion de astringencia.

Hagerman y Butler (1978) han desarrollado métodos para determinar fenoles
precipitables por proteinas en plantas. Los ensayos de precipitaciéon de taninos por
proteinas se han llevado a geles (Hagerman, 1987), o se le han incorporado
radioisotopos marcados con el fin de minimizar interferencias con los pigmentos de
las plantas (Hagerman y Butler, 1980). También se han aplicado métodos basado en
el principio del tefiido de las proteinas unidas a los polifenoles (protein-dye-binding)
desarrollado por Bradford en 1976 y utilizado para el andlisis de taninos por Asquish
y Butler en 1985. Muchos de estos ensayos de precipitacion se acompaian de
ensayos como el Lowry o la Ninhidrina para proteinas o la Vainillina-HCI, Folin-
Denis, Azul de Prusia, Cloruro Férrico, o Butanol-HCI para taninos. (Swain y Hillis,
1959; Mole y Waterman, 1987; Price y col., 1978; Porter y col, 1986; Lowry y col,
1951; Makkar y col., 1987) Otros estudios se dedican a los complejos solubles
tanino-proteina, en este caso se miden mediante ensayos de competicion (Beart y
col., 1985).

Otras metodologias usadas son las dialisis (Barbeau y Kinsella, 1983; McManus, y
col., 1985) y las técnicas calorimétricas (Mc Manus y col., 1981) que se describen
como un método que permite medir las propiedades termodinamicas de las
interacciones proteinas-taninos (Pierce y col., 1999). También Frazier y
colaboradores (2003) han desarrollado una metodologia de titulacion
microcalorimétricas en taninos hidrolizables utilizando BSA y gelatinas como
modelos proteicos.

Muchos ensayos se basan en la turbidimetria, (Calderon y col., 1968; Mc Murrough

y Hennigan, 1984; Chapon, 1993; Freitas y Mateus, 2001; Hornes y col, 2002;
Carvalho y col.,, 2004). Los nefelémetros no s6lo han sido una herramienta
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importante en el estudios de las interacciones taninos-proteinas, sino que han servido
para establecer modelos de superficie que permiten predecir la turbidez en cerveza
(Siebert, 1999). O para desarrollar modelos predictivos de astringencia basandose en
curvas de astringencia versus turbidez (Monteleone y col., 2004).

Prinz y Lucas (2000) utilizaron una técnica muy novedosa para estudiar la perdida de
lubricacion de la mucosa oral. Utilizando una polea de goma y un motor eléctrico
(Boothroyd Friction Tester) calcularon las variaciones de coeficientes de friccion al
utilizar como lubricante saliva con un 5% de agua destilada o saliva con un 5% de
una solucion de acido tanico saturada.

Edelman y Lendl (2002) diseharon una superficie de agarosa unida a prolina, que
simula una lengua, a la cual por inyeccién automadtica continua se le aplicaron
patrones de acido tanico, diferentes procianidinas y vinos. La lectura se realizo
mediante espectrofotometria de infrarrojos, caracterizdndose de forma diferente los
taninos hidrolizables de los condensados. Se observé que las sustancias no
astringentes no eran retenidas en la gelatina, por el contrario la gelatina interaccion6
con el vino tinto.

Kanaeda y colaboradores (2003) perfilaron dos métodos para medir la astringencia
usando una microbalanza de cristal de cuarzo. En el cristal de cuarzo se inmovilizaba
lipido o gelatina, comprobando que los taninos eran adsorbidos por la membrana
lipidica en presencia de péptidos, y la membrana de gelatina respondia
especificamente a los polifenoles. Estos resultados se correlacionaron
satisfactoriamente con vinos tinos, tés verdes japoneses y cervezas.

Otros estudios han usado la cromatografia en papel, aplicando luego la tincion de
Ponceau para medir los complejos taninos-BSA mediante espectrofotometria (Dawra
y col., 1988). La cromatografia mediante HPLC se ha utilizado para analizar los
sobrenandantes de mezclas de flavanoles y /o procianidinas con saliva (Kallithraka y
col., 2000) o correlacionado la composicion proteica de la saliva con la intensidad de
la astringencia por andlisis sensorial (Kallithraka y col., 2001). También mediante
HPLC Kawamoto y colaboradores (1995) cuantificaron precipitados de diferentes
series de procianidinas galoiladas unidas a BSA y un afio mas tarde los mismos
autores publicaron un estudio estequiométrico de estas reacciones (Kawamoto y col.,
1996)

El uso de ensayos enzimaticos (ELISA) también han contribuido a cuantificar las
proteinas precipitada por polifenoles, usando BSA conjugada con benzidina y acido
tanico como patron (Ratnavanthi y Sashidhar, 1998) O mediante ensayos de
competicion en placas basados en el marcaje de taninos con peroxidasa (Bacon y
Rodees, 1998). También usando proteinas marcadas con yodo 125 (Ginger y col.,
2004). O utilizando métodos indirectos en microplacas, basados en la inhibicion de la
tripsina por los taninos y la perdida de esta inhibicion al adicionar el tanino unido a
proteina (Fickel y col., 1999).

El uso de la electroforesis ha sido otra herramienta en el estudio de las interacciones
taninos-proteinas, ya sea de forma nativa (Austin y col., 1989; Hagerman y Robbins,
1993) o desnaturalizando la proteina en el SDS-PAGE. Mediante SDS-PAGE, Wu
y Lu (2004) compararon las reacciones entre taninos, proteinas de uva, BSA y

37



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CONTRIBUCION AL ESTUDIO DE LOS FACTORES QUE AFECTAN LA ASTRINGENCIA DEL VINO TINTO.
Maria del Carmen Llaudy Fernandez

ISBN:

978-84-690-7596-8 / DL: T.1384-2007

Capitulo I Introduccion

gelatina. Mientras Gambuti y colaboradores (2005), utilizan saliva humana total con
procianidinas de piel y semilla. En estos casos la astringencia se mide por
cuantificacion de las bandas en el gel.

También se han utilizado técnicas de “time average nuclear overhauser
effects”(NOE) para estudiar la estructura espacial de los complejos PRPs-
polifenoles (Charlton y col., 2001).

Se han realizado estudios con Resonancia Magnética Nuclear (NMR) acompafiado
de dicroismo circular y espectrofotometria de masas, con el fin de establecer modelos
dindmicos tridimensionales de los complejos formados por los taninos del vino y las
proteinas de la saliva; relacionando los resultados con los niveles de astringencia
(Simon y col., 2003,p).

Otros investigadores han elegido técnicas de dispersion de luz (Light scattering)
para cuantificar de modo directo los agregados de taninos y BSA a pH neutro (Liny
col., 2004).

Finalmente, se trabaja en el desarrollo de modelos predictivos de astringencia como
el modelo matematico desarrollado por Cliff y colaboradores (2002) a partir de
correlacionar estadisticamente el andlisis sensorial con el analisis del color. O
modelos moleculares que describen paso a paso las interacciones a partir de técnicas
de microscopia electronica de transmision, ultracentrifugacion analitica, barrido de
rayos X, o laser (Jobstl y col., 2004,,). Asi como también, la prediccion de la
astringencia producida por diferentes compuestos fendlicos, basados en ensayos
como el Indice de Mucina (MIA) (Monteleone, 2005).

A pesar de todo lo expuesto la determinacion objetiva de la astringencia del vino es
un tema abierto. En ocasiones existen discrepancias entre los resultados analiticos y
los sensoriales. Es por ello que autores como Kallithraka y colaboradores (2000)
exhortan al estudio mas exhaustivo tanto del andlisis sensorial como analitico en aras
a desarrollar métodos cuantitativos de analisis de astringencia.
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4. LA VINIFICACION EN TINTO

En este apartado se explica brevemente los pasos de una vinificacion convencional
en tinto. Simultdneamente al proceso de vinificacion tiene lugar la maceracion que
permite la extraccion de los compuestos fendlicos contenidos en las partes solidas de
la uva. La cinética de extraccion y los diferentes tratamientos para mejorarla seran
tratados en el apartado 4.3.

Para comprender la importancia de la correcta madurez de la uva en relacion con la
extraccion, comenzamos explicando muy brevemente la evolucion de los compuestos
fenolicos durante la maduracion.

4.1. Madurez

El proceso de vinificacion comienza con el correcto estado sanitario de la uva y con
una correcta madurez de la misma. Para una correcta madurez de la uva es
importante que la variedad se encuentre adaptada al microclima y al suelo, con baja
disponibilidad de agua y de nitrogeno durante la maduracion. También cuenta la
edad del vifiedo y los sistemas de poda en verde elegidos en cada caso (Asseling y
Ballester, 1992; Jackson y Lombard, 1993; Yuste y col., 1997).

A :

Taninos de la piel

Taninos de la semilla

o7

Concentracion

Antocianos

-

ENVERO MADUREZ DE LA PULPA

Figura 16: Evolucién de los compuestos fenolicos durante la maduracion
(extraido de Ribéreau- Gayon y col., 2003)

Durante la maduracion de la uva tinta se produce un aumento de los azlcares y una
disminuciéon de la acidez, al mismo tiempo que los compuestos fendlicos se
incrementan desde el envero hasta el momento de la vendimia, que teéricamente ha
de coincidir con el momento en que la uva llega a la madurez fenolica.

En la Figura 16 se muestra la evolucion de los compuestos fendlicos a lo largo del

proceso de maduracion. Se puede apreciar que la concentracion de las
proantocianidinas (taninos) de las pieles va en aumento con la madurez, mientras las
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proantocianidinas de las semillas disminuyen. Las proantocianidinas son
responsables de la sensacion de astringencia (ver: Astringencia). Pero se ha de tener
en cuenta que a lo largo de la maduracion los taninos de la semilla son siempre
astringentes, mientras que los de la piel disminuyen su capacidad de astringencia con
la madurez (Peleg y col., 1999; Vidal, 2004,). No menos importante es la influencia
del grado de madurez de la uva sobre la extractibilidad de los compuestos fendlicos
(Ribéreau- Gayon y col., 2003,; Habertson y col., 2002).

En uva verde no solo la concentracion de compuestos fenolicos serd muy baja, sino
que la cara interna de la piel esta recubierta por una capa de células de la pulpa muy
gruesa que dificulta la solubilizacion de los compuestos fenodlicos en las primeras
etapas de maceracion, cuando ain no hay etanol en el medio y la extraccion de estos
compuetos s6lo puede tener lugar por la cara interna de la piel. A medida que la uva
madura, esta capa serd mas fina permitiendo mayor extraccion por la cara interna de
la piel. La presencia de etanol y el aumento de la temperatura durante la
fermentacion permiten la solubilizacion de la cubierta de pruina de la cara externa de
la piel, con lo cual habra intercambio por las dos caras (Zamora, 2003y). En las pieles
hay un incremento del DPM de las proantocianidinas y de la proporcion de (-)
epigalocatequina, junto al incremento del nivel de antocianos desde el envero hasta la
madurez fenoélica (Kennedy y col., 2002). La acumulaciéon de antocianos se describe
con un aumento muy marcado durante las primeras tres semanas después del envero,
luego el incremento es gradual con un ligero descenso de la concentracion de
antocianos en uvas sobremaduras (Gonzalez- San José y col., 1990). Durante la
maduracion los niveles de malvidina-3-glucésido, Peonidina-3-glucésido y
antocianos acilados aumentan. Al final de la madurez disminuyen los antocianos
monoglucésidos (Ryan y Revilla, 2003; Canals y col., 2005).

Por su parte, las semillas, con la madurez, endurecen su superficie con una cuticula y
una envoltura lignificada que dificultard la extraccion en ausencia de etanol
(Romeyer, y col., 1986). La presencia de etanol posibilita la solubilizacion de la
cuticula y con ello podria aumentarse la extraccion en maceraciones largas
(Singlenton y Draper, 1964). Kennedy y col. (2000,, ) sugieren que la disminucién
de la extractibilidad de las semillas con la madurez también esté asociada a los
cambios en la composicion de las mismas y a procesos de oxidacion. En cuanto a los
cambios de composicion de la semilla durante el proceso de maduracion la
bibliografia describe que se produce una disminucion de los monémeros de flavanol-
3-ols, mientras tiene lugar un incremento de los dimeros de proantocinidinas
(Romeyer, y col., 1986). Jordao y col. (2001,) describen un rapido descenso de los
flavanoles durante los primeros 20 dias después del envero para luego disminuir de
forma gradual, mientras algunas procianidinas (B2, B4; entre otras) presentan un
ligero incremento durante los ultimos dias de maduracion. Estudios de localizacion
de taninos en la semilla explican que, durante la maduracion, el DPM y la proporcion
de epicatequina galato es mayor en las células de la pared de la semilla que en las
fracciones celulares interiores (Geny y col., 2003).

Existen vinificaciones en las que se incluye el raspon de modo parcial o total
aumentando la concentraciéon de compuestos fenolicos con vistas a mejorar la
sensacion de cuerpo al vino de variedades poco tanicas como lo es el Pinot noir
(Peynaud, 1984). En general, se describe que la concentracion de taninos en el
raspoOn representa aproximadamente un 21% del total en el racimo de uvas (Hidalgo,
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2003y). El principal inconveniente del uso del raspon viene dado por los sabores y
aromas vegetales y herbaceos, con una marcada sensacion de astringencia (Peynaud,
1984, 1988; Hashizume y col., 1997; Delteil, 2000; Hidalgo, 2003;). Los raspones
estan constituidos fundamentalmente por 4acidos fenoélicos, flavonoles y flavanonoles,
asi como polimeros de proantocianidinas compuestos mayormente por (-)
epicatequina y en menor proporcion (+) catequina, epicatequin galato y (-)
epigalocatequina (Souquet y col., 2000). Jordao y col. (2001,) han estudiado la
evoluciéon de los taninos de los raspones durante el proceso de maduracion y han
observado que la concentracion de flavanoles va disminuyendo, mientras las
fracciones poliméricas se incrementan seguidas de las fracciones oligoméricas.

4.2. Descripcion del proceso de vinificacion en tinto

El proceso de vinificacion comienza con los controles de madurez, técnica que se
realiza en cada parcela del vifledo. Cuando la uva posee la madurez necesaria se
realiza la vendimia.

e Despalillado y Estrujado

Al llegar la uva a la bodega se procede al despalillado eliminando el raspoén (total o
parcialmente segun el criterio de vinificacion), quedando asi desgranadas las uvas.
Este procedimiento se realiza por las maquinas despalilladoras, pero en sus inicios se
realizaba manualmente (Peynaud, 1988).

Con la eliminacion del raspén se descartan en gran medida las notas herbaceas y
vegetales, pero también se elimina un gran aporte de compuestos fendlicos. Ademas,
se plantea que los raspones facilitan el proceso de fermentacion, absorbiendo calorias
y limitando los excesos de temperatura, también posibilitan que el sombrero sea
menos compacto facilitando la extraccion de compuestos fenolicos y el prensado. En
contraposicion el despalillado economiza espacio en los tanques de fermentacion
pues el raspon representa aproximadamente un 30% del volumen de la vendimia. El
raspon contiene gran cantidad de agua y no contiene azlcares por lo cual disminuye
el grado alcohdlico del vino y a la vez en el raspon se fija parte de la materia
colorante por lo que, de manera inmediata, el vino tendra menos color (Peynaud,
1984, 1988).

El estrujado consiste en romper los granos de uva formando la pasta de vendimia o
mosto. Actualmente se realiza fundamentalmente mediante las estrujadoras, aunque
también puede realizarse la técnica ancestral del pisado de la uva. El estrujado
facilita la maceracion por aumento de la superficies de contacto entre el mosto y las
partes solidas de la uva, y ayuda a la aireacion favorable para la multiplicacion de las
levaduras y la activacion de la fermentacion (Jackson, 1994).

Hoy en dia en muchas bodegas optan por las maquinas despalilladoras- estrujadoras,
pudiendo realizarse el estrujado con diferentes sistemas de rodillos: cilindricos,
conicos o de perfiles conjugados. También existen estrujadoras centrifugas que por la
accion de la fuerza centrifuga se van estrellando los granos de wuva contra una
superficie perforada, quedando los raspones retenidos en el interior del tambor. Estas
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ultimas realizan un tratamiento agresivo de la vendimia, y a menudo se trituran en
exceso las semillas y las pieles por lo que apenas se utilizan.

El mosto es trasladado a los tanques de fermentacion donde de inmediato se procede
a agregar el anhidrido sulfuroso con fines antimicrobiano y antioxidasico. Dosis
elevadas de anhidrido sulfuroso contribuyen a activar la maceracion pero pueden
comprometer mas tarde la fermentaciéon malolactica. En este momento pueden
aplicarse, dependiendo del estado y tipo de uva, diferentes técnicas para la mejora de
la extraccion de la materia colorante contenidas en las partes solidas de la uva antes
de dar inicio a la fermentacion alcohdlica. A esta etapa de maceracion se le denomina
Pre- fermentativa.

e Fermentacion Alcohdlica.

Durante la vinificacion tiene lugar simultdneamente la fermentacion alcoholica y la
maceracion. Estos dos fendmenos condicionan la cinética de extraccion de los
compuestos fenolicos.

Al inicio de la fermentacion alcoholica, generalmente, se adicionan levaduras al
mosto, garantizando asi la biomasa necesaria en buen estado fisiologico para el
desarrollo de la fermentacion. Las levaduras se seleccionan segun los vinos y
tradiciones teniendo en cuenta el perfil aromatico y gustativo de los vinos (Delteil,
2000y), asi como la actividad B-glicosidasa (Sponholz, 1997). Ultimamente también
se estudia la influencia de la cepa de levadura seleccionada en la composicion
fenolica final del vino (Caridi y col., 2004; Morata y col., 2005,) Es comun afadir
activadores de fermentacion y factores de crecimiento y desarrollo de levaduras, para
garantizar el adecuado crecimiento de las mismas.

Durante el proceso de fermentacion las levaduras consumen azucares reductores y
liberan al medio etanol, diéxido de carbono y en menor cuantia otros productos tales
como el glicerol, acidos organicos, alcoholes superiores, ésteres, acetoina y
compuestos azufrados (Barre y col., 2000). A medida que evoluciona la fermentacion
alcohdlica se incrementa la concentracion de etanol en el medio. La presencia de
etanol supone una mayor extraccion de compuestos fendlicos por la degradacion
celular, lo que implica que se acentua la extraccion de antocianos y comienza la
liberacion de sustancias menos accesibles como proantocianidinas con mayor grado
de polimerizacion, o proantocianidinas unidas a proteinas o polisacaridos de las
paredes celulares. Las proantocianidinas extraidas pueden reaccionar entre ellas o
con los antocianos disueltos en el medio, para formar complejos que permanecen en
solucion. En esta fase, todos los parametros que condicionan la dindmica de la
fermentacion (pH, temperatura, oxigeno, etc.) repercuten en la extraccion. A esta
etapa de maceracion se le denomina Maceracion Durante la Fermentacion.

e Descube y Prensado
El descube es la operacion que da continuacién a la fermentacion alcohdlica, pero no

siempre coincide con el final de ésta. En funcion del tipo de vino a elaborar y de la
calidad de la vendimia el descube puede realizarse (Hidalgo, 2003.):

42



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CONTRIBUCION AL ESTUDIO DE LOS FACTORES QUE AFECTAN LA ASTRINGENCIA DEL VINO TINTO.
Maria del Carmen Llaudy Fernandez

ISBN:

978-84-690-7596-8 / DL: T.1384-2007

Capitulo I. Introduccion

- Antes de terminar la fermentacion alcohdlica, destinado a vinos jovenes
con sensaciones gustativas de gran suavidad. Estos terminan la
fermentacion alcohdlica en ausencia de pieles y semillas.

- Recién terminada la fermentacion alcoholica, destinado a vinos jovenes
mas equilibrados.

- Después de dos o tres semanas de terminada la fermentacion alcoholica,
en vinos destinado a envejecer. (Maceracion Post Fermentativa)

El vaciado de los depositos se realiza mediante el sangrado o escurrido del vino y a
continuacion se realiza el prensado. El sangrado se realiza habitualmente a través de
las valvulas laterales o del fondo de los tanques de fermentacion. El descube se
puede realizar de modo manual, con operarios que sacan con palas y otros utensilios
los hollejos y pepitas fermentados, o automatizado ya sea por gravedad o con el uso
de cubas autovaciantes o incluso provistas de sistemas extractores (Delteil y col.,
2000p).

Los hollejos fermentados dejan escurrir un importante volumen de vino con calidad
similar al vino obtenido durante el sangrado. Después se prensan y se obtiene el
llamado vino de prensa. Este vino suele representar un 15% de la totalidad del vino,
con una graduacion alcoholica algo inferior al vino de sangrado y una mayor
concentracion de compuestos fenolicos. Mediante las prensas de jaula vertical u
horizontales de membrana se logra un prensado suave a baja presion, que evita que
se rompan las semillas (Hidalgo, 2003,).

Cuando el vino es destinado a crianza se suele mezclar el vino de sangrado con las
primeras fracciones del vino de prensa (Hidalgo, 2003.).

e Fermentacion Malolactica

La fermentacion malolactica es la transformacion del dcido malico contenido en el
vino en acido lactico como producto final. Este proceso se realiza de manera
espontanea con la intervencion de las bacterias lacticas existentes en el mosto,
perteneciente a los géneros Oenococcus, Pediococcus, Lactobacillus. A medida que
avanza la vinificacion la flora bacteriana se reduce en numero y variedad,
favoreciéndose las cepas resistentes al etanol y al pH . Al iniciarse la fermentacion
malolactica, generalmente se encuentra la especie Oenococcus oeni. Actualmente se
comercializan bacterias lacticas liofilizadas que pueden ser utilizadas como indculo,
si bien en la mayoria de las bodegas aun se realiza la fermentacion maloléctica
espontanea (Cavin y col., 2000).

La fermentacion maloléctica produce una desacidificacion en el vino que le confiere
ligereza. Algunos autores ( Kallithraka y col., 1997,; Harwing y Mc Daniels, 1997)
en experimentos mediante andlisis sensorial, apenas han encontrado diferencias entre
la presencia del acido lactico o el 4cido malico en soluciones sintéticas. Sin embargo,
a la transformacion del acido malico, en acido lactico se le confieren sensaciones
gustativas mas suaves, pues ademds del pequefio incremento de pH, durante la
fermentacion maloléctica se acumulan manoproteinas en el vino, procedente de la
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autdlisis de las levaduras y otros polisacaridos procedentes de las bacterias lacticas
(Cavin y col., 2000).

También se plantea que la fermentacion malolactica modifica las aromas del vino,
con una disminucion de aromas varietales por degradacion o hidrélisis de
compuestos aromaticos de la uva y por la atenuacion de aromas producidas durante
la fermentacion alcohdlica. ElI compuesto aromadtico caracteristico de esta
fermentacion es el diacetilo, formado a partir de la degradacion del acido citrico. El
diacetilo presenta olor a mantequilla y en concentraciones inferiores a 5Smg/L
contribuye positivamente al aroma del vino (Rankine y col., 1969; Hidalgo, 2003).

Otra de las ventajas que se atribuyen a la fermentacion malolactica es la de asegurar
en el vino estabilidad bioldgica frente a las bacterias lacticas, al desaparecer el acido
malico y empobrecerse el medio de nutrientes (Cavin y col., 2000).

Entre los inconvenientes de la fermentacion malolactica estdn la perdida de color
debida al aumento de pH. Se plantea que al aumentar el pH después de la
fermentacion malolactica puede tener lugar una pequefia pérdida de color por
desplazamiento de cationes falvilios (rojo) a bases quinonas (azul) y carbinol
(incoloras), pero se ha de tener en cuenta que la variacion de pH que se atribuye a la
fermentacion malolactica es muy pequeiia (0,1-0,2 unidades de pH) (Zamora, 2003y,).
Por su parte, Vrhovsek y col. (2002) sugieren la posibilidad de que la fermentacion
malolactica reduzca las reacciones de polimerizacion de proantocianidinas.

Otros inconvenientes son la eventual formacion de polisacaridos extracelulares
(Pediococcus damnosus, Lactobacillus brevis) que confieren al vino un aspecto
viscoso conocido como “ahilado” (Hidalgo, 20034). Y la degradacién de
aminoacidos produciendo aminas bidgenas. En este sentido trabajos de Roure (2005)
estudian el uso de la lisozima antes de la fermentacion malolactica para eliminar las
bacterias lacticas del vino y facilitar asi el desarrollo de bacterias seleccionadas.

En vinos jévenes, destinados al consumo rdpido y con niveles de acido malico
reducido, no es aconsejable la fermentacion malolactica pues, desde el punto de vista
organoléptico, es imprescindible mantener la acidez (Hidalgo, 20034). En estos casos
ha de afiadirse anhidrido sulfuroso y/o lisozima, para evitar que la fermentacion
malolactica tenga lugar espontaneamente (Roure, 2005). Por el contrario, en vinos
destinados a envejecer o con altos niveles de acido malico es imprescindible la
fermentacion malolactica.

Los vinos tintos que se consumen jovenes destacan organolépticamente por su
frescura y toques afrutados. Pero los vinos tintos por excelencia han de pasar por un
proceso de envejecimiento donde tienen lugar una serie de combinaciones y
condensaciones que le otorgan gran complejidad organoléptica, enriqueciéndolos en
notas aromaticas y estabilizando el color de los mismos. Este proceso se lleva a cabo
en barricas de roble (ver apartado 5. Crianza) y en los ultimos afios se alterna o se
combina con la microoxigenacién (ver apartado 6. Microoxigenacion).

El momento en que el vino sea introducido en la barrica condicionara su

concentracion de sulfuroso libre y la presencia o no de lias. Algunos endlogos pasan
el vino a barricas para realizar la fermentacion malolactica, planteando que mejora la
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calidad aromatica del vino, dando lugar a vinos con color mas estable y mas volumen
en boca. En estos casos el vino pasa a barrica con niveles casi nulos de anhidrido
sulfuroso y realiza la fermentacion malolactica en presencia de lias. Cuando termina
la fermentacion maloléctica el vino es sulfitado.

El vino también puede ser destinado a envejecer al terminar la fermentacion
malolactica, justo después de adicionar el anhidrido sulfuroso. En este caso el vino
ira a crianza cargado de lias y con sulfuroso libre (Hidalgo, 2003y).

Decantacion/ Clarificacion/ Filtracion

En los vinos nuevos, si se dejan un cierto tiempo después de aniadir el anhidrido
sulfuroso, se produce una clarificacion espontanea. Esto implica que las lias se
depositan en el fondo de los depositos. A este proceso se le denomina decantacidon
natural. Posteriormente el vino se trasiega a barrica o depdsitos de microoxigenacion,
donde el proceso de envejecimiento se hard con muy pocas lias (Zamora, 2003.).

También se puede realizar el proceso de clarificacién que consiste en agregar al vino
una sustancia de naturaleza coloidal (vegetal o animal). Estas sustancias arrastran
hacia el fondo del depdsito las lias y otras particulas en suspension. También pueden
realizarse procesos de filtracion (Boulet y Escudier, 2000,). Entonces el vino ird a
envejecer sin lias y en presencia de sulfuroso libre desde el inicio de la crianza en
barrica o la microoxigenacion.

Otro método utilizado consiste en separar el vino de sus lias por decantacién y
almacenar las lias en barricas para que pierdan su alto poder reductor y luego afiadir
al vino las lias decantando las lias mas gruesas (Zamora, 2003;). En este caso se
realizara el envejecimiento sobre lias finas, con sulfuroso libre desde el inicio.

El proceso de maceracion en los vinos se desarrolla de manera simultdnea a la
fermentacion. En la figura 17 se observa la cinética de extraccion de los compuestos

4.3. Maceracion

fenolicos.

A

Maceracion Maceracion durante la Maceracion
prefernment ativa ferment acién alcohdlica postfernmentat iva
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Figura 17: Cinética de extraccion de los compuestos fendlicos.
(extraido de Ribéreau- Gayon y col., 2003)
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El aporte de cada uno de los compuestos fendlicos de la uva y los fendmenos de
combinacion, condensacion, polimerizacion, etc. que se producen durante la
maceracion tienen gran influencia en las propiedades organolépticas y varian en
funcion de la madurez y naturaleza de la uva.

La maceraciéon se puede dividir en tres fases:

La maceracion Pre Fermentativa que es la extraccion que se produce desde el llenado
del deposito de fermentacion hasta el comienzo de la fermentacion alcohodlica, es
decir, con un 0% de etanol en el medio y a temperaturas moderadas. En esta etapa
hay mayoritariamente extraccion de antocianos y también de proantocianidinas y
polisacéridos de la piel. Comenzaran los fendmenos de copigmentacion.

Entre las técnicas habituales para mejorar la maceracion Pre-Fermentativa estan:

= Refrigeracion antes del despalillado: Permite “fragilizar” las membranas
celulares, facilitando la extraccién de compuestos fendlicos y de precursores
de aromas. Evita el arranque anticipado de la fermentacion alcohodlica y los
riesgos de oxidacion y de picado acético al ser muy baja la temperatura de la
uva al entrar en el tanque de fermentacion. El inconveniente es que se precisa
disponer de camaras frigorificas que permitan realizar el tratamiento (Revilla,
2006).

= Maceracién Pre-fermentativa en Frio: Alarga la fase pre-fermentativa
permitiendo mayor extraccion de compuestos fenolicos en fase acuosa. Asi al
comienzo de la fermentacion alcoholica hay un alto nivel de antocianos y
proantocianidinas disueltos en el medio, que favorece la combinacion y la
estabilidad del color (Asselin y col., 1999). Este tratamiento se puede realizar
enfriando las cubas de fermentacion a través de sistemas de camisas
refrigeradas o utilizando nieve carbonica. Si este tratamiento se realiza
utilizando nieve carboénica, ademds de las ventajas antes expuestas, al
saturarse el medio se inhibird la accion de polifenoloxidasas y de las
bacterias acéticas y levaduras oxidativas, incluso al recuperarse la
temperatura en el mosto (Feulliat, 1997; Cuasnon, 1999).

= “Flash Détente”: Esta técnica consiste en calentar rdpidamente y a alta
temperatura la vendimia, seguido de un enfriamiento instantdneo a vacio
intenso, con lo que se consigue la fragilizacion de las paredes de las pieles.
Por tanto, habrd una extraccion mucho mas rapida, el sombrero serd mucho
mas ligero y caerdn mucho mas rapido las semillas al fondo del tanque de
fermentacion, lo que condicionarda el tiempo de maceracion (Boulet y
Escudier, 2000y).

= Tratamiento Térmico (Termovinificacién): Consiste en calentar el mosto a
temperaturas de alrededor de 70°C. Se aplica fundamentalmente en uva algo
podrida, desactivando asi las enzimas lacasas. Esta técnica elimina los
microorganismos presentes en el mosto y solubiliza muchos nutrientes
presentes en la uva, facilitando luego el desarrollo de la levadura inoculada
para la fermentacion alcoholica. Mejora la extraccion de compuestos
fenolicos, incrementando el color (Fisher y col., 2000).

= Sangrado o Doble Pasta: Permite incrementar la proporcion de pieles y
semillas respecto al mosto, esto mejora la calidad del vino final desde el
punto de vista de cuerpo, estructura y color (Zamora y col., 1994).
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= Adicién de Enzimas Pectoliticas: Permiten hidrolizar las pectinas de las
paredes celulares de las capas de pulpa proximas a la piel favoreciendo la
extraccion de antocianos (Ducruet y col., 1997; Bernard y col., 2005).

» Adicién de Taninos Enolégicos: Sirve para aumentar el cuerpo y estructura
del vino. En el caso de los taninos condensados, por su naturaleza similar a la
de las procianidinas pueden participar en los procesos de combinacion, y por
tanto de la estabilizacion del color (Poinsaut y col., 2000; Khan y Bertrand,
2005).

La maceraciéon durante la Fermentacién Alcbéholica ocurre simultdneamente al
aumento de la concentracion de etanol y de la temperatura del medio. En esta fase
también hay extraccion de antocianos y de taninos de la piel. La extraccion de
taninos de la piel se produce de forma mas prolongada. En el caso de los taninos de
semilla se inicia la extraccion cuando la cuticula se ha disuelto por la presencia del
etanol. Evidentemente, a mayor concentracion de etanol, mas rapida serda la
solubilizacion. En esta etapa comienza la formacion de combinaciones
proantocianidina- antocianos. El etanol provoca la disminucién de la copigmentacion
y la precipitacion de muchos de los polisacaridos que se van disolviendo en el medio.

Durante la Fermentacion se forma el sombrero que es la acumulacion de semillas y
pieles en la parte superior de los tanques de fermentacién empujados por el didxido
de carbono liberado por las levaduras como parte de su metabolismo. Durante esta
fase se utilizan diferentes técnicas destinadas a aumentar el contacto vino/ mosto y
por tanto la extraccion de polifenoles:

= Remontado: Consiste en enviar el liquido desde la parte inferior de las cubas
de fermentacion a la parte superior distribuyéndolo sobre el sombrero. Este
proceso facilita la extraccion de los compuestos fendlicos de la piel y la
semilla que se acumulan en el sombrero; pero también permiten oxigenar el
mosto, libera CO,, resuspende las levaduras al final de la fermentacion y
homogeniza la temperatura del mosto (Feulliat y Peyron, 2000,; Sacchi y col.,
2005).

= Bazuqueos: Consiste en el hundimiento del sombrero para descompactarlo,
por tanto mejora la extraccion de los compuestos fendlicos (Feulliat y Peyron,
2000,; Sacchi y col., 2005).

= Inundacion: Se remonta gran cantidad de liquido a un recipiente por encima
de la cuba de fermentacion y se deja caer el liquido de golpe. De este modo el
sombrero queda descompactado completamente (Hidalgo, 20034; Zamora,
2003y).

= Sombrero sumergido: Utilizando un entramado dentro de la cuba de
fermentacion que no permita que la pasta suba a la superficie incluso con el
desprendimiento del gas carbdnico (Hidalgo, 2003 4; Zamora, 20034).

= Délestage: Consiste en vaciar el tanque de fermentacion completamente e
incluso se recomienda que se deje escurrir el liquido remanente del sombrero
y al cabo de unas horas se devuelve el mosto/ vino al tanque de
fermentacion. Esto no sélo permite descompactar el sombrero sino que
muchos granos quedaran aplastados liberando compuestos fenolicos. Esta
técnica se puede utilizar en uvas poco maduras o muy astringentes para
eliminar semillas durante la fermentacion (Revilla 1998; Bosso y col., 2000).
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= Maceracion dindmica: Se realiza en depdsitos maceradores rotativos, ya sean
de cuba giratoria o fija, permiten un movimiento de pequefas rotaciones a lo
largo del dia que mueven los hollejos suavemente y sustituyen un buen
bazuqueo (Hidalgo, 20034; Revilla, 2006).

Por ultimo, la fase de maceracion Post Fermentativa, que transcurre entre el final de
la fermentacion alcoholica y el descube. En esta etapa continua la extraccion de los
taninos de la semilla, las transformaciones en las moléculas de antocianos, por
combinaciéon con proantocianidinas, y los procesos de polimerizacion de las
proantociadinas. También se liberan polisacaridos y manoproteinas producto de la
autdlisis de las levaduras. Cabe sefalar que en este periodo se producen procesos de
absorciéon de materia colorante por partes solidas (levaduras) y eventualmente
reacciones de degradacion.

En la etapa Post Fermentativa se utiliza:

= Alargar el periodo de maceracion: Con lo cual aumentard la concentracion de
proantocianidinas del vino. Aumenta la estabilidad del color por la formacion
de combinaciones y la estructura en boca. Es necesario ser cuidadosos y
macerar solo el tiempo en que el vino mejore sensorialmente (Scudamore y
col., 1990; Yokotusha y col., 2000; Sacchi y col., 2005, Kelebek y col.,
2005).

= Maceracidn final en caliente: Se realiza calentando el vino a temperaturas
entre 35-40°C al terminar la fermentacion alcohdlica. Este proceso
incrementa la extraccion de compuestos fendlicos (Ribéreau-Gayon y col.,
2003p).

En todas las etapas de maceracién se debe escoger la técnica apropiada para no
provocar la sobre extraccion de compuestos fendlicos que llevard a obtener vinos
duros, herbaceos y astringentes. La concentracion de los polifenoles aportados por
la uva durante los procesos de maceracioén/ vinificacion; dependeran del grado de
madurez de la uva y del empleo de técnicas de maceracion y vinificacion apropiadas.
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5. CRIANZA EN BARRICA DE ROBLE

El roble ha sido utilizado desde hace siglos para la elaboracion de las barricas donde
originariamente se almacenaba y transportaba el vino. Hoy en dia los vinos tintos
mas preciados son aquellos que han estado en contacto con la madera de roble, en el
interior de las barricas. La madera enriquece el vino en sabores y aromas al tiempo
que, al ser una materia porosa, permite una oxigenacion continua y moderada del
vino (Jarauta y col., 2005). El aporte de oxigeno al vino da lugar a procesos de
combinacidn que estabilizan la materia colorante y suavizan la astringencia (Glories,
1990, 1999; Pomar y col. 2001).

Por el término roble se conocen hasta 150 especies del género Quercus. Solo tres
especies se utilizan normalmente en la elaboracion de barricas. Se trata de Quercus
petraea (también llamado Q. sessilis), Quercus robur (también Illamado Q.
pedunculata) y Quercus alba (Aiken y col., 1984; Fernandez-Golfin y Cabadahia,
1999).

El género Quercus se halla ampliamente distribuido a lo largo Europa, América del
norte, central y Sudamérica, el Sudeste Asidtico y en menor medida, en el norte de
Africa (Keller, 1987). Actualmente, se realizan trabajos de investigacion con barricas
elaboradas con especies de Quercus que crecen en los bosques espanoles (Fernandez
de Simén y col., 2003,). No obstante, las principales zonas productoras de las tres
especies de roble destinadas a la elaboracion de barricas estdn en Francia y los
Estados Unidos de América. Por eso, en toneleria, se habla corrientemente de roble
francés o de roble americano (Fernandez de Simon y col., 1996, 2003y).

El término roble americano hace referencia a la especie Quercus alba, mientras que
en el término roble francés se incluyen las especies Quercus robur y Quercus
petraea. Aunque, si no se especifica que su origen es Limusin, se suele hacer
referencia a Quercus petraea ( Feulliat y col., 2000y).

e Propiedades y composicion de la madera de la madera del roble

La madera de roble tiene propiedades que le hacen idoneas para la construccion de
barricas. Entre ellas destacan la poca conduccion del calor, la resistencia frente a
golpes y la composicion de la madera. También, la porosidad y la permeabilidad, que
depende del sentido de colocacion de las fibras, ha de tenerse en cuenta en el
momento de construir la barrica.

La madera de roble esta formada mayoritariamente por:

- Polisacaridos (60- 85%) compuestos por celulosa y hemicelulosa
- Lignina (15- 35%).

Y otros componentes minoritarios, que varian en su concentracion segun la especie
(Chatonnet, 1998):
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- Polifenoles de bajo peso molecular: Acidos y aldehidos benzdicos y
alcoholes bencilicos (aldehidos y acidos vainillico y siringico) y
cinamicos (coniferaldehido, sinapaldehido, eugenol y sus derivados) y
acidos cindmicos en su forma aglicona (aesculina, sabor amargo,
escopolina, sabor 4cido).

- Lignanos, flavonoides y Estilbenos.

- Taninos hidrolizables (galotaninos y elagitaninos que pueden encontrarse
en su forma libre o unidos a polisacaridos).

- Taninos condensados en muy poca cantidad.

- Compuestos alifaticos (acidos, oleico, linoléico y palmitico).

- Compuestos aromadticos terpénicos, furdnicos, (furfural, 5-hidroxi-
metilfurfural) lactonas (p—metil-y—octolactona, B—nonalactona, y
B—decalactona).

- Carotinoides y derivados de su degradacion.

- Esteroides.

- Oleoserinas.

- Ceras y minerales.

(Vivas, 2000; Hidalgo, 2003.)

e El tamaiio de grano

El roble se diferencia por el tamafio de grano. Se entiende por grano al tamafo y
regularidad de los circulos de crecimiento anual del arbol. Asi el roble de grano fino
es aquel que presenta un crecimiento de los circulos anuales pequefo, y roble de
grano grueso aquel que lo presenta grande. El tamafio y la regularidad del grano
dependen del tipo de roble, la edad, las condiciones climatolédgicas y el terreno donde
esté plantado (Feulliat y col., 1992, 1993).

Los circulos de crecimiento anual se componen de madera de primavera, porosa y
rica en grandes vasos, que contiene unas estructuras denominadas tilides. Las tilides
son abolladuras de la membrana celular que penetran mas o menos profundamente
dentro del vaso lefioso y pueden llegar a obstruirlo. Los vasos de primavera
presentan una cierta permeabilidad a los liquidos y en el caso de que no estén lo
suficientemente obturados por las tilides como para impedir el paso del liquido,
pueden originar que las barricas tengan fugas (Zamora, 2003.).

Los robles europeos presentan unas tilides poco abundantes (Chatonnet y
Dubourdieu, 1998) por lo que son mas permeables a los liquidos y el riesgo de fugas
es alto. Por tanto, los tablones o duelas para confeccionar las barricas se realizan
mediante hendido. De este modo, las duelas presentaran una superficie de contacto
con el vino paralela a los radios medulares lo que disminuye la posibilidad e fugas.

Por el contrario, el roble americano presenta unas tilides muy abundantes y espesas
(Chatonnet y Dubourdieu, 1998). Los vasos de primavera son poco permeables al
liquido y el riesgo de fugas es minimo. Por lo que el roble americano se procesa
mediante aserrado, lo que condicionara que las duelas presenten los radios medulares
mayoritariamente oblicuos respecto de la superficie de contacto con el vino.
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Por lo general, el Quercus petraea presenta un grano que se clasificaria entre fino (1-
2 mm) y medio (2-4 mm), el Quercus robur presenta generalmente un grano grueso
(mayor de 4 mm), y finalmente el Quercus alba presenta un grano de medio a grueso
(2-5 mm) (Chatonnet, 1998).

Se considera que cuanto mas fino es el grano mayor es la porosidad. Los robles de
grano fino poseen un mayor nimero de circulos de crecimiento y por tanto presentan
una mayor proporcion de vasos lefiosos de primavera por unidad de superficie. Por
esta razon son mas porosos que los robles de grano grueso (Feulliat y col. 1993;
Vivas, 1997).

El tipo de grano influird relativamente poco sobre el aporte de oxigeno ya que la
proporcion que entra atravesando la propia estructura de la madera no es, en modo
alguno, la parte principal. Se considera que a través de la propia madera entra
unicamente el 16 % del total del oxigeno (Vivas, 1997). El resto entraria cruzando
las junturas interduelas (63%) y por el esquive (21%). Ademas, los trasiegos también
contribuyen de forma considerable en la cantidad total de aporte de oxigeno durante
la crianza.

Por el contrario el tamafio de grano, independientemente de la especie de roble de
que se trate, es muy importante en lo que respecta a la aportacion de aromas y de
taninos elagicos. Al aumentar el tamafio del grano, se incrementa el aporte de
extracto seco y taninos elagicos, mientras que disminuyen la concentracion de
Eugenol y B-Metil-y-octolactona que aportan al vino las aromas de clavo y de nuez y
coco, respectivamente (Vivas, 1995).

En resumen, el grano puede afectar los tres procesos fundamentales que tienen lugar
durante la crianza del vino: la microoxigenacion natural que favorece la
estabilizacion de la materia colorante y suavizan la astringencia, el aporte de aromas
propios de la madera que enriquece la intensidad y la complejidad aromatica, y
finalmente, el aporte de taninos elagicos que contribuyen a la sensacion de estructura
(Moutounet y col., 1999).

e Secado

Después de ser cortados los troncos, ya sea por hendido o aserrado, se procede al
secado de la madera donde la madera ha de perder humedad desde un 35- 60%
cuando esta recién cortada hasta un 12-18%, con lo cual tendré lugar una contraccion
de las fibras y reduccion de volumen.

El secado se puede realizar de modo:

- Natural: A la intemperie durante 2 o 3 afos, donde la madera sufrira
lavados naturales y la proliferacion de hongos (Aureobasidium pullulans,
Trichoderma harzianum y Tricoderma komingii) hasta los 4 mm de
profundidad que producen reacciones de origen enzimatico.

Con el secado natural se reduce el color y la astringencia de la madera
por la disminucion de taninos eldgicos y se hidrolizan las cumarinas
glicosiladas de sabor amargo (aesculina y escopolina) transforméndose en
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sus agliconas de sabor mas suave (aesculetina, escopoletina) y aumenta la
concentracion de compuestos aromaticos (vainillina, eugenol, aldehido
siringico y B—metil-y—octolactona) (Vivas, 1991).

- Artificial: Recibiendo corrientes de aire caliente entre 30-60 °C durante 3
0 4 semanas. Donde apenas se mejoran las caracteristicas sensoriales de la
madera.

- Mixto: Donde se mantiene la madera en secado natural durante 12-15
meses y luego se realiza el secado artificial. En ocasiones se sumerge la
madera en agua para aumentar los lavados y disminuir taninos.

e Curvado y Tostado

Una vez secada la madera, las duelas seran vaciadas y bojadas. Luego se colocaran
en posicion circular (para cada barrica entre 29 y 36 duelas) y se fijaran con los aros
de montajes. El doblado de las duelas se realiza combinando la accién de
calentamiento al fuego y humedad, aumentando asi la flexibilidad de la madera. Al
adquirir las duelas la forma deseada se fijan otros aros de montaje y se procede al
tostado de afinado.

Duracion Temperatura Espesor afectado de la
Grado de Tostado (minutos) Supeﬁﬁcial (°C) mar()iera (mm)
Ligero 5 120-180 2-3
Medio 10 190- 200 3-4
Fuerte 15 200- 210 4-5
Muy Fuerte 20 215-230 >5

Tabla 3: Tipos de tostado. (extraido de Hidalgo, 2003)

Los diferentes grados de tostado se observan en la Tabla 3. El grado de tostado
influye en las caracteristicas fisicas de la barrica pero, también aparecerdn una serie
de compuestos quimicos derivados del calentamiento que afectaran en mayor o
menos medida las propiedades organolépticas de los vinos contenidos en las mismas.

El tostado influye sobre sustancias susceptibles de ser liberadas al vino por la madera
de roble, especialmente las aromas generadas a partir de la celulosa y la
hemicelulosa durante el tostado como son las notas de almendras tostadas producidas
por los furanos, o de caramelo, café y avellana tostados; producidos por el maltol y
la dimetilpirazina respectivamente. Algunas unidades xilosa de la hemicelulosa
presenta grupos acetilos que se hidrolizan durante el tostado a acido acético, lo cual
aumenta la acidez volatil en barricas nuevas, por lo que se precisa de una correcta
preparacion de estas barricas antes comenzar la crianza (Vivas y col., 1995).

Otras aromas podrian producirse por la degradacion térmica de los lipidos presentes
en la madera origindndo las f—metil-y—octolactona con aromas de nuez y coco.

Por tultimo, a partir de la termdlisis parcial de la lignina se producen diferentes
reacciones que dan lugar a aldehidos fenoles y fenil cetonas con aromas de vainilla, o
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a los aromas de tostado, clavo de especies, o el desagradable olor animal producido
por los fenoles volatiles. Estos ultimos también pueden generarse por
descarboxilacion de acidos fenoles en la uva o el vino, fundamentalmente en
presencia de Brettanomyces (Zamora, 2005y).

A medida que aumenta el grado de tostado disminuyen los taninos elagicos, pero a la
vez habra una disminucién de aromas, desplazandose el equilibrio aromatico hacia
los aromas tostados, especiados y ahumados y disminuyendo los aromas de nuez y
coco. El aroma de vainilla se incrementara hasta el tostado medio y por encima de
éste comienza a disminuir (Chatonnet, 1992; Matéjicek y col. 2005). En general se
recomienda un tostado medio para complementar tanto la estructura con los taninos

del roble como el aroma. (Moutounet, 1992).

e FEdad de la barrica

El roble de las barricas aporta al vino compuestos fenolicos que contribuyen a la
astringencia, amargor y acidez, como son los taninos. También sustancias volatiles
que liberan aromas, como son los furanos, heterociclos volatiles, &cido acético,
aldehidos fenoles, fenil cetonas, fenoles volatiles y f—metil-y—octolactona. Es de
destacar que estos aportes disminuirdn con la edad de la barrica, al tiempo que los
poros de la misma se obturan, disminuyendo el aporte de oxigeno al vino y con ello
las reacciones de combinacion y oxido-reduccion que se desean con la crianza
(Vivas, 1999).

e Otros aspectos

La crianza en barrica se ha de realizar con un riguroso manejo de las mismas,
acondicionando las barricas nuevas antes de su primera utilizacion y limpiando y
preparando las barricas usadas para su reutilizaciéon. En general se llevan a cabo
protocolos establecidos para estos fines (Vivas y col., 1995).

Otro aspecto no menos importante es la sala de crianza donde las temperaturas han
de oscilar entre 10 y 18°C de temperatura y la humedad relativa debe ser la méxima
posible sin llegar a la condensacion, que podria provocar la proliferacion de hongos.
Los cambios de temperatura y humedad provocardn mermas en las barricas con lo
cual debera procederse al rellenado de las mismas sistematicamente (Feulliat y col.,
1994,).

Las barricas han de estar bien tapadas y pueden colocarse con el tapén (de madera
con arpillera o silicona) hacia arriba (12.00h) o giradas (2.00h) (Moutounet y col.,
1993). En cualquier caso han de almacenarse de modo tal que permitan el rellenado y
la extraccion de muestra necesaria para verificar los niveles de sulfuroso libre
(Chatonnet, 2000).

El tiempo de crianza es un tema muy discutido. En algunos paises estan regulados
por Ley y en otros los endlogos deciden el tiempo 6ptimo de estancia en barricas. La
mejor manera de determinar el tiempo en barrica de un vino es una cuidadosa cata
sistematica del mismo. En crianzas cortas, la extraccion de aldehidos furanicos sera
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alta pero, en crianzas largas estds concentraciones decreceran por la conversion en
los alcoholes correspondientes (Garde- Cerdan y Ancin- Azpilicueta, 2006). En estos
casos los compuestos furanicos no tendran un papel importante en el aroma del vino,
pero si incrementaran la percepcion de las lactonas del roble (Reazin, 1981). Los
aldehidos fenodlicos, de manera similar a los furdnicos, se extraen en los primeros
meses de crianza y en crianzas largas pueden disminuir por transformacion en
alcohol o pueden mostrar pequenas fluctuaciones. Los alcoholes fenolicos como el
guiacol se extraen durante los primeros 9 meses de crianza para luego permanecer
practicamente constantes (Scarbet y col., 1994; Garde- Cerdan y Ancin- Azpilicueta,
20006).

5.1. Influencia de la crianza en los compuestos fendlicos del
vino.

El caracter poroso y permeable de la madera permite que se desarrollen fendémenos
de intercambios liquido, gas y extraibles. En la Figura 18 se observa un esquema de
los procesos que ocurren durante la crianza en barrica.
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Figura 18: Esquema de los intercambios madera- liquido-atmodsfera implicados en los

procesos de envejecimiento del vino en barricas de robles nuevas.(adaptado de Feulliat,
1996)

Durante el tiempo que el vino permanece en la barrica no solo el vino recibira el
aporte de las aromas y compuestos fenolicos del roble, mejorando su aroma y gusto,
sino que se producen, ademds, numerosas reacciones directas o mediadas por la
oxigenacion moderada a través de los poros de la madera, juntas interduelas y el
esquive (Vivas y Glories, 1996; Glories, 2000).
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Parte de las reacciones que se producen en la barrica a causa de la presencia de
oxigeno han sido descritas en los apartados dedicados a flavanoles y antocianos,
donde se explicaba que el oxigeno en presencia de cationes hierro y/o cobre puede
intervenir en la polimerizacion de procianidinas mediante la formacion de
semiquinonas o oxidadarse a etanal, el cual, en medio &cido, da lugar a un
carbocation (etanal activado). El etanal activado provoca la polimerizacién de las
procianidinas mediante puentes etilo, pero también permite las combinaciones entre
los antocianos y flavanoles (Jones y col., 2004).

En las reacciones que tienen lugar en barrica intervienen los taninos elagicos y los
taninos galicos que en los inicios de la crianza aportaran al vino notas astringentes y
amargas. Los taninos géalicos con la crianza hidrolizaran a 4cido galico,
contribuyendo con notas acidas al vino. Por su parte, los taninos eldgicos se
hidrolizan a 4cido eldgico, pero ademads tienen una alta capacidad para captar el
oxigeno, protegiendo asi los antocianos de la oxidacion. Y, segun algunos autores, al
mismo tiempo inducen a la formacidn de etanal que permite la polimerizacion de los
taninos de la uva y las combinaciones, favoreciendo la estabilidad del color (Vivas y
col., 1996; Puech y col., 1999).

Las reacciones mediadas por etanal se producen de manera simultinea y compiten
entre ellas, por lo que la proporcion de antocianos y flavanoles definira el
predominio de unas u otras reacciones. En un vino desequilibrado el efecto de la
oxigenacion moderada traerd consigo o bien la polimerizacion desproporcionada de
los flavanoles llevando a la precipitacion de los mismos o bien la oxidacion de los
antocianos con la correspondiente perdida irreversible del color.

Algunos autores plantean la inestabilidad de los puentes etilo, y la reestructuracion
del vino después de la crianza en barrica y/o microoxigenacion (Escribano- Bailon y
col., 2001). Ademas, se ha de considerar la formacion de vitisinas, oalklinas y otros
nuevos pigmentos por mecanismo de cicloadicion con etanal, aldehidos cinamicos, u
otros compuestos (Mateus y col., 2002, 2003, de Freitas y col., 2004; Salas y col.
2005). Y también las combinaciones directas entre flavanoles y/ o antocianos y
formacion de complejos con péptidos y polisacaridos por parte de las
proantocianidinas, fundamentalmente en el caso de la crianza sobre lias, que se
detallara mas adelante.

Todos estos procesos contribuyen a la evolucion armoniosa de los compuestos
fenolicos y, unido a los aportes tdnicos y de compuestos volatiles que aporta la
barrica, llevaran a la transformacion estructural y la mejora de la calidad del vino.

En dependencia de la composicion del vino, la barrica y las condiciones de la
crianza, se modificara el color desde los tonos rojos vivos con matices violaceos
hasta los tejas anaranjados. Cambiardn los aromas, desde los matices varietales a
matices mas complejos y especiados extraidos de la madera, y tendra lugar una
mejora del gusto aumentando las sensaciones de redondez y volumen al tiempo que
disminuyen las de astringencia y amargor (Vivas y col., 1997; Hidalgo, 2003., Pérez
Magarifio y Gonzalez San José, 2004).
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6. MICROOXIGENACION

A principio de los afios 90, Patric Ducournau y la familia Laplace, viticultores de la
denominacion de origen Madiran, que utiliza la variedad de uva Tannat, muy rica en
taninos y antocianos, decidieron investigar sobre el aporte de oxigeno en la crianza.
Aqui comenzaron los ensayos con el fin de conservar las sensaciones de grasa y fruta
de los vinos criados en barricas y/ o en deposito.

En barricas, la cantidad de oxigeno disuelto en los vinos es de 15- 40 mg/L
aproximadamente al ano (Ribéreau-Gayon, 1931). En los vinos mantenidos en
recipientes de acero inoxidable se han de realizar trasiegos a fin de que estos estén en
contacto con el aire y disuelvan cantidades de oxigeno similares a los recibidos en
barrica (Pontallier, 1981). Por esta razon, y simulando estos aportes, se disefiaron los
microoxigenadores que consisten en una bombona de oxigeno y un panel de control
en el que se ajustan las pequenas cantidades de oxigeno que se aportaran de forma
continua a través de un microdifusor de porcelana porosa. Estos dos ultimos
elementos pueden observarse en la Figura 19 (Ducournau y Laplace, 1993).

Figura 19: Panel de control dosificador de oxigeno y microdifusor.
(extraido de www.oenodev.com, modelo: visio6)

La microoxigencion se define como un aporte lento y constante de oxigeno, de forma
tal que la velocidad de aporte sea siempre menor que la velocidad de consumo. De
este modo se evita la acumulacion del oxigeno disuelto a diferencia del trasiego, en
el que el oxigeno se aflade de manera brusca, provocando fendmenos de evolucion y
oxidacién (Boulet y Mountounet, 2000). El control del aporte de oxigeno contribuye
a armonizar la estructura de los vinos, estabilizando el color y modificando el aroma
al eliminar notas herbaceas y vegetales y potenciar caracteres afrutados y varietales
(Rodanmza, 2003). Las reacciones que tienen lugar durante la microoxigenacién son
aquellas en las que interviene el etanal para la formacion de puentes etilo entre las
moléculas de antocianos y proantocianidinas, la polimerizacion de proantocinidinas y
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formacion de nuevos pigmentos (Parish y col., 2000). Dichas reacciones estan
descritas en apartados anteriores.

La técnica de microoxigenacion se puede emplear en las diferentes etapas de la
elaboracion de un vino:

Durante la fermentacion alcohdlica se hace necesario cierto aporte de
oxigeno para favorecer la multiplicacion celular de las levaduras. A nivel
practico se recomiendan dosis entre 3-5 ml de O, /L cuando la densidad
ha descendido 20 puntos, cubriendo asi las necesidades de oxigeno en el
periodo de poblacion maxima de levaduras. En este sentido Castellari y
colaboradores (1998) al degustar, después de seis meses de almacenaje,
vinos elaborados sin y con diferentes dosis de oxigeno, encontraron que
los vinos mas equilibrados y menos astringentes eran aquellos que se
habian fermentado en presencia de bajas dosis de oxigeno (75ml/Kg). En
general se acepta el beneficio de la aplicacion de la microoxigenacion
durante la fermentacion (Lemaire, 1995; Silva y col., 2005). Otros autores
no encuentran efectos beneficiosos en la adicion de oxigeno a los mostos
de vinos tintos, planteando que disminuye la concentracion de
compuestos fenolicos y aparicion de pigmentos marrones (Ho y col.,
1999; Pérez Magarifio y Gonzélez SanJosé¢, 2003y).

Al final de la fermentacion alcohdlica, en vinos sangrados o en
maceracion y antes de la fermentacion malolactica. La microoxigenacion
permite una polimerizacion tanino-antociano muy efectiva que lleva a una
mayor intensidad colorante sobre todo en vinos a pH muy bajo, donde los
antocianos se encuentran en su forma flavilio muy reactiva. En analisis
sensorial desaparecen los aromas con caracter vegetal. Las dosis de
oxigeno en esta etapa es comunmente entre 10-25 ml/L/mes pero han de
aplicarse segun criterios basados en la degustacion, siguiendo de cerca la
formacion y consumo de etanal y con muy bajas dosis de sulfuroso libre
(2-3 g/hL) para retrasar la fermentacion malolactica pero sin que el
sulfuroso libre consuma grandes cantidades del etanal disponible.
Generalmente la microoxigenacion antes de la fermentacion malolactica
se aplica durante un mes, para luego inocular las bacterias lacticas.
(Hidalgo, 2003¢; Roig y Yerle, 2003). Las experiencias de Silva y col.,
(2005) muestran que los vinos oxigenados antes de la fermentacion
malolactica, son mas afrutado, suaves y con mas contenido de
polisacéridos.

La microoxigenacion durante la crianza es una alternativa para aquellos
vinos que no pueden envejecer en barricas. Generalmente, en las bodegas
existen muchos mas depdsitos de fermentacion que barricas disponibles.
Por lo que en muchas bodegas se estructura el vino mediante la
microoxigenacion y luego se pasa a una crianza corta en barrica que
aporte toques aromaticos y complejidad al vino. La microoxigenacion, en
estos casos, permite alargar la crianza y no lleva a la evolucién ni
oxidacion del vino, sino a vinos con mas color, mas ricos y redondos,
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perdiendo las notas herbaceas en y mejorando desde el punto de vista
organoléptico (Moutounet, 2003).

Los cambios en la estructura del vino durante la microoxigenacion se
observan en periodos comprendidos entre 2- 6 meses. Es conveniente que la
temperatura de los vinos este entre 12 y 17°C para la correcta disolucion del
oxigeno (Moutounet y col., 2001).

El tiempo de microoxigenacién estd condicionado por:

- La concentracion de polifenoles totales y equilibrio de las estructuras
fenolicas. Como en la crianza, es necesario llevar a microoxigenar vinos
equilibrados y con cantidades de taninos y antocianos suficientes para que
el etanal producido en el medio sea consumido en las reacciones de
polimerizacién de proantocianidinas y combinacion proantocianidinas-
antocianos.

- El aporte de oxigeno y el momento de estos aportes. Durante el periodo
de crianza no debe sobrepasarse el nivel de oxigeno disuelto a 0,03 ppm
de este modo se respetara el aroma del vino, el potencial de guarda y la
estabilidad microbioldgica. Por lo general se aplica 1-3 mL/L/mes, con
dosis mas elevadas para vinos con estructuras fendlicas fuertes o
excesivas, de 2mL/L/mes para aquellos vinos con notas vegetales
pronunciadas y dosis menores de 0,75 mL/L/mes para vinos con bajo
contenido fenolico. Estas dosis son orientativas varian segun la evolucion
del vino (Boulet y Moutounet, 2000).

Los efectos de la microoxigenacioén referentes al color estan encabezados por un
aumento en la intensidad colorante, con menos cantidad de antocianos libres y mayor
estabilidad del color (Bosso y col., 2000; Ferrarini, y col., 2001; Pérez Magariiio y
Gonzalez San José, 2002). Estos efectos se han estudiado en soluciones modelos de
malvidina-3-glucosido, catequinas y anhidrido sulfuroso donde la presencia o no de
etanal condiciona la pérdida de los antocianos y el aumento de la polimerizacion
(Picinelli y col., 1994). La formacion de complejos antociano-proantocianidina y de
polimeros de proantocianidinas mediante puentes etilo estan influenciados por el pH,
siendo mas rapidas las reacciones a pHs mas bajos (Garcia Viguera y col., 1994).
Atasanova y colaboradores (2002), con técnicas de espectrofotometria de masas, han
comprobado la formacion de diversos complejos antocianos-proantocianidinas,
piranoantocianos, y polimeros de proantocianidinas mediados por puentes etilo en
vinos microoxigenados.

Desde el punto de vista aromatico, al final de la microoxigenacion habra una
disminucién de los gustos herbaceos, astringentes y asperos atribuidos a los taninos.
También disminuyen los gustos reducidos que aparecen en los vinos que se
mantienen en recipientes de acero inoxidable (Boulet y Moutounet, 2000; Sullivan y
col., 2002).

Lemaire (1995) describe que los cambios organolépticos que tienen lugar en los
vinos microoxigenados se pueden separar en dos fases:
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= Fase de estructuracion: Se caracteriza por un aumento de la agresividad de
las proantocianidinas en boca y un descenso de las aromas del vino. Al
final de esta etapa ocurre una inversion de este comportamiento.

= Fase de armonizacion: En esta fase los taninos serdn mucho mas suaves
en boca y aumentard la complejidad, desapareciendo las notas vegetales y
reducidas.

Experimentos realizados Nikfardjam y Dykes (2002,,,, 2003) observaron que el
comportamiento de los vinos microoxigenados se correspondia a las fases antes
descritas. El andlisis sensorial manifestd6 muy pocas diferencias en las primeras
nueve semanas para luego disminuir la astringencia y el amargor. Los indices de
DPM aumentaron bruscamente de la semana 3 a la 5, para luego seguir aumentando
pausadamente hasta la semana 11 en que comenzaron a decrecer.

Durante el envejecimiento mediante la microoxigenacion se han de controlar
periddicamente los niveles de sulfuroso libre y seguir de cerca la disminucién de los
antocianos libres. Es fundamental llevar a cabo un cuidadoso y sistematico analisis
sensorial siguiendo con prudencia los parametros relacionados con el aroma, como
son el exceso de etanal o las notas acéticas (Blouin y col., 2000).
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7. LIAS

La crianza en barrica y la microoxigenacion sobre lias es una practica reciente en
vinos tintos. Durante la crianza en barricas las lias consumen oxigeno protegiendo al
vino de la oxidacion de los antocianos. En el caso de la microoxigenacion las lias
consumen grandes cantidades de oxigeno, y esto ira en decremento del uso del
mismo por los compuestos fenolicos. Lo mas usual es poner el vino a envejecer sobre
lias finas para evitar un exceso de reduccion y notas sulfihidricas. Actualmente, se
pueden utilizar levaduras especialmente seleccionadas para facilitar el
envejecimiento sobre lias. Estas levaduras han de ser de rapida autolisis, que liberen
polisacaridos con peso molecular suficiente para mejorar la estructura y con baja
capacidad de adsorcion de antocianos por las paredes celulares (Morata y col.,
2005,).

El oxigeno puede tener efecto favorable sobre la sedimentacién y clarificacion
natural de las lias que acaban por disolverse, aportando polisacaridos y
manoproteinas al vino (Fornairon y col. 2000). Estas manoproteinas evitaran la
formacion de particulas coloidales en suspension entre los polisacaridos del vino y
los taninos procedentes de la semilla (Riou y col., 2002). La capacidad de las
manoproteinas para prevenir la inestabilidad por la formaciéon de coloides entre
polisacaridos y taninos estd asociado a los fenomenos de redondez y volumen en
boca (Fuster, 2001). Degustaciones de soluciones sintéticas mostraron incremento en
la sensacion de cuerpo y redondez de boca y la disminucion del amargor al afiadir
fracciones que contenian manoproteinas procedentes del vino (Vidal y col., 2004, 4).

El potencial de consumo de oxigeno por parte de las lias es mucho mas alto que el de
los polifenoles del vino. Se considera que las lias consumen entre 1- 4 uM de O, /H
X 10 ' células desde el segundo mes hasta el tercer afio de envejecimiento del vino
(Foraniron y Salmon, 2003). Las lias competiran con los compuestos fendlicos por el
oxigeno; no obstante la reactividad de las lias disminuyen al estar mezcladas con
polifenoles, dadas las fuertes interacciones entre los polifenoles y los componentes
de las lias (Lopez-Toledano y col., 2002, 2004; Salmon, 2005).

Las peculiaridades que las lias aportan a los vinos tienen origen en la autolisis de las
levaduras que consiste en la ruptura y degradacion de las estructuras celulares de las
mismas, mediante sus propias enzimas. Cediendo al vino una serie de compuestos,
provenientes de las estructuras celulares, durante el periodo de crianza o de
microoxigenacion.

La autolisis se inicia con la actividad de las enzimas glucanasas que liberan
polisacéridos y cadenas cortas olisacaridicas. Una parte de estos polisacaridos son
manoproteinas unidas covalentemente a glucanos de la pared celular de la levadura.
Luego tiene lugar la hidrdlisis parcial del glucano desestabilizando la estructura de la
pared celular y liberando manoproteinas de la zona periplasmatica, caracterizadas por
su alto peso molecular y bajo contenido en glucosa. La hidrolisis del glucano
continua por parte de las enzimas en los restos de la pared y en el medio extracelular.
Finalmente las enzimas glucanasas disueltas en el medio degradan los glucanos
unidos a las manoproteinas, y estas a la vez pueden ser hidrolizadas por manosidasas
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y otras proteasas que liberardn peptidomananos de menos tamafio (Charpentier y
Freyssinet, 1989).

Todos estos procesos liberaran al medio (Morata y col., 2005,):

- Contenido Celular: Nucleo6sidos, nucleotidos, aminoacidos y péptidos.
Que actian como precursores de aroma, algunos pueden presentar
sabores.

- Pared Celular: Glucanos y manoproteinas. Interaccionan con compuestos
aromaticos, modifican el volumen y la sensacion de estructura y redondez
en boca, actiian como protectores estabilizando la materia colorante.

Chalier y colaboradores (2005) observan diferencias entre las manoproteinas
liberadas por diferentes cepas de levaduras comerciales, lo cual conlleva a
diferencias en los aromas y calidad de los vinos segin el andlisis sensorial. La
retencion de aromas por el conjunto de todas las manoproteinas ensayadas, no fue
igual que por el conjunto de manoproteinas provenientes de cada cepa por separado,
ni por cada fraccion, sugiriendo que la interaccion de las manoproteinas con los
compuestos aromaticos depende tanto de la estructura conformacional como de la
composicion de las macromoléculas liberadas por las lias.

La presencia de lias influye sobre los polifenoles del vino. Como hemos explicado en
el apartado relacionado con manoproteinas, los polifenoles interaccionan con
coloides, proteinas y polisacaridos formando precipitados o complejos. Estudios
recientes de simulacion de crianza en vinos tintos (Mazauric y Salmoén, 2005)
mostraron muy poca adsorcion de compuestos fendlicos monoméricos por parte de
las lias, mientras los compuestos poliméricos fueron adsorbidos sin que existiesen
tendencias respeto a la adsorcion de taninos con alta o baja polimerizacion. En este
estudio también se analizaron los taninos condensados restantes en el vino, los cuales
contenian menos epigalocatequina respecto a los iniciales. Lo cual indica que las lias
adsorbieron preferentemente los taninos condensados apolares. La adsorcion de los
antocianos por parte de las lias no ha sido relacionada con la polaridad de los
mismas.

En vinos microoxigenados en presencia de lias hay una pérdida rapida de los
antocianos monoméricos, aumentando los poliméricos con gran rapidez (Morata y
col., 2005,). Durante la crianza en barrica sobre lias los polisacaridos liberados
durante la autolisis interaccionan, ademas de con los polifenoles del vino, con la
fraccion polifendlica proveniente de la barrica consiguiendo que no aumente la
astringencia.

La repercusion de las lias sobre el perfil aromatico ha sido ampliamente estudiado:

= Por una parte, las lias contribuyen con compuestos volatiles al vino.
(Chung , 1986; Lubbers y col., 1994). En vinos modelos, después de la
autolisis de levaduras se detectaron esteres, fundamentalmente esteres
etilicos de 4cidos grasos relacionados con aportes de notas frutales.
Alcoholes terpénicos, relacionados con aromas de moscatel y alcoholes

61



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CONTRIBUCION AL ESTUDIO DE LOS FACTORES QUE AFECTAN LA ASTRINGENCIA DEL VINO TINTO.
Maria del Carmen Llaudy Fernandez

ISBN:

978-84-690-7596-8 / DL: T.1384-2007
Capitulo I Introduccion

superiores relacionados con aromas medicinales y florales. Aldehidos
como el metil-3-butanal y el benzaldehido. Compuestos azufrados con
aromas que recuerdan al eucalipto. Y lactonas como el sotolén que
aparece en crianzas largas y otras con aromas de nuez y coco.

= Por otra parte, las lias durante la crianza en barricas de robles pueden
modificar los contenidos de compuestos volatiles procedentes de la
madera. En este sentido Blanchard y colaboradores (1999) relacionaron la
intensidad de los caracteres afrutado en el vino con la presencia de lias
que protegen al 3-mercaptohexanol, responsable de las aromas afrutadas
de la oxidacion. Las lias favorecen la sintesis del furfuritiol, con
agradables aromas a café tostado (Blanchard y col., 2001). Estudios en
medios sintéticos y vinos que contenian 4-etilguaiacol, aroma de madera
quemada, y 4-etilfenol, aroma de sudor de caballo; concluyen que la
presencia de lias y su autdlisis reducen el contenido de estos compuestos
aromaticos desagradables. La disminucion de estos fenoles volatiles esta
condicionada por factores como son el contenido de etanol, pH y
temperatura (Chassagne y col., 2005). Otros ensayos realizados en vinos
con lias, en presencia o no de oxigeno, no se encontraron diferencias en la
composicion final de los vinos ni de las lias excepto en el contenido de
ergoesterol, que disminuyo en presencia de oxigeno (Fornairon y Salmon,
2003).

En vinificaciones en tinto el uso de las lias durante la crianza por periodos desde dos
meses hasta alrededor de 18 meses da lugar a vinos mas suaves y equilibrados con
mayor complejidad y riqueza aromatica. (Rodriguez y col., 2005). La combinacion
del uso de lias y microoxigenacion va utilizandose cada vez mas con buenos
resultados, reservandose a vinos con alto contenido fenolico (Lemaire, 2006).
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1. NUEVA METODOLOGIA PARA EVALUAR LA
ASTRINGENCIA EN VINO TINTO.

New Method for Evaluating Astringency in Red Wine
Articulo publicado en:
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New Method for Evaluating Astringency in Red Wine

MARiA C. LLAUDY, ROSER CANALS. JOAN-MIQUEL CANALS, NICOLAS ROZES.
LLUis AROLA, AND FERNANDO ZAMORA*

Departament de Bioguimica 1 Biotecnologia, Facultat d’Enclogia de Tarragona, (CeRTA),
Universitat Rovira 1 Virgii. C/Ramén y Cajal 70, 43003 Tamagona, Spain

Astringency is an important sensory attribute of red wine. It is usually estimated by tasting and is
subject to a certain subjectivity. It can also be estimated by using the gelatin index. This procedure
is not very reproducible because there are many gelatins on the market with a heterogeneous
composition. Furthermore, the gelatin index determines procyanidin concentration by acid hydrolysis
that gives only an approximate result. This paper proposes a new and reproducible method that
determines astringency by using ovalbumin as the precipitation agent and tannic acid solutions as
standards. Statistical analysis of the results indicates that this method is more reproducible (RSD =
5%) than the gelatin index (RSD = 12%) and correlates better with sensorial analysis.

KEYWORDS: Astringency; tannin; red wines

INTRODUCTION

The color of red wine 1s due to the phenolic compounds
fraction and. in particular, to anthocyanins. However, procy-
anidins, also known as condensed tannins, contribute to color
stability by combining with anthocyanins (7). These combina-
trons of anthocyanins and procvanidins seem to be responsible
for the red color of aged wines (2). In fact, winemakers usually
say that only tannic wines can age. Besides. tannins are also
associated with such texture sensations as body and astringency
(3).

Astringency 1s probably one of the most important sensory
attributes of red wmes, and 1t 1s caused by the capacity of some
phenolic compounds to bind salivary proteins, producing drying
and puckering sensations in the mouth (4). Naturally occumng
procyanidins are mamly responsible for astringency (3, 6).
However, aging wine in oak barrels and using enological tannins
can provide a certain amount of gallotannins and ellagitannins,
which can also contribute to wine astringency (7, 8).

The interactions between tannin and salivary proteins depend
on the pH and the charactenistics of the protemn and the
procyamdins (2, 70). Salivary proteins with a high proline and
hydroxyproline proportion (PRP) seem to be the major target
for the procyanidin reaction (JJ. I2). On the other hand, the
size of the procyanidin molecule size seems to be related to the
sensation of astringency. The greater the degree of polymen-
zation. the greater 1s the sensation of astringency (73). Never-
theless. combination between anthocyanins and procyanidins
might reduce the capacity of tannins to react with salivary
proteins and. therefore, decrease astnngency (J4).

Nowadays, deeply colored and full-bodied wines are haghly
valued by the market, which 15 why winemakers try to make

* Author to whom correspondence should be addressed (fax 34 97 72
30347; e-mail femi@astor urves).

10.1021/t034795f CCC: $27.50

these wines, which are mnecessamly very tannic. However,
excessive phenolic compound extraction may sometimes take
place duning winemaking, making the wine more astringent and
affecting its quality (15).

The astringency of red wine 1s usually estimated by tasting.
This method, however. needs a group of expert wine tasters
and 15 always subject to a certain subjectivity (I6). Because
astringency is a major factor in wine quality, winemakers are
interested 1n an analytical and objective method to evaluate it.

In the literature there are many studies about protein—tannin
interactions that use different strategies (/7—24). Recently, a
predictive model for astringency estimation was published that
15 based on phenoclic compounds and color analysis (25).
However, to our knowledge, the gelatin mdex is still the only
analytical method for estimating astnngency in red wine (26).
Nevertheless, this procedure requires procyanidin concentration
be determined before and after precipitation with an excess of
gelatin. Because total procyanidin estimation in wines by means
of acid hydrolysis (27) gives only an approximate result (28),
this analytical method also does. Besides. gelatin 1s a hetero-
geneous nuxture of protemns, and its composition may change
among the different commercial products. This may also be an
important source of variability and imprecision.

Evidently. the most suitable proteins for evaluating astrin-
gency are the salivary proline-rich proteins (PRP). However. 1t
1s very difficult to obtain enough PRP as thewr punification is
highly complicated (29). A possible altemnative is the use of
ovalbumin as a precipitation agent. Ovalbumin is one of the
most used proteins for fining red wine because of its ability to
bind and precipitate tanmns. Besides, ovalbumin 1s a single
protein and not a heterogeneous muixture of proteins like gelatin.

This paper proposes a new and reproducible method using
ovalbumin as a precipitation agent that makes it possible to
determine astningency alternatively.

: © 2004 American Chemical Society
Published on Web 01/22/2004
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Adlringency in Red Wine
MATERIALS AND METHODS

Reagents. All of the produets were of high punity. Gelatm (tvpe B,
S1zma) and hydrockloric acid (Pamrsaz, Barcelona, Spam) were used
for gelatm index estimation. Tannic acid and ovalbumin solutions wers
prepared in @ syuthetic solution simalar to wine: 4 g/l of tartane acid
{Panreacn), 95 g/L of ethanel (Panreae), adjusted to a pH of 3.5 with
sodium hydroxide (Panreac) Solutions of tanmie acid (ACS reagent,
Sigma) at concentrations of 0, 0.2, 04, 0.6, and 0.3 2/l were used as
standards. Ovalbumen solutions (zrade V, Sizma) at concentrations of
00,04, 08 1.6 24 32 and 40 gL were usad as the protein to
precipitate asoingsnt (AnMINs.

Wines. Ten rad winas from diffsrent orizins wers usad to validate
the method These wines were salacted in a previous sensorial sazsion
in crder to cover the entire scale of asinngencies. The concentration
of phenclic compomnds was determined by measming the absorbancs
vahie at 280 nm (25).

Tapnin Assay. Tannm cencentration was measured aceordmeg to
the method of Ribareau-Gavon and Stonastrest (27). Two fobes with 4
ml of previcusly diluted (1:50) wine, 2 mL of distilled water, and 6
mL of HCL {12 ) were prepared and hermetically sealed. One of them
was heated to 100 °C m a water bath, and the other was maimtained at
room temperatmre. After 30 min, 1 mL of ethanol (95%) was added to
both tubes. After stiming, abserbance at 550 nm was measwed The
fannin concentration was obtamed by multiplymg 1933 by ths
difference between absorbances.

Celatin Index. The gelatin index of the different wines was
mezsured nsing the methodology deseribed by Glories (24). To two
Erlenmever flazks with 50 mL of wine was added 5 ml of distilled
water or 5 mL of gelatin selution (70 g/L). After 3 days, the zamplaz
were centrifitged at 11 700g for 10 min (Sorval RC5C). The supernatants
were assayved to determine the tannin concentration (27). The results
were expressed as asomgenecy intensity and zs a percentage. Astringency
intensity was caleulated as the difference between the total wins tannm
concenitation znd the concentration after gelatin precipitation. The
percentage was caleulated by referring this astringeney infensity to the
total tannin concentation.

New Astringency Estimation Method. All of the experiments were
carried out at room temperature (20 4 2 *C). For each tannic acid
colcentration or wine astringency aunalysis, 12 fubes were prepared that
contained | ml of solutions with mereasmg concentrations of oval-
bumin (0.0—4.0 2L). To sach tube waz added | mL of comesponding
tannic acid solutien or wine The tubes were stived, and 10 min after,
the samples were centiifuged at 11700z for 10 min (Serval RCHC).

The supernatants were diluted 1/30 with distilled water. Absorbancas
were measured inmmediately at 280 nm (Ultrospec 5100 pro, Amersham
Pharmacia Biotech) in a quartz bucket with an optical path of 10 mm.

Senzory Analyziz. All of the wines were tasted by 2 panel of 10
expert enclogists from the Rovira 1 Virgii University. Each expert
evaluated the astiingency of each wine cn a seale from 1 to 100, Twe
previons fraining sessions of tasting were carried out to standardizae
criteria ameng the panshsts, Dhinng thess taimng sessions, panslistz
ware required 1o agree by consensus on the score of three previously
selected wines. Wine 1 was selected bacause it was very soft and was
gualified with 30 points. Wine 2 was a medium-bodied wme with an
agreeabls sensation of astringency and was qualified with 30 points.
Finally, wime 3 was a very astingent press wme and was qualified
with 85 pours.

Statistics. All of the data are expressed as the anthmehie average 4+
standzrd deviation from five replicates. Linear and loganthmic regras-
sions as well as Fisher's comelation analysis were cammed out using
Statview (software for Macintosh). Relative standard deviation (RSD)
was calculated as the quotient between the standard deviation and 1ts
corrasponding mean value expressed as a parcentags.

RESULTS AND DISCUSSION

Figure 1 shows the graph of the absorbance at 280 nm versus
the amount of ovalbumin added for the different tanmic acid
solutions. As expected, adding ovalbumin precipitated tanmic
acid and clearly decreased the supernatant absorbance at
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Figure 1. Influence of ovalbumin additions on Az from different tannic
acid solutians.

280 nm. This decrease in Ajgppy depends on the amount of
ovalbumin added, and the behavior is clearly logarithumic. In
fact, the curves fitted reascnably well to logarithmic equations.
This behavior was probably due to the following reasons. When
a small amount of ovalbumin was added to a tannic acid
solution. a protein—tannic acid complex was formed that had
the appearance of a cloudy precipitate. Initially the tannie acid
concentration was higher than that of ovalbumin and so all of
the protein precipitated together with a certain amount of tanmic
acid. This is why Argme decreased so drastically initially.
However, as more ovalbumin was added. the tanmic acid
concentration became increasingly lower until no tanmic acid
remained in the solution. At this point. 4pmmm began to increase
because the excess of ovalbumun did not precipitate.

All of the tannic acid concenfrations were found to behave
in a similar way. Nevertheless, a relationslhip between tannic
acid concenfration and the initial slope of the cwves was
detected: the slope was greater when the tannic acid sclution
was higher. Figure 2 shows the relationship between the fitted
logarithmic equation slope and the mitial tannic acid concenira-
tion. The slopes of the loganithmic equations obtained fitted
perfectly to the tanmc acid concentration of the different
solutions.

Tannic acid is very reactive with proteins and may therefore
reproduce the behavior of the astringent phenclic compounds
in wine. Our results indicate that there 1s a close relationship
between tannic acid concentration and the corresponding slopes
of logarithmic equations. For this reason, we have considered
applying this methodelogy to estimate the astringency of red
wines.

Table 1 compares the gelatin index, expressed as a percentage
and as astringency intensity, with the proposed method for 10
different wines. Both analytical methodelogies are compared
with astringency sensorial analvsis. The table also shows the
absorbance of the 10 wines at 280 nm as an indicator of their
phenclic concentration. These wines were chosen because of
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Figure 2. Relationship between logarithmic equation slope versus initial
tannic acid concentration.

Table 1. Comparison of the Astringency of the Different Wines
Estimated by Sensorial Analysis, the Gelatin Index, and the Proposed

Method
sensorial gelatin index proposed method
wine  astringency  Aspin % Al g/l TA (glL)
1 27342101 37304 38694 0414075 0132+ 0016
2 388136 393+02 H43+74 079+£074 0150+ 0.008
3 41T HI6T  462+07 502+54 066008 0125+ 0011
4 485708 40803 G63I£55 0B4£009 02+ 0.007
5 514297 549+03 G2E8+36 102+£004 0790+ 0015
6 532+158 57106 333+54 0671012 029711001
7 5834132 651+£05 581+41 174+£0718 0322+ 0011
8 G464+ 141 658+03 65738 175+£018  0371+0.012
g G78+138 581+02 TREL2T 212+013 0332+ 00002
100 788121 80504 GR4+2T7 171005 0566+ 0003
* Astringency intensity. ® Tamic acid.
1 2 M7 ES Wb
o 0O ooom 0O
Sensorial astringency (%) 1 T T T 1
0 25 S0 75 100
61 AMTSRI0 §
[N -3 DO SO0 O
CGelatine's index (%) T T T 1
0 25 50 75 100
1 36M 5 w9
Gelatine's index i e B
Astringency intensity (g/L) 0 05 1 15 2 25
43125 6TV E 10
MAA AWK Iy

Proposed method (.

Tannic acid (gl g p1 02 03 04 05 06 07
Figure 3. Wines in increasing order of astringency (relative comparison
among the diferent methodologies).

their different phenclic compositions and sensorial astringency
levels so that the real performances of both methods could be
verified.

In general terms, the gelatin index and the proposed method
seem to have the same tendency as sensorial astringency, which
shows that it can be useful for analytical astringency estimation.
However, if the wines were tested in order of increasing
astringency. some mmportant divergences between the different
methodologies were detected (see Figure 3). The gelatin index
gave a classification that depends on the unit of expression,
which points cut the necessity of comparing astringency
estimation systems of expression to obtain the best optinuzed
system closed to sensorial perception.
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A Gelatine's index

B: Gelatine's index

Astringency intensity (g/L)
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1

0.6 C: Proposed method

Tannic acid (g/L.)

0 T L] 1 T
0 0 40 60 B 100

Sensorial astringency
Figure 4. Comparison of sensorial astringency with the different analytical
methods. Horizontal lines indicate the standard deviation for sensorial
astringency estimation. Vertical lines indicate the standard deviation for
the comesponding analytical method.

When the gelatin index was expressed as a percentage,
considerable differences were found in sensorial estimation. In
particular, the gelatin index considered wine 6 to be the least
astringent, whereas sensorial analysis placed it in sixth position.
On the other hand, sensorial analysis considered wine 2 to be
the second least astringent, whereas the gelatin index put it in
fourth position.

When the gelatin index was expressed as astringency
intensity, the order of the wines seemed to be better than when
it was expressed as a percentage. However, wines 6 and 10 were
still a long way from their senscrial locations.

The proposed method seemed to be closer to the sensorial
astringency estimation. Wines 3—10 were arranged 10 nearly
the same order by the tive methods. Only wines 8 and 9 changed
their positicns. However, the proposed method placed wine 10
relatively further away than sensorial analysis. On the other
hand, the proposed method indicated that wines 1—4 had very
similar astringencies, whereas sensonal analysis found certain
differences.

Figure 4 compares sensorial astringency and the various
analytical methods for the 10 wines. The graphs confirm the
clear relationship between both analytical methodelogies and
sensorial amalysis. Howewver, some points should be mads.
Sensorial astringency estimation (horizental lines) gave very
high standard dewviations. In general terms. the standard devia-
tions (vertical lines) of all analvtical astringency methods were
lower than those of sensorial analysis. However, the standard
deviations of the gelatin index were higher than those of the
proposed method.

Sensorial astringency estimation has an average relative
standard deviation of 25 8%. This value may be high becanse
wine sensorial analysis 1s always subject to a certain subjectivity.
Even well-trained wine tasters can confuse bitterness and
asttingency or have difficulty distinguishing between them (307).
Furthermore, differences between the experts’ salivary flow and
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Astringency in Red Wine

Table 2. Linear Regression Coefficients, Fisher's Comelation
Coefficients, and p Values between Sensorial Astringency and the
Different Analytical Methods

Inear regression  Fisher's correl

coeff ooaff pdlug
gelatin indeo (%) vs sens anal. 05014 0708 0.0191
gelatin index (AF) vs sens anal. 07127 0.844 0.0011
proposed method { TAY) vs sens anal. 0.7737 0.879 0.0003

= Astringency intensity. ® Tarnic acid.

composition, as well as befween oral gustatory and tfactile
sensitivities, may produce certain divergences (31). It has been
reparted that the intensity and duration of an astringent sensation
increases with repeated ingestion (32). This may be of particular
impottance in our case, inasmuch as experts had to taste 10
wines consecutively.

The gelatin index had an average relative standard deviation
of 11.3% when it was expressed as a percentage and 12.9%
when it was expressed as astringency intensity. These values
were lower than those for sensorial analysis. which indicate that
thiz method was more reproducible. Nevertheless, the major
analytical problem of the gelatin index i3 that it requires
procyanidin concentration to be analyzed before and after
precipitation with an excess of gelatin. Procyanidins are usually
analyzed according to the method desciibed by Bibérean-Gavon
and Stonestreet (27). Although this method 15 highly reproduc-
ible, 1t zives only an approximate result becanse it does not
take into account the effect of the various stctures present in
wine or their degrees of polymenzation or the other components
in wine that interfere with the assay (28).

Furthermere, the gelatin index obvicusly needs to use gelatin.
As gelatin is produced by the hydrelysis of collagen from
different animal species. there are many gelatins on the market
with a heterogeneous composition (33, 34). It has been reported
that the reactivity of procyanidins depends on the composition
of the gelatin {34). In our case. all of the analyses were made
with exactly the same gelatin from the same solution. It is logical
to imagine that the variability among the compositions of
commercial gelatins is also a source of vanability and impreci-
sion.

The proposed method presents an average relative standard
dewiation of 5.2%. Tlis value 15 low and indicates the lugh
reproducibility of the method, which 1s probably due to the fact
that ovalbumin iz a single protein and not a heterogenecus
mixfure of proteins, making the conditions of tlus assay more
reproducible.

In general terms. the reproducibility of both of the analytical
methods for estimating astringency seems to be ligher than that
of sensorial analysis. However, sensorial analysis must be used
as the control reference for astrinpency estimation and amy
analytical method must be compared with it. Table 2 shows
the linear regression coefficient, Fisher’s comrelation coefficient.
and the statistical significance (p wvalue) between sensorial
analysis and the analytical methods.

In all cases, there is a statistically significant correlation
between the sensorial and analytical methods. However, Fisher's
cotrelation coefficient was high and the p value was low for
the proposed method. The gelatin index pives better results when
it 15 expressed in terms of astringency intensity.

Although the linear regression coefficients indicate that the
linear behavior of the analytical metheds 15 not close to that of
sensorial analysis, the proposed method does show the highest
value.
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As stated in the Introduction. astringency perception is
associated with the ability of tannins to bind salivary proteins
m the buceal cavity (11, 12). However, curent knowledge does
not allow us to establish which proteins. tannins, and/or tannin
combination are responsible for this phenomencn (35). Evi-
dently. no method can substifute completely for sensorial
analysis, but the proposed method 15 a reproducible index that
correlates quite well with it.

CONCLUSIONS

All of the analvtical astringency estumation methods stadied
in this paper present a statistically significant correlation with
senscrial astringency. The proposed method. which uses owval-
bumin as precipitation agent and tannic acid solutions as
standards, has the lowest relative errces, the highest linear
regression coeffictent. the highest Fisher cortelation coefficient,
and the lowest p value. These results indicate that this method
15 more repraoducible than the gelatin mdex and correlates better
with sensorial analysis.
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2. INFLUENCIA DE VARIACIONES EN LA MATRIZ SOBRE
LA ASTRINGENCIA

Introduccion

Algunos componentes del vino tienen la particularidad de ser astringentes por si
mismos, lo cual afecta indirectamente la sensacion de astringencia alterando el
caudal y la composicion salival durante la degustacion. Los acidos organicos e
inorganicos han demostrado tener esta particularidad (Hartwig y col., 1995).

La sensacion de astringencia y/o amargor también se ve influenciada por otros
componentes de la matriz del vino. Asi se ha descrito que el aumento del etanol
disminuye la sensacion de astringencia causada por los polifenoles (Noble, 1995).
Mientras, el aumento de la acidez (y acidez percibida) aumenta la intensidad
(Kallithraka y col., 1997,) y duracién de la astringencia.

El etanol, el glicerol, los polisacaridos, los monosacaridos y los azucares no
reductores son componentes que aumentan la viscosidad del vino tinto. La
astringencia también se reduce por un aumento de la viscosidad, pero se plantea que
no reduce la sensacion de amargor. (Ishikawa y Noble, 1995).

La astringencia puede variar de forma muy sutil cuando cambian algunos de los
componentes de la matriz del vino tinto. Los catadores han de ser entrenados
rigurosamente a fin de reproducir y discriminar entre las diferentes intensidades de
astringencia y en su clasificacion de astringencia o amargor (Gawel y col., 2001).

En este anexo se presentan los resultados obtenidos al variar componentes propios de
la matriz del vino tinto, especificamente el pH, la concentraciéon de etanol, la
presencia de glicerol, asi como la goma arabiga, por ser un polisacarido que
comunmente se afiade al vino para prevenir la turbidez, actuando como coloide
protector, y para suavizar vinos muy asperos (Hidalgo, 2003). Este experimento se
realizd6 con el objetivo se conocer la influencia estos componentes en la
determinacion de astringencia usando la metodologia puesta a punto por nuestro
grupo de trabajo (Capitulo II apartado 1).

Materiales y Métodos

Para el estudio de cada uno de los efectos se prepararon:

- Soluciones de ovoalbiimina (Grado V, Sigma, Espafia) desde 0 hasta 8
g/L en solucion sintética.

- Soluciones de acido tanico (ACS reagent, Sigma, Espafia) desde 0
hasta 1 g/L en solucion sintética.

- Solucién sintética*: 4g/L de 4cido tartarico ( Panreac, Espafia), 13,5%
(95g/L) de etanol (Panreac, Espafia) ajustado a pH 3,5 con hidroxido
de sodio (Panreac, Espana).
* En los efectos pH y etanol estds condiciones varian de acuerdo con
el ensayo.
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Se realiz6 la técnica de astringencia (Llaudy y col., 2004) para cada parametro en
cada concentracion de acido tanico (0; 0,2; 0.,4; 0,6; 0,8; 1 g/L) por triplicado,
observando en cada caso los efectos de la variacion de los diferentes pardmetros. Se
realizaron los mismos calculos y graficos que en la metodologia descrita en el
apartado 1 de este capitulo.

e Efecto del pH

Para estudiar este efecto se utilizaron soluciones sintéticas ajustadas a pH 2; 3; 3,5; 4
y 5. El ajuste se realiz6 con hidréxido de sodio.

Las soluciones de acido tanico se prepararon utilizando las soluciones sintéticas de
cada pH en particular.

e Efecto del Etanol

Para estudiar este efecto se utilizaron soluciones sintéticas al 10% de etanol (73 g/L);
13,5; 15% (110 g/L) y 20% (146 g/L).

Las soluciones de 4cido tanico se prepararon utilizando las soluciones sintéticas de
cada concentracion de etanol en particular.

e Efecto del Glicerol

Para estudiar este efecto se adiciono6 a la solucion sintética 0; 7,5; 15 y 30 g/L de
glicerol (Sigma, Espafia).

Las soluciones de acido tanico se prepararon utilizando las soluciones sintéticas de
cada concentracion de glicerol en particular.

e Efecto de la Goma Arabiga

Para estudiar este efecto se adicion6 a la solucion sintética 1L por cada 30 hL ( 3,3 x
10* L/L) y 1L por cada 15 hL (6,6 x 10 L/L) de Fitrostabil (goma arabiga de
Acacia verek, Martin Vielatte Oenologie, Francia). Las dosis utilizadas se
establecieron de acuerdo con las recomendadas por el fabricante que van desde 1L
por cada 30 hL hasta un maximo de 1L por cada 10 hL.

Las soluciones de acido tanico se prepararon utilizando las soluciones sintéticas de
cada concentracion de goma arabiga en particular.

Resultados y discusion

Para cada parametro y cada concentracion de acido tanico se realizaron curvas de
absorbancia a 280 nm versus concentracion de ovoalbimina. La adicion de
ovoalbumina al &cido tanico provoca precipitaciéon de los complejos acido tanico-
proteinas, lo cual lleva a un claro descenso de la absorbancia en el sobrenadante. La
disminucién de la absorbancia depende de la ovoalbumina anadida y muestra un
comportamiento logaritmico.
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Los resultados de cada uno de los pardmetros estudiados estan expresados en tablas
donde aparecen las medias aritméticas y desviaciones standards de las pendientes
logaritmicas para cada concentracion de tanino. Estas pendientes llevadas a graficos
de pendientes logaritmica versus concentracion de acido tanico dan lugar a rectas
cuyas ecuaciones lineales también se expresan en las tablas. Por ultimo, las
pendientes de estas rectas se utilizan para elaborar graficas versus las diferentes
condiciones ensayadas en cada pardmetro, mostrando el comportamiento en cada
caso.

Para la mejor visualizacion de los resultados, dentro del texto s6lo aparecen las
graficas de comportamiento. En la pagina final de este apartado se encuentran las
tablas correspondientes a cada parametro estudiado.

e Variaciones en el pH

La astringencia producida por los compuestos fendlicos se incrementa en presencia
de acidos o con la disminucion del pH (Kallithraka y col., 1997,5). Los efectos de la
disminucion del pH en la percepcion de astringencia podrian ser debido a un
incremento de la afinidad de los compuestos fenolicos por las proteinas de la saliva
(Fischer y col., 1994; Siebert y Chassy, 2003). También hay autores que consideran
que algunos acidos a bajas concentraciones producen, por si mismos, mayor
sensacion de astringencia que de acidez (Rubico y MaDaniel, 1992; Hartwing y Mc
Daniel, 1995).

En el caso de los dcidos organicos con grupos hidroxilos adyacentes, los puentes de
hidrogeno son un posible mecanismo para explicar el incremento de la astringencia
(Murray y col., 1994). Para otros acidos, se plantea que la sensacion de astringencia
podria resultar de la perdida de viscosidad que producen los acidos por precipitacion
de proteinas salivares que se desnaturalizan frente a cambios de pH, atn en
condiciones de pH cercanos al pH fisioldogico de la mucosa bucal (Thomas y
Lawless, 1995).

0,50
0,45
0,40 -
0,35
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Figura 1. Comportamiento de las pendientes de las ecuaciones lineales
obtenidas a partir de la reaccion de ovoalblimina en concentraciones crecientes
con patrones de acido tanico a diferentes pH.
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En la Figura 1 observamos el comportamiento de las pendientes de las rectas
obtenidas a partir de las curvas logaritmicas de los sobrenadantes de las reacciones
de concentraciones crecientes de ovoalbumina con patrones de acido tanico, en
soluciones sintéticas ajustadas a pH 2,0; 3,0; 3,5; 4,0y 5,0.

Los resultados dibujan una parabola, donde observamos que la pendiente aumenta
desde pH=2,0 hasta pH=3,0, posteriormente la pendiente permanece estable entre
pH=3,0 y pH=4,0, para finalmente disminuir a pH=5,0.

Estos resultados fueron obtenidos mediante la utilizaciéon de ovalbumina como
proteina precipitante. Esta proteina presenta un punto isoeléctrico de 4,5, por lo que
en nuestras condiciones experimentales, dicha proteina presentaria carga positiva
decreciente entre pH=2,0 hasta pH=4,0, y una ligera carga negativa a pH=5.0.
Posiblemente la disminucion de la pendiente en este ultimo punto de pH tenga que
ver con el cambio de carga. Dado que las proteinas de la saliva presentan puntos
isoeléctricos distintos, podemos albergar alguna duda sobre si podemos extrapolar
nuestros resultados a las condiciones reales. No obstante, nuestros resultados se
corresponden con los publicados por Siebert (2003) donde analiza la turbidez de la
saliva con 4cido tdnico a pH desde 2,0 hasta 7,0. El punto maximo de turbidez en
estos trabajos se alcanza a pH 4.4. Trabajos anteriores de Siebert (1996) establecen
modelos predictivos de turbidez empleando gladiadina y 4cido ténico, donde la
turbidez se incrementa hasta valores entre 3,5 y 4,0 para luego descender. En otros
estudios mediante analisis sensorial, las variaciones de pH desde 3 hasta 7 producen
disminucién de la astringencia (Lawless y col., 1996) y también disminucion en la
viscosidad (deMiglio y col., 2002).

Es importante destacar que si bien nuestra metodologia permite detectar la influencia
de las variaciones en el pH y su estrecha relacion con la astringencia, estas
variaciones son muy pequeias. En este sentido, Kallitraka y col., 1997, mediante
analisis sensorial y Hornes y col., 2002 en estudios de turbidez han descrito que los
efectos de las variaciones del pH en soluciones modelos suelen ser mas
pronunciados que en el vino tinto. Por una parte, porque los cambios de pH tienen
menos efectos sobre la astringencia a concentraciones altas de taninos. Por otra parte,
por el hecho de que el vino tinto presenta, en general, niveles de astringencia
suficientemente altos que hacen que, mediante degustacion sea practicamente
imperceptible la deteccion de pequefias variaciones de pH que puedan tener lugar en
el vino, durante su evolucion. Ademads, el vino presenta una alta capacidad tampon
comparado con soluciones modelos (Guinard y col., 1986).

e Variaciones en la Concentracion de Etanol

Las interacciones tanino-proteinas pueden verse inhibidas por la presencia de
solventes no polares como lo es el caso del etanol en el vino tinto. El etanol tiene la
capacidad de obstaculizar mediante interacciones hidrofébicas la union entre las
proteinas y los polifenoles, reduciendo la precipitacion de complejos tanino-proteina
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(Gawel, 1998). También es conocido que el etanol incrementa la viscosidad y en
consecuencia disminuye la sensacion de astringencia (Smith y Noble, 1998).

En la Figura 2 se observa el comportamiento de las pendientes de las rectas obtenidas
a partir de las curvas logaritmicas de los sobrenadantes de las reacciones de
concentraciones crecientes de ovoalbimina con los patrones de acido tanico, en
soluciones sintéticas que contenian un 10; 13,5; 15; 20 % de etanol. Dichas
pendientes dibujan una recta decreciente, mostrando que el aumento de la
concentracion de etanol produce una pequefia disminucién de la precipitacion de
complejos taninos-proteinas, lo que se traduciria en una ligera disminucion de la
astringencia.
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Figura 2. Comportamiento de las pendientes de las ecuaciones lineales
obtenidas a partir de la reaccidon de ovoalblimina en concentraciones crecientes
con patrones de acido tanico en soluciones con diferentes porcentajes de etanol.

Estos resultados coinciden con los de Serafin y col. (1997) realizados con vino tinto
y BSA mediante ensayos de precipitacion de proteinas. Asi como, con los de Martin
y Pangbord (1971) mediante andlisis sensorial y los de precipitacion de taninos
condensados por parte de las PRPs realizados por Yokotsuka y colaboradores (1987).

e Variaciones en la Concentracion de Glicerol

El glicerol junto al etanol contribuyen a la sensacion de dulzor y viscosidad en los
vinos. Este polialcohol se produce durante la fermentacion alcoholica y su
concentracion en el vino varia segin la cepa de levadura utilizada para la
fermentacion (Erasmus y col., 2004) y la temperatura a la cual ocurre dicho proceso
(Ough y col., 1972). Trabajos de Gawel y colaboradores (2001) plantean que la
eliminacion por sangrado del 10- 20 % del mosto disminuye la concentracion de
glicerol en el vino, lo cual contribuye, junto al aumento de la concentracion de
polifenoles en el vino, al aumento de la astringencia.

La Figura 3 muestra el comportamiento de las pendientes de las rectas obtenidas a
partir de las curvas logaritmicas de los sobrenadantes de las reacciones de
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concentraciones crecientes de ovoalbumina con los patrones de acido tanico, en
soluciones sintéticas sin glicerol, comparadas con soluciones a concentraciones 7,5;
15y 30 g/L de glicerol.
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Figura 3. Comportamiento de las pendientes de las ecuaciones lineales
obtenidas a partir de la reaccion de ovoalbimina en concentraciones crecientes
con patrones de acido tanico los cuales contenian diferentes concentraciones de
glicerol.

Los resultados dibujan una linea de pendiente decreciente, mostrando que el aumento
de la concentracion de glicerol produce una ligera disminucion de la precipitacion de
complejos formados por el 4cido tanico y la ovoalbiimina.

Estos resultados indican una disminucion de la astringencia lo cual concuerda con
resultados obtenidos mediante analisis sensorial, donde se observan marcadas
diferencias utilizando Test Triangular al afiadir glicerol a vinos tintos de mesa
(Filipello, 1955). Sin embargo, los resultados descritos por Noble y Bursick (1984)
plantean que la presencia de glicerol en el vino contribuye primeramente al dulzor y
que solo cantidades elevadas (25,8 g/L) contribuirian a la viscosidad. Recientemente,
Nurgel y Pickering (2005) observan en soluciones modelos, ligeros incrementos de la
viscosidad y la densidad, percibidas por degustacion, al aumentar las concentraciones
de etanol (3, 7, 15% v/v) y de glicerol (5, 20 ,50 g/L).

e Adicion de Goma Arabiga

La goma arabiga es un polisacarido que tradicionalmente se ha utilizado como
tratamiento preventivo contra precipitaciones o formacion de coloides en los vinos
(Hidalgo, 2003). Ademads, produce una disminucién clara de la astringencia y
aumenta la untuosidad (Maury, 2001; Comuzzo, 2002).

Numerosos estudios han demostrado el efecto de los polisacaridos en las
interacciones tanino-proteinas (Ozawa y col., 1987; Luck y col., 1994; Haslam,
1991). Los polisacéridos, actuan como inhibidores de la precipitacion de proteinas,
probablemente por la habilidad de formar complejos ternarios proteina/ polifenol/
polisacérido, lo cual aumenta la solubilidad en medio acuoso. O por la asociacion
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molecular del polisacérido al polifenol, compitiendo con la agregacion de la proteina.
También es probable, que los polisacaridos formen estructuras donde encapsulan al
polifenol (Mc Manus y col., 1985, Ozawa y col., 1987).

En la Figura 4 observamos el comportamiento de las pendientes de las rectas
obtenidas a partir de las curvas logaritmicas de los sobrenadantes de las reacciones
de concentraciones crecientes de ovoalbumina con patrones de acido tanico, en
soluciones sintéticas sin goma arabiga y afiadiendo goma ardbiga en cantidades
equivalentes a 1L por cada 30 hL y 1L por cada 15 hL.
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Figura 4. Comportamiento de las pendientes de las ecuaciones lineales
obtenidas a partir de la reaccién de ovoalblimina en concentraciones crecientes
con patrones de acido tdnico los cuales contenian diferentes cantidades de
goma arabiga.

El comportamiento de estas pendientes describe una importante disminucion de la
astringencia al estar la goma arabiga presente en el medio que, practicamente, no
variara al doblar la cantidad de goma arabiga anadida. Este comportamiento se
corresponde con la disminucion de formacion de complejos insolubles descritos en
trabajos de de Freitas y colaboradores (2003) donde mediante técnicas de
turbidimetria calculan el porcentaje de formacion de agregados insolubles en el
medio, utilizando proantocianidinas de semillas de uva y BSA junto a diferentes
concentraciones de goma arabiga.

Estudios de adicion de goma ardbiga en vinos tintos (Crespy, 2003) describen una
disminucién de astringencia mediante la técnica del Indice de Geltina de Glories, sin
que se observen diferencias importantes entre las dosis empleadas (10, 20, 30 g/hL).
Estos vinos presentaron mejor puntuacion en boca durante la degustacion que sus
respectivos controles.

Otros estudios de andlisis sensorial en polisacaridos han demostrado la importancia

de los polisacaridos en general en la viscosidad, la sensacion de cuerpo y redondez
en boca y la disminucion de la astringencia (Vidal y col., 2004 ,).
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Conclusiones

La técnica aplicada para expresar la astringencia como g/L de 4cido tanico de
forma experimental es sensible a cambios en la matriz del vino, mostrando
variaciones ante cambios del pH, el contenido de etanol en el medio, asi
como la presencia de glicerol y goma ardbiga, como ejemplo de polisacarido
afiadido al vino.

Los resultados indican que dentro de los intervalos habituales de pH,
concentracion de etanol y concentracion de glicerol, las posibles variaciones
de la astringencia serian moderadas.

La adiciéon de goma arabiga produce ya a la dosis mas baja ensayada una
importante disminuciéon de la astringencia que en nuestras condiciones
experimentales seria del orden del 25 %.

Los resultados, en todos los casos, muestran comportamientos similares a los

descritos en trabajos previos realizados con otras técnicas de estudios de
interacciones tanino-proteinas y/o degustacion.
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TABLAS

Tabla 1. Pendientes Logaritmicas obtenidas al graficar las absorbancias a 280 nm de los
sobrenadantes de las reacciones de concentraciones crecientes de ovoalbumina con cada
concentracion de acido tanico a diferentes pH. Ecuaciones lineales obtenidas a partir de
estas pendientes.

[Acido Tanico] 0,2 g/L 0,4 g/L 0,6 g/L 0,8 g/L 1g/L Ecuacion Lineal
pH20 002940001 0097+0,001 0,148=0010 020240000 02680001 0’225;(9'72’0265
pH3.0  0042£0004 0,141+0002 0206+0,010 02890002 0352+0006 0’354(%9;&0244
pH35  0,043£0001 01480001 0211+0017 030040003 03570001 0’32203{;9'7(;’0222
pH40  0,044£0,000 0,142%0,005 0203+0001 025340001 0350+0002 Y 0’3215&)9(8'63’01 83
pHS50 0,037+ 0,002 0097+0004 0153+0002 0230+0,001 0300+0001 Y 0’3103;(9%3’0349

Las pendientes estan expresadas como media aritmética + desviacion standard.

Tabla 2. Pendientes logaritmicas obtenidas al graficar las absorbancias a 280 nm de los
sobrenadantes de las reacciones de concentraciones crecientes de ovoalbimina con cada
concentracion de acido tanico en soluciones con diferente porcentaje de etanol. Ecuaciones
lineales obtenidas a partir de estas pendientes.

[Acido Tanico] 0,2 g/L 0,4 g/L 0,6 g/L 0,8 g/L 1¢g/L Ecuacion Lineal
10% Etanol 0,046 + 0,004 0,160+ 0,002 0,214+0,001 0,301 +0,005 0,370 + 0,002 Y= 05329:48,);8_809’01 84
15% Etanol 0,035+ 0,006 0,089 +0,004 0,153+0,011 0,247 +0,003 0,298 + 0,001 Y= 0,?24=1 (7),)59;00670405
20% Etanol 0,044 +0,003 0,114+0,004 0,165+0,007 0,219+0,004 0,318 +0,006 Y= 0’322:7(5)’);;407’0244

Las pendientes estan expresadas como media aritmética + desviacion standard.
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Tabla 3. Pendientes logaritmicas obtenidas al graficar las absorbancias a 280 nm de los
sobrenadantes de las reacciones de concentraciones crecientes de ovoalbumina con cada
concentracion de acido tanico en soluciones con con diferentes concentraciones de glicerol.
Ecuaciones lineales obtenidas a partir de estas pendientes.

[Acido Ténico] 0,2 g/L 0,4 g/L 0,6 g/L 0,8 g/L 1¢g/L Ecuacion Lineal

O.g/L 0,043 +£0,001 0,148 +0,001 0,211+0,017 0,300+0,003 0,357 +0,001 Y= 0’329_00X - 0,0222
glicerol r=10,9904
7’? gL 0,036 + 0,001 0,095 +0,002 0,170+0,008 0,246 +0,001 0,315+ 0,001 Y= 0’325_50X - 0,0403
glicerol r=0,9983

15 g/L 0.034£0,001 0,083£0,003 0,166£0,001 02430001 0308£0001 * 0340X-0,0456
glicerol '=0,9945
302 0445 0,001 006840001 0.178£0,002 02260002 0279+0,002 Y- 0-3280X-0,0350
glicerol r=0,9655

Las pendientes estan expresadas como media aritmética + desviacion standard.

Tabla 4. Pendientes logaritmicas obtenidas al graficar las absorbancias a 280 nm de los
sobrenadantes de las reacciones de concentraciones crecientes de ovoalbumina con cada
concentracion de acido tanico en soluciones con con diferentes cantidades de goma arabiga.
Ecuaciones lineales obtenidas a partir de estas pendientes.

[Acido Téanico] 0,2 g/L 0,4 g/L 0,6 g/L 0,8 g/L 1g/L Ecuacion Lineal
0L/L Y=0,3900X - 0,0222

Goma Arabiga 0,043 +£0,001 0,148+0,001 0,211+0,017 0,300+0,003 0,357 +0,001 "= 0,9904

33x 10° L/L Y=0,2840X - 0,0056

Goma Arabiga 0,046 +0,001 0,115+0,001 0,164 +0,005 0,223 +0,001 0,276 +0,001 = 10,9974

6,6 x 10-4 L/L Y=0,2710X - 0,0166

Goma Arabiga 0,067 +£0,004 0,130+0,002 0,179 +0,001 0,234+ 0,001 0,286 + 0,003 = 0,9986

Las pendientes estan expresadas como media aritmética + desviacion standard.
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Abstract

This paper compares the reactivity of ovalbumin and whole salivary proteins to
tannic acid in a model wine solution. Ovalbumin precipitates more tannic acid than
whole salivary proteins at the same protein concentrations. However, there is a
significant correlation between them which would indicate that both protein models
behave in a similar way, even though they present different affinities towards tannic
acid. The use of both protein models as a precipitating agent for determining the
astringency of different red wines has provided similar results in most cases (83 %),
which would confirm the validity of the use of ovalbumin for wine astringency
estimation.

Keywords: Astringency, Ovalbumin, Salivary proteins, Tannic acid, Wine.

1. Introduction

Astringency is described as a drying or puckering sensation of the epithelium of the
mouth induced by substances such as tannins (ATSM, 1989). It is perceived as a
tactile sensation and it is a diffuse stimulus, not confined to a particular region of the
mouth or tongue (Green, 1993).

Astringency occurs when the lubricating effect of salivary proteins is lost by the
precipitation of complexes formed through non-covalent interactions between
salivary proteins and tannins (Haslam, 1974). The general consensus is that this
phenomenon results from the cross-linking of separate salivary protein molecules by
tannins, which act as a polydentated ligand on the protein surface, involving
hydrophobic effects and hydrogen bonding (Luck, Liao, Murray, Grimmer,
Warminski & Williamson, 1994; de Freitas & Mateus, 2001a). Moreover, remaining
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tannins in the mouth may contribute to the astringent sensation when they interact
with bitterness receptors, and because the formation of soluble tannin-protein
complexes also affects the viscosity in the oral cavity (Kallithraka, Bakker &
Clifford, 1997).

Several molecular models of astringency have recently been described based on
interactions between proteins and phenolic compounds (Jobstl, O’Connell,
Fairclough & Williamson, 2004; Poncet-Legrand Edelman, Putuax, Cartalade, Sarni-
Manchado & Vernhet., 2005). These models suggest that initially small soluble
polydispersed particles are formed which later increase in size due to the
incorporation of more tannin-protein complexes until they become insoluble and
precipitate.

The oral cavity is filled with a thin layer of saliva that contains a large number of
peptides and proteins. The quantity and composition of salivary proteins varies
widely among individuals because they are conditioned by genetic polymorphism,
gender, time of day or stress (Witmarth, Riviere, Rustvold, Lauten, Madden &
David, 2004).

Moreover, the contributions of different secretion glands also significantly affect
salivary protein composition (Walz, Stuhler, Wattenberg, Hawranke, Meyer,
Schmalz, Bluggel & Ruhl, 2006). Without stimulation, saliva flow is present in a
relative proportion of 1/4 from the parotid glands, 2/3 from the submandibular glands
and 1/20 from the sublingual gland. However, this relative proportion increases up to
1/3 from the parotid gland upon stimulation (Gawel, 1998) as does the proportion of
basic PRPs from the parotid gland. (Sas & Dawes, 1997).

SDS-PAGE analyses of whole saliva have been used to characterize the main protein
groups: mucins, lactorferring, a-amylases, Proline Rich Proteins (PRP) and histatins
(Steiner & Keller, 1968; Beeley, Sweeney, Lindsay, Buchana, Sarna & Khoo, 1991;
Beeley, 1993; Kauffman, Hoffman, Bennick, & Keller, 1992). Recently, some new
peptides and proteins corresponding to wide group of PRPs (Isemura, Asakura,
Shibata, Isemura, Saitoh & Sanada, 1983; Messana Cabras, Inzitari, Lupi, Zuppi,
Olmi, Fadda, Cordano, Giardina & Castagnola, 2004; Witmarth et al., 2004), a-
amylases (Hirtz, Chevalier Centeno, Rofidal, Egea, Rossignol, Sommerer & Deville
de Périere, 2005), cystatins and lysozime (Hardt, Thomas, Dixon, Newport, Agabian,
Prakobphol, Witkowska & Fisher, 2005) have been identified by proteomic analysis.
Most of these peptides and proteins are isoforms and /or fragments of proteins.

Some authors have studied tannin-protein interactions using extracts of
proanthocyanidins or tannic acid (Hagwerman & Butler, 1978; Ratnavathi &
Sashidhar, 1997; Naish, Clifford & Birch, 1998) and proteins such as Bovine Serum
Albumine (BSA), Gelatine, Poly-L-Proline, Gliadin, Mucine and radiolabelled
proteins (Glories, 1984; Hagwerman & Butler, 1980, 1989; Kawamoto, Nakatsubo &
Murakami, 1995; Ratnavathi & Sashidhar, 1998, Naish, et al., 1998; Siebert &
Lynn., 2003; Henson, Niemeyer, Ansong, Forkner, Makkar & Hagerman, 2004;
Monteleone, Condelli, Dinnella & Beruccioli, 2006; Poncet-Legrand et al., 2005) as
a protein model to simulate salivary proteins.

Other authors have studied interactions between wine tannins and salivary proteins
using the SDS-PAGE (Lu & Bennick., 1998; Sarni- Manchado et al., 1999; Bacon &
Rhodes, 2000; Gambuti, Rinaldi, Pessina & Moio, 2005), nephelometry (Carvalho,
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Mateus & de Freitas, 2004; Mateus, Carvalho, Luis & de Freitas, 2004) or HPLC
analysis (Kallithraka, Bakker & Clifford, 1997, 2000). It is generally accepted that
PRPs (Bate-Smith, 1954; Baxter, Lilley, Haslam & Williamson 1997) and histatins
(Yan & Bennick, 1995; Naurato, Wong, Lu, Wroblewski & Bennick, 1999) are the
most reactive among the salivary proteins.

However, it is very difficult to correlate these results with the real sensation of a
wine’s astringency because the different proteins of the saliva do not react equally
with the different tannins (Lu & Bennick, 1998; Sarni- Manchado, Cheynier, &
Moutounet, 1999; Baxter, Lilley, Haslam, & Williamson, 1997; Monagas, Bartolomé
& Gomez-Cordovés, 2005).

The astringency of red wine is usually estimated by tasting. However, astringency
sensorial measurement requires a group of expert wine tasters and is always subject
to a certain degree of subjectivity (Gawel, Iland & Francis, 2001; Valentova,
Skrovankova, Panovska & Pokorny, 2002). The mouth-feel perception is a highly
complex process depending on each individual wine component but also on the
interaction between components and on the structures of the resulting molecular
assemblies (Vidal, Courcoux, Francis, Kwiatkowski, Gawel, Williams, Waters &
Cheynier, 2004). As astringency is a negative sensory attribute that plays a huge role
in the quality of red wines, objective methods for wine astringency estimation have
recently been developed. (Bate- Smith, 1973; Hagerman & Butler, 1980;
Glories,1984; Kawamoto et al., 1995; Ratnavathi & Sashidhar, 1998; Bacon &
Rodhes, 1998; Horne, Hayes & Lawless, 2002; Edelman & Lendl, 2002; Condinelli,
Dinnella, Cerone, Monteleone & Bertuccioli, 2005; Gambuti, et al., 2005;
Monteleone, et al., 2006).

Our research group has recently developed a method for astringency estimation using
ovalbumin as a protein model (Llaudy, Canals, Canals Rozes, Arola & Zamora,
2004). This method is based on the pursuit of the precipitation of phenolic
compounds of the wine through the addition of increasing amounts of ovalbumin.
The comparison of the behaviour of different wines with standard solutions of tannic
acid allows us to express the wine astringency in terms of g of tannic acid per litre.
This method has been showed to be very effective in later studies (Rodriguez,
Lezaun, Canals, Llaudy, Canals & Zamora, 2005; Canals, Llaudy, Valls, Canals &
Zamora, 2005; Llaudy, Canals, Gonzalez-Manzano, Canals, Santos-Buelga &
Zamora, 2006).

However, as cited above, the reactivity of ovalbumin and salivary proteins versus
tannins is not exactly equal. For that reason, some questions about the direct
applicability of our method for wine astringency estimation may be raised. The aim
of this work was to compare the astringency determination method using ovalbumin
as model protein with that using whole saliva. The results were verified on twelve
different wines.
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2. Materials and Methods

2.1. Reagents

All the solvents and acids used were from the HPLC grape and were purchased from
Panreac (Barcelona, Spain). The tannic acid (ACS reagent) and ovalbumin (Grade V)
were purchased from Sigma-Aldrich (Madrid, Spain).

2.2. Solutions

Ovalbumin, salivary solutions and Tannic acid were made in a synthetic solution
similar to wine: 4g/l of tartaric acid (Panreac, Spain), 95 g/l of Ethanol (Panreac,
Spain), adjusted to a pH of 3.5 with sodium hydroxide (Panreac, Spain).

Tannic acid solutions at concentrations of 0.0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 and 1.0 g/l were used
as standards.

Ovalbumin solutions at concentrations of 0.0, 0.8, 1.6, 3.2, 4.8, 6.4 g/l were used as
the protein to precipitate astringent tannins.

2.3. Human saliva

Parafilm- stimulated whole saliva was collected in an ice-cooled vessel, two hours
after normal breakfast time (Schwartz, Zhu & Sreebny., 1995). All preparation of
saliva was preformed at 4°C. After collection, saliva was centrifuged at 11,700 g for
10 minutes. The supernatant was referred to as whole saliva. EDTA was added to a
final concentration of 5 mM and the sample was dialyzed overnight against 50 mM
KH2PO4 buffer, pH 6.8 (Steiner & Keller, 1968; Levine & Keller, 1977). The
protein content was then determined by a Bradford assay using the standard Bio-Rad
Protein assay kit (Bradford, 1976). The whole saliva was lyophilized, stored at -20°C
and re-suspended in synthetic solution in concentrations similar to those of the
ovalbumin to conduct the assays. (0, 0.8, 1.6, 3.1, 4.7, 6.25 g/L)

2.4. Wines
Twelve commercial red wines from different origins were used for the comparison of
ovalbumin to saliva as a precipitation agent.

2.5. Astringency

Astringency was estimated using ovalbumin as a precipitation agent and tannic acid
solutions as standards in accordance with the previously described method (Llaudy et
al., 2004). Following the same steps as the astringency methodology, the assays were
conducted using concentrations of whole saliva in synthetic solution similar to those
used with ovalbumin as a precipitation agent.

2.6. Sodium Duodecyl Sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS- PAGE)

Each of the supernatants from the last stage of the astringency assays using
ovalbumin or whole salivary proteins solutions plus tannic acid were analyzed by
SDS-PAGE.The samples were lyophilized and were re- suspended in SDS buffer
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(0.125 M Tris-HCI, 4% SDS v/v, 20% v/v of glycerol, 2% B-mercaptoethanol, 0.02
% bromophenol blue, pH 6.8).

The SDS PAGE molecular weight Standards, Low Range from Bio-Rad (California,
US) diluted 1:20 in SDS buffer.

Standards and samples were heated for 5 minutes at 100°C and were then analyzed
by SDS PAGE (Steiner & Keller, 1968; Laemmli, 1970; Shwartz et al., 1995) using
phastsystem equipment (Pharmacia LKB Biotechnology, Sweden), PhastGel
Homogeneous-20 (Amersham, Madrid, Spain) with separation Range 2- 150 kD and
PhastGel Buffer Strips - SDS (0.112 M acetate, 0.112 M Tris, pH 6.4) (Amersham,
Madrid, Spain). The separation was carried out according to File no. 111 of the
Phastsystem Separation Technique as recommended by Amersham for SDS PAGE in
homogeneus-20.

The proteins were stained with coomassie blue R-250 (Amersham, Spain). The gels
were fixed using a mixture of ethanol, acetic acid and water (40:10:50) for 1 hour.
After soaking in water for 5 minutes, the gels were stained with 0.1% coomassie blue
in 25% methanol and 10% acetic acid. The coomassie blue distained were with 10%
acetic acid (without ethanol or methanol). Molecular weight was estimated by
comparison with the migration rates of standard proteins.

The densities and relative quantity calculations were preformed with Quantity One
Software Version 4.3.1 for PC (Bio- Rad, California, US). These relative quantities
and the original protein concentration of the ovalbumin or whole salivary proteins
were used to calculate the different proteins.

2.9. Statistics

All data are expressed as the arithmetic average (standard deviation of three
replicates). One- and two-factor ANOVA, Scheffe’s test and correlation analysis
were conducted with Stadistica Statsoft (Lisboa, Portugal).

3. Results and Discussion

Figure 1 contains the graphs depicting absorbance at 280 nm versus the amount of
ovalbumin and whole salivary proteins added for the different tannic acid solutions.
As expected, the addition of both protein models provokes tannic acid precipitation
and consequently a clear decrease in supernatant absorbance at 280 nm. This
decrease in A280nm depends on the amount of protein added, and the behaviour is
clearly logarithmic for both protein models. In fact, all the curves fit reasonably well
to logarithmic equations as indicated in Table 1.

Figure 2 shows the relationship between the fitted logarithmic equation slope for
ovalbumin and whole salivary proteins and the initial tannic acid concentrations. The
slopes of the logarithmic equations obtained fit perfectly to the tannic acid
concentration for both protein models.

According to these data, ovalbumin and whole salivary proteins seem to react
differently toward tannic acid solutions. Specifically, ovalbumin produced greater
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decreases of A280nm than whole salivary proteins in the studied interval of
concentrations, generating greater slopes in the logarithmic fitted curves.

This data indicates that ovalbumin precipitates more tannic acid than whole salivary
proteins at the same protein concentrations. This behaviour can clearly be seen in
Figure 2 by comparing the slopes corresponding to both protein models.

Ovalbumin has been described as having a globular conformation (Herald & Smith,
1992). On the contrary, PRP, a major component of salivary proteins, has a linear
conformation (Asquish & Butler, 1985) and presents higher affinities for tannins than
globular proteins (Hagerman & Butler, 1981). Evidently, our results do not
correspond to these data. In this experiment we have used similar concentrations of
whole saliva and ovalbumin according to Bradford’s method. Therefore, when
ovalbumin is added to tannic acid solutions, all the protein corresponds to this
protein. However, when whole salivary proteins are added to tannic acid solutions,
there are many proteins involved in the reaction that do not necessarily react with
tannins in a similar way to PRPs.

Nevertheless, in spite of the differences observed between the behaviour of
ovalbumin and whole salivary proteins (Figure 2), there is a significant correlation
between them (1r2: 0.9812; p < 0.0001). This would indicate that both protein models
behave in a similar way, although they present different affinities towards tannic
acid.

Figures 3 and 4 show the results corresponding to the SDS-PAGE of the supernatants
from the last point of the astringency assays using ovalbumin or whole salivary
proteins solutions plus tannic acid, respectively. In the last stage of these analyses,
both protein models are in clear excess compared to the tannic acid solutions. In
those conditions, all the tannic acid is precipitated thus allowing us to determine the
proteins remaining in the supernatant.

In Figure 3, a single band is detected in all the experimental lines corresponding to
the molecular weight of Ovalbumin (45 kDa) (Li-Chan & Nakai, 1989).

In Figure 4, several bands are detected. The literature has described the following
molecular weights, obtained using SDS-PAGE, for the different salivary proteins.
Mucins from 100 to 200 kDa (Banderas- Tarabay, Zacarias D’oleire, Gardufio-
Estrada, Aceves Luna & Gonzalez Begné, 2002); Lactoferrin about 80 kDa (Beeley
et al., 1991, Beeley, Newman, Wilson & Shimmin, 1996 ; Schwartz et al., 1995);
Basic Glycosilated PRP from 69 to 60 kDa (Beeley et al., 1991, 1996 ; Schwartz et
al., 1995; Carpenter, Proctor, Pankhurst, Linden, Shori & Zhang, 1996), a- Amylases
from 62 to 59 kDa (Beeley et al., 1991, 1996; Hirtz et al., 2005), Basic PRPs (b1 and
b2) among 43-37 kDa; Acidic PRP from 31- to 27kDa and Basic PRPs (IB1-1B4)
from 20-14 kDa (Beeley et al., 1991, 1996; Schwartz et al., 1992). According to
these data we can identify 5 bands corresponding to Mucine/Lactoferrin around the
97.4 kDa molecular weight marker, Basic Glycosilated PRP/a-Amilase around the
66.2 kDa molecular weight marker, the Basic PRP (bl and b2) slightly below the
45.0 kDa molecular weight marker, the Acid PRP around the 31.0 kDa molecular
weight marker, and finally the Basic PRP (IB1-IB4) around the 14.4 kDa molecular
weight marker.
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Figures 3 and 4 show that the intensity of all the protein bands diminishes as the
concentration of tannic acid increases. The quantification of the intensity of the
bands corresponding to the ovalbumin and salivary proteins is shown in Table 2.
This table also shows the correlation coefficients and p values corresponding to the
statistic comparison between ovalbumin behaviour and salivary proteins.

Whole PRPs have been described as representing around the 70 % of salivary
proteins (de Freitas & Mateus, 2001b). Our results indicate that the band
corresponding to the ensemble of Basic Glycosilated PRP and a-Amylase represent
more than 50 % of the saliva proteins and that the remaining the salivary proteins are
present in a lesser concentrations. Other authors have found similar results (Beeley et
al., 1991; Gambuti et al., 2005, Walz et al., 2006).

In general terms, the concentration of all proteins diminished when the concentration
of tannic acid increased. However, ovalbumin behaved differently from whole
salivary proteins. Thus, ovalbumin concentration diminishes more quickly than total
salivary protein concentration. This data confirms that ovalbumin presents a higher
affinity for tannic acid than whole salivary proteins at the same protein
concentrations, as suggested above. Despite this different behaviour, there is a
significant correlation between ovalbumin and whole salivary proteins. These data
would confirm again that both protein models react in a similar way, although they
present different affinities towards tannic acid.

All proteins from saliva diminish in concentration when tannic acid is added to the
medium, confirming that they are all reactive towards tannic acid (Lu & Bennick,
1998; Gambuti et al, 2005). Moreover, all the salivary proteins corresponding to the
five detected bands present significant correlation coefficients versus ovalbumin.

Table 3 shows the statistic correlation coefficients corresponding to the astringency
assay using both protein models and the corresponding protein values obtained by
SDS-PAGE. In every case, the correlation coefficients are very significant. These
data would indicate that the use of either protein model, ovalbumin or whole salivary
proteins, for the determination of astringency would be equally valid in spite of their
different affinities towards tannic acid.

Obviously, wines are much more complex than a tannic acid solution. Red wine
contains a lot of phenolic compounds that can react with salivary proteins and
produce the sensation of astringency (Vidal, Francis, Williams, Kwiatkowski, Gawel,
Cheynier, & Waters, 2004). For that reason, a comparative determination of the
astringency of twelve red wines was conducted using the ovalbumin method (Llaudy
et al., 2004) and similar concentrations of whole salivary proteins as a precipitation
agent.

Table 4 shows the astringency of these wines using both protein models and the
statistical comparison between them. In general, the astringencies obtained using
whole salivary proteins as a precipitation agent produced greater values than those
obtained using ovalbumin. The differences between both methods oscillated between
1 and 32 % depending on the wine, and the arithmetic average of the twelve wines
was 15 %. However, in 10 of the 12 wines, the results were so similar that there were
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no significant differences, which would indicate that the results obtained by means of
the use of ovalbumin do not differ excessively from those obtained using whole
salivary proteins.

These results seem to indicate that ovalbumin is a good model to use as a
precipitating agent in order to measure red wine astringency. These results would
confirm the validity of the method we had previously proposed for the objective
determination of astringency (Llaudy et al., 2004). Ovalbumin has the advantage of
being easily available. On the contrary, whole salivary proteins are difficult to collect
in large enough quantity, require long processing times and vary in composition
depending on numerous factors (Guinard, Zoumas-Morse & Walchak, 1998; Gawel
et al., 2001; Witmarth et al., 2004).

4. Conclusions

This study indicates that the use ovalbumin or whole salivary proteins as
precipitating agents for the objective determination of wine astringency are equally
valid in spite of their different affinities towards tannic acid. The use of both protein
models for the determination of the astringency of different wines gave similar
results in most cases (83 %), which would confirm the validity of our previously
proposed method for the objective determination of astringency.
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Figure 1. Graphs showing absorbance at 280 nm ovalbumin/whole salivary proteins
in different tannic acid solutions.
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Figure 2. Linear Behaviour of logarithmic equation slopes versus tannic acid
standard solution concentration.

0.5 Bl OVALBUMIN
y = 0.3915x - 0.011
0.4 R? = 0.9924
203
& 0.
o—
N
0.2
01 - A WHOLE sALIvA
. y = 0.2345x — 0.0279
R? = 0.9913
0 T T

0 02 04 06 08 1 1.2
Tannic Acid (g/L)

113



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CONTRIBUCION AL ESTUDIO DE LOS FACTORES QUE AFECTAN LA ASTRINGENCIA DEL VINO TINTO.
Maria del Carmen Llaudy Fernandez

ISBN: 978-84-690-7596-8 / DL: T.1384-2007

Capitulo II. Metodologia de astringencia y estudios relacionados....

Figure 3. . SDS PAGE of supernatant after the reaction of ovalbumin with increasing
tannic acid concentrations.
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Figure 4. PAGE of supernatants after the reaction of whole saliva with increasing
tannic acid concentration.
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Table 1. Logarithmic equations of the curves from the graphs of absorbance at 280
nm versus ovalbumin and whole salivary proteins at different tannic acid solutions.

Aogo = a x Log [ovalbumin] + b Azgo = a x Log [whole saliva] + b

[TAaCr;g]i c Symbol a b r a b r

0.2 g/L [ 0.0475 0.0875 0.9998 0.0221 0.1956 0.9926
0.4 g/L 0 0.1525 0.1508 0.9762 0.0587 0.3932 0.9747
0.6 g/L ° 0.2180 0.2017 0.9668 0.1234 0.5695 0.9871
0.8 g/lL A 0.3081 0.3042 0.9664 0.1579 0.6470 0.9871
1.0g/L + 0.3167 0.8691 0.9701 0.2063 0.8672 0.9884
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Table 2. Correlations among astringency levels assayed by whole saliva and ovalbumin by precipitation

methodology and by 505 PAGE.

PEOTEING by SDEPAGE

Capitulo II. Metodologia de astringencia y estudios relacionados...

Mucins Glycosylated FRP . . Basic PEP . .

Lactoferrin 2 amylase Baszic PEP Acid PEPs IB1- IBY) Saliva Total Orralbumin
Astringency =0 87 =0 47 =092 =063 =0 93 =0 95 =189
by Whole Saliva p=0.006 p=0.000 p=0.002 p=0.042 p=0.002 p=0.001 p=0.005
Astringency =0 53 =0 47 =096 =079 =0 97 =0 98 =01, 54
by Ovalbumin p=0.002 p=0.000 p=0.001 p=0.018 p=0.000 p=0.000 p=0.001

The coefficient of determination (120 and p values shows the significance of the correlation (p<0.05)

118



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CONTRIBUCION AL ESTUDIO DE LOS FACTORES QUE AFECTAN LA ASTRINGENCIA DEL VINO TINTO.

Maria del Carmen Llaudy Fernandez
ISBN: 978-84-690-7596-8 / DL: T.1384-2007

Capitulo II. Metodologia de astringencia y estudios relacionados...

Table 4. Comparative of astringency determination using ovalbumin and whole

saliva as protein models in twelve wines.

Astringency (g/L Tannic Acid)

WINES  With Ovalbumin With Whole Saliva
1 0.314+0.049 a 0.345+0.012 a
2 0.539 +£0.041 a 0.699 + 0.079 b
3 0.439+0.051 a 0.460 + 0.060 a
4 0.360 £0.031 a 0.405 +0.056 a
5 0.169 +0.030 a 0.213+0.015a
6 0.197 £0.046 a 0.234+0.022 a
7 0.312+0.051 a 0.460 + 0.033 b
8 0.409+0.031 a 0.490 = 0.093 a
9 0.621 £0.049 a 0.626 +£0.023 a
10 0.255+0.031 a 0.290 +0.010 a
11 0.347 £0.041 a 0.400 + 0.099 a
12 0.207 £0.009 a 0.255+0.050 a

All data are expressed as the average of three replicates +
standard deviation (n=3). Statistical analysis: One factor
ANOVA and Scheffe’s test (both, p=0.05). Different letter
indicates the existence of statistically differences. The letters
(a,b) are used to compare the astringency levels.
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4. INFLUENCIA DE VARIACIONES EN LA COMPOSICION
MONOMERICA Y GRADO DE POLIMERIZACION DE
LAS PROANTOCIANIDINAS SOBRE LA ASTRINGENCIA
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4. INFLUENCIA DE VARIACIONES EN LA COMPOSICION
MONOMERICA Y GRADO DE POLIMERIZACION DE LAS
PROANTOCIANIDINAS SOBRE LA ASTRINGENCIA

Introduccion

La sensacién de astringencia que percibimos al degustar un vino tinto viene
condicionada por la composicidon monomérica y el tamafio de las proantocianidinas
presentes en del mismo (Sarni- Manchado y col., 1999).

Las proantocianidinas del vino provienen de diferentes partes de la uva. Las semillas
contienen la (+) catequina, (-) epicatequina y la (-) epicatequina- 3- galato (Prieur y
col., 1994; Kennedy y col., 2000). Por su parte, las pieles contienen mucha menor
cantidad (-) epicatequina- 3- galato pero contienen (-) epigalocatequina (Souquet y
col., 1996; Gonzalez- Manzano y col., 2004). Los raspones contienen (+) catequina,
(-) epicatequina, (-) epicatequina- 3- galato y (-) epigalocatequina (Souquet y col.,
2000; Vivas y col., 2004). EI vino también puede presentar taninos hidrolizables si
ha envejecido en barrica de roble (Cheynier y col., 2000).

Durante el proceso de vinificacion y crianza del vino tinto, tienen lugar reacciones de
combinacion y polimerizacién que a nivel sensorial producen variaciones en la
astringencia, y también, contribuyen a la estabilidad del color (Haslam, 1980). Parte
de estas reacciones estan mediatizadas por el etanal que se produce durante la
fermentacion como parte del metabolismo de las levaduras (Romano y col., 1994) o
al oxidarse el etanol en presencia de cationes de hierro o cobre en medio acido
(Wildenradt y Singleton, 1974). El etanal permite la union colateral de moléculas de
flavanol, mediante puentes etilo. A su vez estos complejos flavanol- etilo-flavanol,
pueden romperse dejando libres moléculas flavanol-etilo que volveran a reaccionar
ya sea con moléculas de antocianos u otras moléculas de flavanol (Fulcran y col.,
1996; Escribano- Bailoén y col., 2001). Estos mecanismos de ruptura y recombinacion
llevaran a la formacién de polimeros que, en principio, se describen como
responsables del incremento de la sensacion de astringencia. Sin embargo, algunos
autores sugieren que podrian tener lugar reacciones entre los polimeros de uniones
colaterales que formen macromoléculas que, por impedimentos estéricos, no
permitan la reaccion de las proteinas con los grupos OH del polimero y, en este caso;
disminuira la astringencia (Galvin, 1993; Saucier y col., 1997; Vidal y col., 2002;
Poncet-Legrand y col., 2003). A medida que los polimeros sean mas grandes, existe
también, la tendencia a la precipitacion. Otro aspecto a tener en cuenta es la
presencia de unidades galoiladas (dada por la esterificacion del acido galico a una
molécula de epicatequina) en la molécula de proantocianidina. La presencia de un
mayor nimero de anillos aromaticos en la molécula de proantocianidina incrementa
los sitios de union con las proteinas, lo cual contribuird al aumento de la astringencia
(Cheynier y col., 1997). Por tanto, la astringencia ira incrementandose con el grado
de polimerizacion y la cantidad de wunidades galoiladas presentes en las
proantocianidinas. (Vivas, y col., 1996; Herderich & Smith, 2005).

Muchos estudios de interacciones tanino-proteinas utilizan proteinas modelos como

gelatina, BSA o poli L-prolina. En todos ellos la proteina modelo actia como
agente precipitante, de modo similar a las proteinas de la saliva. Pero, no todas las
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proteinas de la saliva presentan igual afinidad por las proantocianidinas, siendo las
Proteinas Ricas en Prolinas —PRP— (Bate-Smith, 1954; Haslam, 1981) y las
Histatinas (Yan y Bennick, 1995) las mas reactivas. Por otra parte estds proteinas
presentan afinidad diferentes en funcion de la composicion especifica de cada
proantocianidina.

El objetivo de este experimento fue estudiar la influencia en la composicion de las
proantocianidinas y del grado de polimerizacion sobre la astringencia empleando la
metodologia puesta a punto por nuestro grupo de trabajo (Llaudy y col., 2004). Al
mismo tiempo, se han comparado los resultados utilizando la ovoalbimina como
proteina modelo con saliva total obtenida mediante estimulacion.

Para ello utilizamos extractos de (-)-epicatequina —E—, (+)-catequina —C—, (-)-galato
de epicatequina—ECG- y (-)-epigalocatequina —-EGC—; a los cuales se les afiadio
etanal diariamente para obtener diferentes grados de polimerizacion. El incremento
del grado de polimerizacion se sigui¢ mediante el indice DMACH.

Los sobrenadantes de las reacciones de saliva entera con las diferentes
proantocianidinas se analizaron mediante electroforesis en geles SDS poliacrilamida,
con el objeto de visualizar las proteinas por separado y establecer correlacion entre el
comportamiento de cada proteina de la saliva en particular y el resultado de la
determinacion de astringencia utilizando la ovoalbumina como proteina precipitante.

Materiales y Métodos
Reactivos y Soluciones:

- Soluciones de ovoalbumina (Grado V, Sigma, Espana) desde 0 hasta 8
g/L en solucion sintética.

- Solucioén sintética: 4g/L de acido tartarico ( Panreac, Espafa), 13,5%
(95g/L) de etanol (Panreac, Espafia) ajustado a pH 3,5 con hidréxido
de sodio (Panreac, Espana).

- Solucion 750 mM de etanal diluido en agua destilada.

Para Procesar la saliva:

- Solucion EDTA (Sigma) 0,5 M en agua destilada.

- Tampon fosfato: A 1000 ml de solucion 50 mM de K,HPO4 se le
afiade la solucion 50 mM de KHPO, hasta llegar al pH 6,8.

Para determinar concentracion de proteina:

- Patrones de ovoalbumina y BSA en agua destilada desde 0,025-
Img/ml.

Para técnica de electroforesis:
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- Solucion solubilizadora: Tampén Tris-HCl - 0,125 mM , 2% B-
mercaptoetanol, 4 % SDS, 20% v/v glicerol, 0,02% de azul de
bromofenol. pH 6,8.

- PhastGel Homogeneous-20 (rango de separacion de 2- 150 kD, cod.
17-0624-01 Amersham, Espana)

- PhastGel Buffer Strips - SDS (0.112 M acetate, 0.112 M Tris, pH 6.4)
(cod. 17-0516-01, Amersham, Espaiia)

- Marcadores de proteinas de bajo peso molecular para SDS-PAGE.
(numero de catalogo 161-0304, Biorad, california, USA)

- Solucién fijadora de tincion : Etanol absoluto ( Panreac), acido acético
(Panreac), agua: 40:10:50 (v:v)

- Solucion de Azul de Coomasie: 0,2 g de Azul Coomasie
(Coomassie™ Blue R-250, Amersham, Espana) diluir en solucion
metanol, agua, acido acético: 40:60:10 (v:v)

- Solucioén de destefiido: Acido acético al 10%

e Soluciones de proantocianidinas y Polimerizacion

1,5 mL de soluciones 10 mM de (-)-epicatequina —E—, (+)-catequina —C—, (-)-galato
de epicatequina-ECG— y (-)-epigalocatequina —EGC— (Extrasynthese, Francia)
fueron distribuidas por triplicado en viales ambar (Agilent, 5181-3376), cerrandolos
herméticamente (tapon capsula: Agilent 5181- 1211) y manteniéndolos a temperatura
de 20°C. Las muestras fueron analizadas diariamente comenzando por el dia 0 (antes
de adicionar el etanal). A las muestras se les adicion6 cada dia 10uL de la solucién
750mM de etanal**. Las muestras sustraidas para analizar se enrasaban al volumen
final de experimentacion con solucion sintética.

** Las dosis de etanal se calcularon a partir de ensayos preliminares buscando que la
polimerizacion se pudiese medir diariamente (0,36 mg/L diarios de etanal afiadido).
Para ello nos basamos en la cinética de reaccion de la catequina descrita en los
trabajos de Saucier y col. (1995, 1997).

e (Coleccion de saliva

La saliva se recogié en un vaso de precipitado refrigerado en un bafo de hielo. El
saliveo se estimulaba masticando parafilm durante 2 minutos (Schwartz y col.,
1995). Diariamente, las muestras recogidas se congelaban a —20°C.

El conjunto de las muestras de saliva congeladas se descongelaba y se procesaba
cuando llegdbamos a tener volimenes de 100 mL. El proceso se realizaba siempre a
4°C (Steiner y Keller, 1968; Levine y Kaller, 1977):

- Se homogenizaba

- Se centrifugaba a 11700 g durante 10 minutos

- Se anadia EDTA (Sigma) hasta una concentracion de 0,5 mM

- Se dializaba contra tampdn fosfato.

- Para determinar la concentracion de proteinas total de la saliva, se empleo la
el Kit Bio-Rad Protein assay (Bradford, 1976). En este caso utilizamos la
recta patron de ovoalbumina por las caracteristicas de nuestro trabajo. Se
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realizaron los Ensayos Standards (0,125-1,5 mg/mL) segun el manual de Bio-
Rad (tech note 1069).

Las muestras eran liofilizadas y mantenidas a -20°C hasta el dia de
experimentacion.

Indice DMACH

La estimacién de la polimerizacion de proantocianidinas se realizd diariamente,
mediante la metodologia del DMACH descrita y modificada por Nagel y Glories,

(1991).

Astringencia

La técnica de astringencia se realizo por triplicado segin la metodologia descrita en
el apartado 1 de este capitulo, (Llaudy y col., 2004). Del mismo modo se realizo la
metodologia utilizando concentraciones equivalentes de saliva entera como proteina
precipitante.

e FElectroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de Doudecil Sulfato de

Sodio (SDS- PAGE)

Se liofilizaron 20 pL del sobrenadante del ultimo punto del ensayo de
astringencia utilizando saliva como agente precipitante correspondientes a
los dias 0, 2 y 4 de experimentacion.

Las muestras y la mezcla de los marcadores de masa molecular se disolvieron
en 20 pL solucién solubilizadora utilizando un  vortex Reax 2000
(Heildolph). Muestras y marcadores se mantuvieron 5 minutos en bafio de
Maria a 100°C.

Después de colocar los geles y tampones en el equipo Phastsystem, se
aplicaron las muestras y marcadores a los peines y se puso en marcha el
programa para Phastsystem (Pharmacia LKB Biotechnology, Suecia)
recomendado por la casa Amersham en el protocolo de técnicas de separacion
(SDS PAGE in Homogeneus media, Phastsystem Separation Technique File
no. 111) donde:

Pasos de Separacion Voltaje Intensidad  Potencia Temperatura Tiempo
Sep 3.1 o
El tampon llegara hasta el frente 250V 10 mA 3.0W 15°C I'Vh
Sep 3.2
Para la aplicacion de la muestra se 250V 1 mA 3.0W 15°C 1 Vh
reduce la corriente
Sep 3.3 250V 10mA 3.0W 15°C 99 Vh

Las muestras corren a través del gel.

La tincion con Azul de Coomasie:

Fijacion: Se sumergieron los geles con solucidn fijadora durante 1 hora en
agitacion suave.

Tincion: Se sumergieron los geles en 5 volumenes de colorante al menos 1
hora con agitacion suave.
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3. Destincion: Se sumergieron los geles en solucion de destefiido y agitacion,
cambiando repetidas veces la solucion.

*Los mejores resultados se obtuvieron cuando se dejan las placas, después de varios lavados, en solucion de
destefiido durante 12 horas.

4. Se fotografia el gel y la foto se analiza utilizando el programa Quantity One
Software Version 4.3.1 para PC de laboratorios Bio-Rad, donde es posible
calcular la densidad. A partir de la densidad y las concentraciones de
proteinas aplicadas se obtienen las cantidades de cada proteina en el gel.

e [FEstadistica

Los datos estan expresados como media y desviacion standard de tres repeticiones.
Las correlaciones fueron calculadas mediante el programa Stadistica Statsoft
(Lisboa, Portugal).

Resultados y discusion

Las proantocianidinas de la uva y el vino presentan gran diversidad de estructura y
reactividad. Ademds de las diferencias estructurales que encontramos en las
proantocianidinas procedentes de las diferentes partes de la uva, durante el proceso
de fermentacion y crianza del vino se desarrollan reacciones de polimerizacidén que
permiten la formacion de cadenas de flavanoles que pueden llegar a ser de gran
tamarfio e incluso precipitar (Peleg y col., 1999; Vidal y col., 2003).

Tabla 1. Evolucién de la polimerizacién expresada como indice DMACH.

(-) Epicatequina
Galato

0 190,00+0,00a,0 18575+0,00b,a 126,75+0,00c, 00 173,25+0,00d, a

1 201,63+4,02a,p 160,88=+0,18b,p 11425+2,47c,p 158,25+1,77d, B

2 164,75£5,66a,y 13625+£183b,y 92,63+1,59¢c,y 129,13+£1,72d,vy

3 14438+194a,6 10513+ 0,18b,6 71,25+0,00c, 8 96,88+1,944d,6

4 87,50+0,71 a, € 88,25 £1,77a,& 53,75+ 2,47c,¢ 86.63+ 0.53a,¢

Todos los resultados estan expresados como media + desviacion standard (n=3). Analisis estadistico: ANOVA un solo
factor y Scheffe’s test (ambos, p = 0.05). Las diferencias significativas se indican con letras diferentes. Las letras (a,b,c,d)
se usaron para comparar proantocianidinas. Las letras (a,f,y,0,€) se usaron para comparar la polimerizacion entre dias.

Dias  (-) Epicatequina (+) Catequina (-) Epigalocatequina

En la Tabla 1 se muestran los resultados obtenidos mediante el indice DMACH,
donde se estima el aumento del grado de polimerizacién de las proantocianidinas.
Dado que el reactivo DMACH reacciona con los extremos de los flavanoles o de los
polimeros de flavanoles, este indice ird decreciendo a medida que aumenta la
polimerizacion. Después del cuarto dia de experimentacion comenzaron a aparecer
tonalidades amarillas y precipitado en las soluciones de ECG. Por tanto, al cuarto dia
se finalizo el experimento.
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Como se puede comprobar, en todos los casos el indice DMACH disminuye a
medida que pasan los dias y se va incorporando mas etanal a la mezcla de reaccion.
El anélisis estadistico de los resultados confirma que en todos los casos hay un
incremento significativo del grado de polimerizacion a lo largo del tiempo. El
incremento de los valores diarios de polimerizacion se correlaciona
significativamente (p<0,05) con el incremento de la astringencia en cada una de las
proantocianidinas estudiadas.

La Tabla 2 muestra los resultados de astringencia obtenidos utilizando la
ovoalbumina como proteina precipitante, expresados como g/L. de 4cido tanico. En
todos los casos se observa un claro incremento de la astringencia a medida que
transcurren los dias. Dado que de forma simultanea el indice DMACH de todas las
muestras disminuye, se puede afirmar que la astringencia se incrementa al aumentar
el grado de polimerizacion de las proantocianidinas. Esta afirmacion puede
corroborarse mediante andlisis estadistico ya que existe un alto grado de correlacion
(p<0,05) entre el aumento de la astringencia y la disminucion del indice DMACH.
Estos resultados coinciden con los obtenidos por otros autores utilizando otras
metodologias (Kallithraka y col., 1997, 2000; Vidal y col., 2003).

Al comparar la evolucion de la astringencia de las muestras correspondientes a los
diferentes mondémeros, se observan comportamientos distintos. En el caso de los dos
monomeros mas abundantes en la uva y el vino, la catequina y la epicatequina, se
observan que los polimeros de esta ultima presentan niveles de astringencia
ligeramente superiores. Por su parte, los polimeros de ECG son claramente maés
astringentes, mientras que los de EGC parecen serlo algo menos.

Tabla 2. Astringencia expresada como g/L de 4cido ténico empleando la
ovoalbumina como agente precipitante.

(-) Epicatequina

Dias (-) Epicatequina galato

(+) Catequina (-) Epigalocatequina

0  0,069+0,008a 0,059+0,004a 0,066=+0,003a 0,055 + 0,006 a
1 0,088+ 0,015a 0,067+0,013a 0,084+ 0,001 b 0,092 + 0,005 b
2 0,118+0,0035 0,087+0,010a 0,146+0,002 ¢ 0,124 +£0,010 ¢
3 0,294+0,006c 0,250+0,0035 0,355+0,029d 0,152 + 0,005 d
4  0316+£0,0134d 0,297+0,009 ¢ 0,444 +0,046 ¢ 0,218 £ 0,003 e

Todos los datos estan expresados como la media aritmética + la desviacion Standard de tres repeticiones. Analisis
estadistico de ANOVA un solo factor y Scheffe (ambos para p=0,005). Las letras cursivas (a,b,c,d,e) se han
utilizado para comparar la evolucion de la polimerizacion en el tiempo.

La bibliografia describe que a igual concentracion de proantocianidina la
astringencia aumenta con el incremento del grado de polimerizacion hasta que los
polimeros precipitan (Sarni-Manchado y col., 1999; Brossaud y col., 2001; Vidal y
col., 2003). Las interacciones entre las proteinas y los polifenoles son mucho mas
fuertes a medida que el polifenol sea mayor y de estructura mas compleja (Baxter y
col., 1997).

La explicacion a la diferencia de comportamiento de la evolucion de la astringencia
de los diferentes mondmeros de proantocianidinas viene condicionada por la afinidad
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de estos y sus respectivos polimeros con las proteinas, dependiendo del numero de
sitios para interaccionar presentes en la molécula y de su estructura. La presencia de
anillos aromaticos y grupos hidroxilos en una molécula de proantocianidina permite
establecer uniones con la proteina, que dan lugar a la formacion de complejos y a la
precipitacion. La formacion de estos complejos aumenta con el grado de
polimerizacién y el nimero de unidades galoiladas (Monagas y col., 2005).

En el caso de la E y la C que estan ortohidroxiladas en los C-3 y C-4 del anillo B, a
pesar de tener la misma masa molecular, existe una diferencia en la conformacion
(las soluciones de E presentan el anillo B en posicion ecuatorial y las soluciones de C
en posicion axial) que posibilita que la E posea mas afinidad con las proteinas que la
C a igual concentracion. Probablemente, debido a los impedimentos estéricos en la
molécula de C se reduce la capacidad de unidon por puentes hidrogenos comparado
con la E (Kallithraka y col., 1997). Los resultados de astringencia que observamos en
la E y C, asi como en los polimeros obtenidos a partir de las mismas, estan de
acuerdo con este razonamiento y se corresponden con los obtenidos en estudios
anteriores en soluciones sintéticas, agua y adicion de flavanoles en vinos (Thorngate
y Noble, 1995; Kallitraka y col., 1997, 2000).

La ECG es una molécula de epicatequina con el C-3 esterificado por acido gélico (Su
y Singlenton, 1969). La presencia de unidades galoiladas incrementa los sitios de
unioén con las proteinas y por tanto la astringencia (Ricardo da Silva y col., 1991;
Cheynier y col., 1997, Vidal y col., 2003). Nuestros resultados corroboran este
efecto. Se plantea que los anillos pirrolidinicos de la prolina de las PRPs, que
poseen estructura plana y rigida, son potenciales sitios de union con los anillos
aromaticos del polifenol, mediante interacciones de tipo hidrofobico (Jobstl y col.,
2004).

La EGC presenta un tercer grupo hidroxilo en el C-5 (Whalley, 1962). Este tercer
grupo hidroxilo permite que las uniones a las proteinas de la saliva sean algo mas
fuertes que en el caso de los mondémeros de E y C (Kallitraka y col., 2000). En
resultados obtenidos por Vidal y colaboradores (2003), mediante analisis sensorial,
se aprecian variaciones en el descriptor “rugosidad en boca” ante la EGC. Nuestros
resultados no indican que los polimeros de EGC presenten una mayor astringencia
que los de E y/o C, sino que por el contrario parecen mostrar una menor afinidad
hacia las proteinas.

Teniendo en cuenta las diferencias estructurales que encontramos en las
proantocianidinas y su diferente afinidad por las proteinas, realizamos el ensayo de la
astringencia utilizando saliva entera como agente precipitante. Previamente, se
realizd6 una recta patréon de concentraciones crecientes de acido tanico y
concentraciones crecientes de saliva entera, partiendo de concentraciones similares a
las de ovoalbumina utilizadas en la metodologia de determinacidén de astringencia.
Los resultados referentes a la recta patron se encuentran el apartado I de este
capitulo.

La Tabla 3 muestra los valores de astringencia expresados como g/L. de acido tanico,

utilizando saliva entera como proteina precipitante. El comportamiento de la
astringencia es similar a los resultados obtenidos utilizando ovoalbumina y acorde
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con los resultados descritos en la bibliografia para cada proantocianidina, como se ha

comentado en parrafos anteriores.

Tabla 3. Astringencia expresada como g/L de 4cido tanico empleando la saliva como

agente precipitante.

(-) Epicatequina

Dias (-) Epicatequina  (+) Catequina salato (-) Epigalocatequina
0 0213+0,030a 0,156+0,022a 0,538 + 0,008 a 0,207 +£0,010 a
1 0266+0,029a 0,167+£0,010a 0,567 +0,003 b 0,320 £ 0,007 b
2 0320+0,017a 0,242+0,000b 0,657 +0,001 ¢ 0,356 0,002 ¢
3 0492+0,0135 0,390+0,018¢ 0,897 +0,007 d 0,412+0,001 d
4 0,582+0,010c 0,507+0,0054 1,101 £0,013 ¢ 0,438 +0,017 ¢

Todos los datos estan expresados como la media aritmética + la desviacion Standard de tres repeticiones. Analisis
estadistico de ANOVA un solo factor y Scheffe (ambos para p=0,005). Las letras cursivas (a,b,c,d,e) se han
utilizado para comparar la evolucion de la polimerizacion en el tiempo.

Los mayores valores de astringencia se aprecian en las soluciones de ECG,
mostrandose un incremento de la astringencia mas lento en las soluciones de E y C.
En todos los casos se correlaciona significativamente (p<0,05) el incremento de la
astringencia con el incremento de la polimerizacion. Sin embargo, estos resultados
expresan valores de astringencia mayores a los obtenidos cuando utilizamos la
ovoalbumina como agente precipitante.

La Figura 1 muestra las correlaciones entre los valores de astringencia obtenidos
utilizando la ovoalbiimina y la saliva entera. Los coeficientes de correlacion de las
cuatro proantocianidinas nos indican que existe una relacion lineal en las variaciones
de la astringencia calculada a partir de la ovoalbtimina, con la calculada a partir de la
saliva entera. En todos los casos este comportamiento muestra correlaciones
significativas (p<0,05).

Entre las posibles explicaciones de que, a partir de la precipitacion usando
ovoalbumina, se obtengan valores inferiores de astringencia que usando saliva,
pueden estar la ya mencionada diferencia estructural de las proantocianidinas usadas
en el experimento, que conlleva a diferentes afinidades en las uniones
proantocianidina-proteinas. Por otra parte, la conformacion globular de la
ovoalbumina difiere mucho de la conformaciéon abierta de las proteinas ricas en
prolinas (PRPs) presentes en la saliva, las cuales tienen muy alta afinidad por las
proantocianidinas (Hagerman y Butler, 1981; Asquish y Butler, 1985). En este
sentido trabajos de Freitas y colaboradores (2001) plantean que los compuestos
fenolicos de muy bajo peso molecular son poco efectivos interaccionando con
proteinas globulares, asegurando que los polifenoles han de presentar “tamafio
suficiente y adecuado” para ser capaces de unirse simultineamente a diferentes sitios
de la misma proteina, actuando como ligandos polidentados. Por ultimo, hemos de
tener en cuenta que la concentracion equivalente de ovoalbumina/ saliva entera,
significa que hay una concentracién de mezcla de proteinas salivales equivalente a la
concentracion de ovoalbimina y no todas las proteinas salivales interaccionan por
igual con las proantocianidinas.
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Figura 1. Gréfico y resultados de correlacion entre los niveles de astringencia
encontrados usando saliva y ovoalbumina como agentes precipitantes. (Correlacion

significativa p<0,05)
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Entre las proteinas, de la saliva la familia de las PRPs son las mas efectivas al
reaccionar con las proantocianidinas y de ellas, las PRP basicas son las mas
reactivas. Las a-amilasas también tienen la capacidad de precipitar proantocianidinas
y son menos efectivas pero mas selectivas que las PRPs. También las histatinas son
proteinas con capacidad de precipitar proantocianidinas pero, cuando la saliva es
recolectada mediante estimulacioén, como es el caso de este experimento, prevalecen
las PRPs sintetizadas en las glandulas parétidas (Lu y Bennick, 1998).

Los resultados del ultimo punto de la determinacién de astringencia obtenidos
utilizando saliva entera se procesaron usando SDS-PAGE, lo cual nos permite
observar en la Figura 2 el comportamiento de las diferentes proteinas de la saliva
frente a los diferentes grados de polimerizacion y composicion monomérica de las
proantocianidinas estudiadas. La tabla 4 muestra las cantidades de proteinas en cada
caso.

Tabla 4. Cantidades de proteinas encontradas en los geles de SDS PAGE de los
sobrenadantes después de la reaccion de saliva entera (ST) con (-) Epigalocatequina (EGC),
(-) Epicatequina galato (ECG), (+) Catequina(C) and (-) Epicatequina (E) en los dias 0,2’y
4" de polimerizacion.

Epicatequina Saliva (ST) Dia 0 Dia 2 Dia 4
mucina/lactoferrina (png) * 1,94 1,95 1,31 0
o -amilasas y gPRPb (ng) 13,3 13,01 7,95 3,31

bPRP (ng) ° 2,96 2,81 1,58 0

aPRP (pg) * 3,48 3,06 2,22 0

bPRP IB1-IB9 (ng) * 3,31 2,68 1,74 0
Total (ug) “ 25 23,51 14,8 3,31
Catequina Saliva Dia 0 Dia2 Dia 4
mucina/lactoferrina (ug) ' 1,94 1,8 1,7 0,56
a -amilasas y gPRPb (pg) ® 13,3 13,12 8,33 3,25
bPRP (ug) 2,96 2,92 1,88 0,45
aPRP (pg) * 3,48 3,22 2,22 0,55
bPRP IB1-IB9 (ng) 3,31 3,01 1,94 0,52
Total (ng) 25 24,07 16,07 5,33
Epicatequin Galato Saliva Dia 0 Dia2 Dia 4
mucina/lactoferrina (ng) 1,94 1,77 0,43 0
o -amilasas y gPRPb (ng) 13,3 11,81 7,22 1,77
bPRP (ug) * 2,96 2,9 2,09 0
aPRP (ug) 3,48 2,57 1,64 0
bPRP IB1-IB9 (ug) * ' ® 3,31 2,97 1,67 0
Total (ng) 25 22,02 13,05 1,77
Epigalocatequina Saliva Dia 0 Dia 2 Dia 4
mucina/lactoferrina (ng) 1,94 1,82 1,23 0
o -amilasas y gPRPb (ug) '° 13,3 12,83 7,32 3
bPRP (ug) '° 2,96 2,89 1,66 0
aPRP (ng) 3,48 2,97 2,00 0
bPRP IBI-IBY (ug) '*° 3,31 2,86 1,54 0
Total (ug) '°® 25 23,38 13,75 3

Los simbolos indican correlacion significativa para (p<0,05) entre las proteinas de la saliva por
SDS-Page y los parametros de ( * ) Astringencia usando saliva como agente precipitante, (')
Astringencia usando ovoalbiimina como agente precipitante y (®)Indice DMACH).

En el dia 0 de experimentacion se visualizan todos los grupos de proteinas de la
saliva con muy pocas diferencias entre la saliva sola y los sobrenadantes de las
reacciones de la saliva con las diferentes proantocianidinas. En el dia 2 de
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experimentacion se observa que el sobrenadante de la reaccion de saliva con ECG es
el que presenta menos cantidad de proteina disminuyendo todas las proteinas en
general, especialmente las PRPs basicas tanto de bajo como de alto peso molecular.
Los sobrenadantes de las reacciones de saliva con E, C, y EGC no presentan grandes
diferencias entre ellas. En el dia 4 de experimentacion no se visualizan la
mucina/lactoferrina, y apenas las PRPs bésicas y dacidas en ninguno de los
sobrenadanates y solo se aprecian las bandas que pertenecen a las a-amilasas y PRPs
glicosiladas excepto en el caso de los sobrenadnates de saliva con C, que se
visualizan bandas de muy baja densidad en el gel.

Estos resultados de SDS-PAGE se corresponden con los descritos recientemente por
Gambutti y colaboradores (2006) en sobrenadantes de reacciones de saliva con
extractos de taninos de semillas y pieles de uva de la variedad Aglianico. Las bandas
de los sobrenadantes de reaccion de saliva con taninos de semilla son apenas
visibles, diferencidndose las correspondientes a las a-amilasas y PRPS glicosiladas.
Recordemos que las proantocianidinas de las semillas estdin compuestos por E, C, y
ECG y polimeros de los mismos. Mientras que las proantocianidinas de las pieles
tienen muy poca cantidad ECG y poseen EGC junto a E y C, lo cual se corresponde
con una mayor densidad en las bandas visualizadas en el gel, especialmente las a-
amilasas y PRPs glicosiladas.

Otros resultados experimentales, mediante nefelometria, muestran que la cantidad de
PRPs necesaria para precipitar proantocianidinas es menor que las cantidades
requeridas de a-amilasa 6 BSA. Del mismo modo, es posible detectar turbidez
utilizando PRPs ante la presencia de mondémeros de proantocianidinas, mientras la o-
amilasa y la BSA requieren de dimeros y trimeros de proantocianidinas, en este caso
se describen niveles de turbidez menores ante la BSA que la o-amilasa; ante
proantocianidinas de igual estructura y concentracion (de Freitas y col., 2001).

Lu y Bennick en 1998 utilizaron electroforesis en gel para estudiar las uniones
taninos condensados-proteinas, concluyendo que estds uniones son mucho mayores
para las PRPs basicas (IB1-IB9) que para la gelatina, PRPs glicosiladas y PRP 4cidas
en orden decreciente.

En este sentido Sarni-Manchado y colaboradores (1999), usando SDS-PAGE,
destacan que el total de proteinas de la saliva decrece al mismo tiempo que aumenta
la concentracion de proantocianidinas en el medio. Sin embargo, muy poca
concentracion de proantocianidina es necesaria para precipitar PRPs basicas de bajo
peso molecular (IB1-IB9); mientras las a-amilasa y las PRPs glicosiladas (desde
57kDa hasta 67kDa) se unen a las proantocianidinas y precipitan de modo gradual.
Las interacciones de las proteinas de la saliva con las proantocianidinas estan en
funcion del tamafio, conformacion y cargas de las moléculas de proteinas. Asi, la
gran afinidad de las PRPs basicas por los taninos estd dada por su conformacion
abierta que permite las interacciones hidrofébicas y los puentes hidrogenos, mientras
las PRPs glicosiladas tienen mayor tamafo y aztcares que dificulta la union a las
proantocianidinas, formandose complejos solubles que precipitan solo si existe gran
concentracion de proantocianidinas. Por su parte, las PRPs &cidas se describen con
tendencia a reaccionar en menor proporciéon con las proantocianidinas (Bacon y
Rhodes, 2000). No obstante, Yan y Bennick (1995) demostraron que existe relacion
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entre las PRPs acidas y el acido tanico, pues al incubar acido tanico con a-amilasas,
la presencia de PRPs acidas inhibia la pérdida de la actividad a-amilasa.

Mateus y colaboradores (2004), en estudios de adicién de proantocianidinas a vinos
de Oporto, concluyen que las a-amilasa son proteinas muy selectivas y utiles para
distinguir la reactividad de los polifenoles. Estas proteinas manifiestan un incremento
de la turbidez al reaccionar con los taninos, que se corresponde con los niveles de
proantocianidina anadida.

En general, los resultados de este experimento concuerdan con los descritos por
otros investigadores. Los datos obtenidos mediante la técnica de determinacion de
astringencia puesta a punto por nuestro grupo de trabajo siguen la misma tendencia
que los resultados obtenidos con saliva total y mediante electroforesis.

Conclusiones

1.

La adicion de etanal a las soluciones de los diferentes mondmeros de
flavanol origina la disminucion del indice DMACH, lo que indicaria un
aumento paulatino de su grado de polimerizacion.

La aplicacion de la metodologia de determinacion de astringencia a lo largo
del proceso de polimerizacion, inducida mediante la adicion de etanal a los
diferentes monomeros, permite confirmar que la astringencia aumenta a
medida que crece el grado de polimerizacion y ante la presencia de Galato de
Epicatequina.

La utilizacion de las proteinas de la saliva como agente precipitante da lugar a
valores de astringencia superiores a los obtenidos con ovoalbumina. No
obstante, existe una estrecha correlacion entre los valores obtenidos con
saliva total con respecto a los obtenidos con ovoalbumina. Este tltimo dato
confirmaria la validez del método para la determinacion de astringencia
utilizando ovoalbiimina.

Del conjunto de proteinas presentes en los extractos de saliva, las mas
reactivas frente a los polimeros de proantocianidinas son las PRP basicas de
bajo peso molecular (14-22 kDa), seguidas de las PRP bésicas de alto peso
molecular (37-43 kDa). Después se sitian las proteinas pertenecientes a la
banda de las a-amilasas y PRP basicas glicosiladas, seguidas de la mucina/
lactoferrina. En el caso de los polimeros de epicatequina galato las PRP
acidas muestran una mayor reactividad.
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ABSTRACT

This paper studies the influence of ripening stage and maceration time (1-23 days) on
the contribution of each cluster grape components to phenolic composition and
astringency in wine simulated macerations. In general terms, proanthocyanidin
extraction from skins, stems and especially from seeds increased with maceration
time. The ripening stage also had a major influence on tannin extraction and
astringency. The tannin contribution from skins and stems increased with ripening
but the contribution from the seeds decreased. The contribution to astringency from
all cluster components was clearly higher when the grapes were unripened. The mean
degree of polymerization of the tannins from skin and seed components was
unaffected by ripening and maceration length.

KEYWORDS: Wine, Astringency, Proanthocyanidin, Maceration, Ripening

INTRODUCTION

The composition of phenolic compounds in red wine is one of the main determinants
of its quality. Some sensory attributes such as color, body and astringency are
directly associated with the composition of anthocyanins and proanthocyanidins [1,
2,3, 4].

Anthocyanins are only present in grape skins whereas proanthocyanidins, also known
as condensed tannins, are present in skins, seeds and stems [5, 6, 7, 8, 9]. The nature
of proanthocyanidins depends strongly on their origin. Seed proanthocyanidins are
made up of (+)-catechin, (-)-epicatechin and (-)-epicatechin-3-gallate [10, 11],
whereas skin proanthocyanidins also contain (-)-epigallocatechin and a much lower
proportion of (-)-epicatechin-3-gallate [12, 13]. Stem proanthocyanidins are made up

139



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CONTRIBUCION AL ESTUDIO DE LOS FACTORES QUE AFECTAN LA ASTRINGENCIA DEL VINO TINTO.
Maria del Carmen Llaudy Fernandez

ISBN:

978-84-690-7596-8 / DL: T.1384-2007

Capitulo III. Influencia de la madurez y a maceracion ...

of the four monomers: (+)-catechin, (-)-epicatechin, (-)-epicatechin-3-gallate and (-)-
epigallocatechin [14, 15].

It has been reported that seed proanthocyanidins present a lower mean degree of
polymerization (mDP) than skin proanthocyanidins [14, 16]. According to Souquet et
al., 2000 [14] the mDP of stem proanthocyanidins is similar that of seed
proanthocyanidins. Other authors, however, have found that it is higher [15] and
some have found that it is even higher than that of skin proanthocyanidins [17].

Molecular size, and especially the monomeric composition of the proanthocyanidins,
greatly influence on the sensation of astringency: the greater the degree of
polymerisation and the greater the percentage of galloylation, the greater the
sensation of astringency [18, 19, 20].

It is generally considered that ripeness strongly influences the phenolic composition
of red wines [21, 22]. It has been reported, for example, that not-well-ripen grapes
have a lower extractability of anthocyanins and proanthocyanidins from skins and a
higher extractability of proanthocyanidins from seeds [23, 24]. For this reason, it is
generally considered that not-well-ripen grapes may produce more astringent wines
because their seeds can release a higher amount of proanthocyanidins, which are very
galloylated [25]. It has been also reported that stems can release highly astringent,
herbaceous and bitter proanthocyanidins [26, 27]. For this reason grapes are usually
destemed in red winemaking. In addition to those described above, the arguments for
removing the stems are that their presence reduces the alcohol content and color, and
take up valuable space in the vat.

However, in the production of some wines from certain regions, such as Cote du
Rhone or Bordeaux, partial or whole stems are already retained [28, 29]. The main
reason for this is undoubtedly tradition. Some winemakers argue, however, that the
presence of stems may occasionally have some positive effects [17, 30, 31].
Retaining stems produces wines with a higher concentration of proanthocyanidins
which help to stabilize the color and improve the body of the wine. Evidently, stems
directly release a non-negligible amount of proanthocyanidins [32, 33] and favor
extraction from skins and seeds because they make the cap less compact [30].

Numerous studies have investigated the changes in proanthocyanidin and
anthocyanin composition during berry development in relation to agroecological
factors such as climate, cultivars, irrigation and soil conditions, [21, 34, 35, 36, 37].
Other studies have focused on the extraction of anthocyanins and proanthocyanidins
from the point of view of maceration time [38, 39, 40, 41] and others, on the changes
of proanthocyanidins during maturation [11, 25, 33, 42, 43, 44 45]. However, the
influence of ripening stage on the extractability of these compounds has hardly ever
been described. To our knowledge, only our previous study [24] has done so.

The aim of this paper is to study how the maceration time affects color, phenolic
compounds composition and astringency at several grape ripening stages and
analyze the contribution of the various components of the grape cluster: skins, seeds
and stems.
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MATERIALS AND METHODS
Materials and Samples

Epicatechin, ovoalbumin and p-dimethylaminocinnamaldehyde (DMACH) were
purchased from Sigma. The other chemicals were of high purity (Panreac)

Grapes

This study was carried out with the V. Vinifera cv Cabernet sauvignon, from
Gratallops, D.O. Priorato, during August and September 2005. Roughly two
thousand grapes were randomly collected on August 1, August 29, and September
19, corresponding to 1, 5 and 8 weeks after veraison respectively. To obtain random
samples, and avoid picking grapes from the same vine at the different sampling
times, every third vine in the vineyard was marked. The first sample was collected
only from the marked vines. The second sample was collected from the vine
immediately next to the marked vine. The third sample was collected from the
remaining vines. Grapes were also randomly selected within the vine to ensure a
homogeneous distribution between grapes that had been exposed more or less to
sunshine. Three grapes were collected from each bunch and randomly sampled: one
was taken from the top, one from the bottom, and one from the middle of the cluster.
Special care was taken to obtain an even distribution among berries from inside and
outside the bunch. The weight of 100 berries, the sugar content, the titratable acidity,
and the pH were determined in triplicate using the analytical methods recommended
by the OIV [46].

Simultaneously, at each ripening stage, 60 clusters were picked to determine the
cluster and stem weights and the number of grapes per cluster. The clusters from the
first ripening stage were randomly chosen from the marked vines. The clusters from
the second ripening stage were randomly collected from the vines immediately next
to the marked vines. Finally, the clusters from the third ripening stage were randomly
collected from the remaining vines.

Maceration Conditions

Twenty-four groups of 100 randomly selected berries were used for each ripening
stage. Skins and seeds were manually separated from the pulp and placed separately
in flasks. To reproduce identical maceration conditions to those of skins and seeds,
the proportional weight of stems corresponding to 100 grapes, were also placed in
flasks containing 100 ml of different synthetic solutions.

All synthetic solutions contained 4 gL' of tartaric acid and were adjusted with
sodium hydroxide to pH 3.5. In function of the selected maceration time, the
following alcoholic concentrations were used: day 1 (0 %), day 2 (2 %), day 3 (4 %),
day 4 (8 %), days 8 to 23 (13 %) to reproduce the evolution of alcoholic
fermentation. In all cases, potassium metabisulfite (80 mg.L™") was added to protect
phenolic compounds against oxidation and to reproduce real winemaking conditions.
Sodium fluoride (IgL"') was also added to inhibit the development of

141



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CONTRIBUCION AL ESTUDIO DE LOS FACTORES QUE AFECTAN LA ASTRINGENCIA DEL VINO TINTO.
Maria del Carmen Llaudy Fernandez

ISBN:

978-84-690-7596-8 / DL: T.1384-2007

Capitulo III. Influencia de la madurez y a maceracion ...

microorganisms. All flasks were hermetically closed, protected from oxidation with
carbon dioxide and kept at 28 °C in darkness throughout the experiment. Maceration
samples were extracted, centrifuged and used for analytical determinations.

Methods
Anthocyanin analysis

Total anthocyanins were determined using the method described by Niketic-Alksic
and Hrazdina [47].

Total phenolic compounds (IPT)

The contents of phenolic compounds were determined by measuring the absorbance
at 280 nm.

Proanthocyanidins

Total PA (g.L™") were estimated according to Ribéreau-Gayon and Stonestreet, 1966
[48].

Mean Degree of polymerization of proanthocyanidins (mDP)

Epicatechin solutions (0.0 to 5.0 g.L™") were prepared using a synthetic solution with
12.5% ethanol content. All samples and epicatechin standard solutions were used
for DMACH index estimation measured according to Nagel and Glories, 1991[49].
The p-Dimethylaminoacinamaldehyde react with the extremes/ends of the flavanol
polymers giving adducts that show maximum absorption at 640 nm. The DMACH
index obtained for the epicatechin concentration equivalent to the proanthocyanidin
of a sample divided by its real DMACH index can then provide an idea of the mean
degree of polymerization of proanthocyanidins [50].

Astringency

Astringency was estimated using ovoalbumin as a precipitation agent and tannic acid
solutions as standards in accordance with the previously described method [51].

Statistics
All the data are expressed as the arithmetic average (standard deviation of three
replicates). One- and two-factor ANOVA and Scheffe’s test were carried out with
SPSS software.

RESULTS AND DISCUSSION
Table 1 shows the physical and chemical parameters of grapes throughout the
ripening process. The weight of 100 berries, clusters and stems, the sugar content,

titratable acidity and pH showed the usual behaviour during ripening and confirmed
that the degrees of ripeness of the samples selected were significantly different.
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Figure 1 shows the influence of maceration time on anthocyanin concentration at
different ripening stages. At all stages, the anthocyanin concentration increased
during the first 3-4 days of maceration and then stabilized. These data are in
agreement with those of other studies [38, 41] and confirm the already described
influence of ripening on anthocyanin extractability [21, 24, 52]: the higher the degree
of maturation, the greater the anthocyanin extraction.

Figure 2 shows how the maceration time of skins, seeds and stems influenced
proanthocyanidin concentration at different ripening stages. Generally, the
concentration of proanthocyanidins from skins, seeds and stems increased with
maceration time in all experimental conditions. However, from skins and stems it
remained stable after 4-5 days of maceration whereas from seeds it continued to
increase beyond this time, especially with the least mature seeds. These data agree
with those of Gonzalez-Manzano et al., 2004 [13] for the behaviour of the seeds and
skins. To our knowledge, there are no data in the bibliography on the synthetic
solution of stem proanthocyanidins. Spranger et al., 2004 [53] found the highest
levels of proanthocyanidins at day 7 of maceration in stem-contact winemaking,
which agrees with our results in a synthetic medium.

These results also indicate that ripening has a great strong influence on
proanthocyanidin extraction in all cluster components. Skins and stems generally
release larger amounts of proanthocyanidins when the grapes are more mature,
whereas seeds behave contrary.

Figure 3 shows how the maceration time of skins, seeds and stems influenced the
mDP of the extracted proanthocyanidins at different ripening stages. Our results
indicate that seed extracted proanthocyanidins had an mDP of around 3, skin
extracted proanthocyanidins had an mDP of between 4 and 6, and stem extracted
proanthocyanidins had an mDP of between 4 and 9. Our mDP for seeds and skins
were rather lower than those reported in the literature [14, 16]. Moreover, there is
certain controversy regarding the mDP of stem proanthocyanidins. Souquet et al.,
2000 [14] found that the mDP of stem proanthocyanidins are similar to those of seed
proanthocyanidins. Other authors reported that they are higher than those of seed
proanthocyanidins [15] and even higher than those of skin proanthocyanidins [17],
which is in agreement with our results.

The above studies were conducted using organic dissolvents to extract all the
proanthocyanidins presents in these cluster components, whereas our study was
conducted by simulating winemaking conditions. Organic dissolvents can be useful
for studying how the phenolic compound composition of all cluster components
change throughout the ripening process. However, they are not directly applicable for
studying how these components are extracted during winemaking because they can
overestimate the results [13]. Moreover, applying aggressive methods can extract
proanthocyanidins with a higher degree of polymerisation than are really found in
wine [24].

Some studies have reported that the proanthocyanidin mDP from skins [11], seeds

[25, 54] and stems increases [33, 44] throughout the ripening process. Our results do
not indicate a clear trend in this sense for skins and seeds, and the mDP of stem
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proanthocyanidins decreased slightly. This is probably because our experimental
extraction conditions were less strong than those of the above authors. If the mDP
really does increase during grape maturation, the solubility of the great polymers
must decrease in simulated wine conditions.

On the other hand, the time of maceration did not affect the proanthocyanidin mDP
of all cluster components.

Figure 4 shows how the maceration time influenced astringency at different ripening
stages for all the cluster components. Generally, astringency from skins, seeds and
stems increased with maceration time in all experimental conditions. As happened
with proanthocyanidin extraction, astringency from skins and stems increased during
the first 4-5 days and then remained stable, whereas astringency from seeds
continued to increase beyond this time, especially with the least mature seeds.

Ripening generally had a great influence on astringency from all cluster components:
the greater the degree of maturation, the lower the astringency. This behaviour is
more marked in the case of seeds. In the case of seeds there is a parallelism between
the release of proanthocyanidins and final astringency: The higher the
proanthocyanidin concentration, the higher the astringency. In the case of skins and
stems, however, there is a no direct relation: proanthocyanidin release increases with
maturation, but astringency decreases simultaneously.

A possible explanation for this phenomenon in the case of seeds and stems may be
the changes in proanthocyanidin mDP observed during ripening. As the mDP from
seeds did not change along maturation, astringency only depended on the amount of
proanthocyanidin extracted. These data are in agreement with Kennedy et al., 2000
[42], who also found that the mDP of the extracted seed proanthocyanidins did not
change along maturation. On the other hand, the mDP of stems decreased during
ripening, which made the extraction medium less astringent and even contain a
greater proanthocyanidin concentration.

However, the release of skin proanthocyanidins increases and astringency decreases
along maturation. In this case, the mDP cannot explain this pattern because there are
no clear changes in this parameter during ripening. A possible explanation may be
that skins also contain polysaccharides and anthocyanins that can considerably
modulate the final astringency of the medium [19, 55, 56, 57].

Figure 5 shows how skins and seeds would contribute to proanthocyanidin
concentration and astringency in a hypothetical wine in function of the maturation of
the grape and the maceration length. We have not included stems because grapes are
usually destemed and because they would complicate this figure. This graph clear
synthesizes all the results in this study.

Generally, total proanthocyanidin concentration and astringency decrease when
grapes are riper but increase with maceration time. The increase in proanthocyanidin
concentration that takes place along the maceration is mainly due to both cluster
components. However, skin extraction starts quickly and soon becomes stable while
seed extraction starts later, when ethanol is present in the medium, and extends along
the maceration. This behaviour is also influenced by the degree of ripening. Green
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grapes generally release seed tannins more quickly and skin tannins more slowly
than mature grapes.

We can conclude that a short maceration produces wines with a moderate
concentration of tannins, which will mainly be from skins. On the other hand, a long
maceration produces wines with a high concentration of tannins, a large percentage
of which comes from the seeds. As the degree of maturation affects the astringency
of tannins from skins, and especially from seeds, it must be taken into account when
choosing maceration length.

When grapes are well ripened, therefore, the length of the maceration depends on the
style of wine we wish to produce: a short maceration for fruity wines to be consumed
quickly, and a long maceration for full-bodied and tannic wines to be aged in oak
barrels. However, when grapes are not well ripened, a long maceration is not suitable
because, due to an excess of seed tannin extraction, it can produce wines that are too
astringent. Also, the presence of stems increases wine astringency especially when
the grapes are not well ripened.
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Table 1. Evolution of Grape Parameters throughout Ripening.

Stage of Ripening ( Weeks after veraison)

1 5 8

Weight of 100 berries (g) 80.77+5.01 A 101.60+11.40 B 109.42+10.73 B
Weight of clusters (g) 128.70 £ 639 A  16842+19.18 B 179.20+2.81 B
Weight of stems (g) 8.13£2.01 A 1036 £4.42 A 9.10£1.81 A
Berries on cluster 151.6 £239 A 141.5+ 10.8A 146.8 £ 15.0 A
Sugar Content (g.L™") 156.6+1.8 A 239.7 +19B 268.6+8.6 C
Sugar Content (Brix) 15602 A 239+028B 26.7+£09C
gzt)ential alcohol value 92+0.1 A 14.1+0.1B 158+0.5C
Titrable acidity (g.L")* 6.52+£0.40 A 575+0.23B 4.88 +0.60 C
pH 2.85+0.09 A 3.15+0.01 B 326+0.16 B

* Titrable acidities are expressed as tartaric acid. All data are expressed as the average values of
three replicates + standard deviation. Statistical analysis: one factor ANOVA and Scheffe’s test
(both. p=0.05). Different letters indicate statistical differences.

Figure. 1. Influence of maceration time on anthocyanin concentration at
different ripening stages.
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All data are expressed as the average values of three replicates + standard
deviation. 1 weeks (—=—), 5 weeks (—¢—) and 8 weeks (—0—) after veraison.
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Figure. 2. Influence of maceration time on Proanthocyanidin
concentration at different ripening stages.
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All data are expressed as the average values of three replicates + standard
deviation. 1 weeks (—=—), 5 weeks (—9—) and 8 weeks (—O—) after veraison.
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Figure. 3. Influence of maceration time on the mDP of proanthocyanidins at
different ripening stages.
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All data are expressed as the average values of three replicates = standard
deviation. 1 weeks (—=—), 5 weeks (—¢—) and 8 weeks (—0—) after veraison.
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Figure. 4. Influence of maceration time on astringency at different
ripening stages.
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All data are expressed as the average values of three replicates + standard
deviation. 1 weeks (——), 5 weeks (—¢—) and 8 weeks (—O—) after veraison.
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Figure 5: Relation between the astringency levels with proanthocyanidin
concentrations from skins and seeds at different ripening stages and maceration
lengths
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All data are expressed as the average values of three replicates + standard deviation.
Numbers on the graphics indicate the percentage of proanthocyanidins from seeds in

an hypothetical red wine.
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Influence of Micro-Oxygenation Treatment before Oak Aging on
Phenolic Compounds Composition, Astringency, and Color of
Red Wine

MaRiA DEL CARMEN LLAUDY,” ROSER CANALS | SUSANA GONZALEZ-MANZANO.®
JoAN MIQUEL CANALS," CELESTINO SANTOS-BUELGA.® AND
FERNANDO ZAMORA*

Departament de Biogquimica 1 Biotecnologia. Facultat d’Enoclogia de Tarragona (CeRTA).
Universitat Rovira i Virgili, Campus de Sescelades, C/ Marcel i Domingo s/n,
43007-Tarragona, Spain. and Laboratorio de Nutricidn y Bromatologia, Facultad de Farmacia,
Universidad de Salamanca, Campus Miguel de Unamuno s/n, 37007-Salamanca. Spain

Micro-oxygenation is usually applied to red wines as a cheaper alternative to oak aging. It has been
suggested, however, that micro-oxygenation can also be used to complement oak aging in order to
improve the quality of very astringent and herbaceous red wines. In this paper we study how applying
the micro-oxygenation technigue before oak aging affects the composition and quality of astringent
red wines. When this technique is applied prior to oak aging, the wines have a slightly less intense
red color and significantly higher levels of combined and free anthocyanins and ethyl-bridged
anthocyanin—flavanol pigments. On the other hand, no differences in other newly formed pigments
are found. Applying micro-oxygenation before oak aging does not affect the total proanthocyanidin
concentration, but it produces wines with a slightly (though significantly) higher mean degree of
proanthocyanidin polymerization and a drastically lower astringency. These wines also present a

clearer impact of wood aromas.

KEYWORDS: Wine; phenolic compounds; micro-oxygenation; oak aging

INTRODUCTION

High-quality red wines are traditionally stored for a long time
in oak barrels to improve their sensorial attributes. Clearly, wood
provides many substances that enhance the intensity and
complexity of wine flavor (/). However, oak aging also leads
to color stabilization, lower astringency, and the disappearance
of excess vegetative notes. These latter transformations seem
to be associated with small quantities of oxygen that penetrate
the porosity of the wood, the mnterstices between staves, and
the bunghole (2).

The dissolved oxvgen leads to the formation of ethanal from
ethanol. The ethanal can in turn react with flavanols to induce
the formation of a very reactive carbocation that quickly reacts
either with another flavanol molecule or with an anthocyanin,
producing ethyl-bridged flavanol—flavanol and flavanol—
anthocyanin oligomers (3). More recently, 1t has been reported
that ethanal also participates in the formation of new pigments
such as vitisin B and other pyranoanthocyanins (4, 5).

According to these data. oak aging should increase both the
proanthocyvamdin degree of polymerization and anthocyanin—
flavanel combinations. Some authors have suggested that these

* To whom comes; nce should be addressed. Phone: 434977558679,
Fax: +34977558686. E-mail: femando zamora(@urv.cat.

T Universitat Rovira i Virgili.

- Universidad de Salamanca.

processes are responsible for the color stabilization and lower
astringency observed during oak aging (3—6). However, 1t has
recently been shown that the compounds formed by ethyl bridges
are unstable (7).

Oak aging is an expensive and laborious process that cannot
be used for all wines. Micro-oxygenation has therefore been
proposed for reproducing, and even accelerating, the transfor-
mations of color and phenolic compounds that take place during
oak aging (8).

The technique mvolves providing a controlled flow of oxygen
to the wine. The amount of oxygen must be sufficient to produce
a high enough ethanal concentration for mducing the polym-
erization and combmation reactions (9. J0). Too great an oxygen
flow may be unsuitable, however, as this can lead to the
oxidation of aromas, the precipitation of high-molecular-weight
polymers, and browning.

The use of micre-oxvgenation to stabilize the color and
decrease the astningency and herbaceous characters of wine has
proved mghly successful (/7). and the technique 15 now used
in wineries around the word as a cheaper alternative to oak
aging. Nevertheless, the micro-oxygenation provides neither the
flavors nor ellagic tannins that it gives the contact with the oak
wood.

Some winemakers also recommend using micro-oxygenation
as a complementary technique to oak aging. Some astringent

10.1021/f052842t CCC: §33.50 © 2006 American Chemical Society
Published on Web 05/13/2006
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Micro-Oxygenation Treatment of Red Wine

and herbaceous wines can retain these negative characteristics
even after a long period of oak aging (/2). In such cases,
applying micro-exygenation before cak aging could help to
reduce these negative sensory attributes (73).

Some publications in the literature have studied the mfluence
of micro-oxygenation on wine color, composition, and sensory
attributes (J0—14). To our knowledge, however. none of these
have studied the application of this technique before oak aging
for the treatment of very astringent wines.

In this paper. therefore, we study how applying a micro-
oxygenation treatment prior to oak aging affects the phenolic
composition, astringency, and color of a very astningent red
wine.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals, HPLC-grade methancl, acetonitiile, and formic acid were
purchased from Merck (Mollet del Vallés. Spain). Epicatechin. oveal-
bumin. tannic acid. and 4-dimethylaminocinnamaldehyde (DMACH)
were purchased from Sigma (Madrid, Spain). The other chemicals were
of high purity and purchased from Panreac (Barcelona, Spain).

Wines. This study was carried out with a very astringent red wine
from the Fitis einifera cv Cabemnet sauvignon from the 2003 crop. The
wine (1500 L) was obtained from the experimental cellar of the Faculty
of Enclogy of the Rovira i Virgili University in Constanti (Tarragona,
Spain). Grapes were harvested when they were not completely ripened.
Winemaking was carried out trying to extract a high proanthocyanidin
concentration in order to obtain a very astringent wine. The length of
the maceration was 21 days. Two “rack and return”™ by day were carried
out during the first 4 days of fermentation. After that. a daily pump
over was done until the end of maceration. Press wine was added to
the mixture to enhance astringency and herbaceous characters.

The analvtical characteristics of the wine at the start of the experiment
were as follows: ethanol content. 12.8%; titratable acidity, 3.2 g of
tartaric acid/L; volatile acidity. 0.52 g of acetic acid/L: pH. 3.74; residual
sugars. 1.96 g/L; sugar free extract, 24.6 g/L; free SO2. 23 mg/L; total
S0;, 60 mg/L.

Oak Barrels. Six new American oak barrels each with a capacity
of 225 L were used. The cooperage (Torné, Villafranca del Penedes,
Spain) guaranteed the maximum homogeneity between casks.

Micro-Oxygenation Equipment. The multiple diffuser micro-
oxygenator (VISIO 2/6-Oenodev, France) was connected to three
stainless steel tanks of 275 L. These tanks were 2.2 m in height, had
a diameter of 0.4 m. and were equipped with a ceramic diffuser placed
at 10 cm above the bottom of the tank. These dimensions were necessary
50 that the oxygen bubbles produced during micro-cxygenation would
have a sufficient height of displacement to guarantee their complete
dissolution.

Experimental Conditions. All wines were kept at a temperature of
16 £ 2 °C. Around 675 L of the wine was distributed in three oak
barrels and stored for 8 months (control wine). The wines were then
racked individually to three 200 L stainless steel tanks and stored for
3 months to make the total time of conservation in both experimental
conditions equal. These experimental conditions (i.e.. first. cak aging
and afterward, stainless steel conservation) were chosen as control
conditions in order to better reproduce the typical procedure of cak
aging in comumercial cellass.

Simultanecusly. 825 L of the same wine was stored in the three
micro-oxygenation tanks (275 L in each tank). These wines (MO wine)
were kept for 3 months with an oxvgen flow of 3 mg/T per month.
The wines were then racked individually to three barrels without any
previous step and stored there for 8 moenths.

Free sulfur dioxide was analyzed every 13 days by the OIV method
(13) and corrected to be kept at 25—30 mg/L (0.29—0.35 mgT of
molecular sulfiur dicxide). After the experiment. sulfur dioxide was
added to maintain free sulfur dioxide concentration at 25 mg/L. The
wines were immediately bottled in 730 mL bottles and closed with 38
mm x 21.5 mm synthetic stoppers (Supreme Corqg. Supreme Corq,
LL; WA). Just before the chemical analyses, the wines were centrifuged
(10 000g; 10 min).
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Color Parameters. The components yellow (A420 nm), red (A520
nm). and bilue (A420 nm) and the celor intensity (CI) were estimated
using the method desecribed by Glogies (16). The CIELAB parameters,
lightness (L*). chroma (C*). and hue (H*) were determined according
to Ayala et al. (7).

Anthocyanin Analysis. Total anthocyaning were determined using
the method described by Niketic-Alksic and Hrazdina (18). Free and
combined anthocyanins were calculated using the PVPP index (16).
The anthocyanin fraction contributing to wine color was calculated using
the {onization index (19). The percentage of coler due to copigmentation
was calculated according to Boulton (20).

HPLC Analyses of Anthocyanins and Derived Pigments. Analyses
were performed in a Hewlett-Packard 1100 series liquid chromatograph.
Separation was achieved ona 5 pm AQUA CI18 1530 mm x 4.6 mm
colomn (Phenomenex. Torrance, CA) thermostated at 35 “C. No
precolumn was used for the HPLC analysis of the pigment profiles.
Even if the chromatogram baselines improve with the use of a
precolumn, some retention of complex pigments may occur. The
solvents used were (A) 0.1% trifluoroacetic acid in water and (B)
HPLC-grade acetonmitrile. The following gradient was established:
izocratic 10% B for 5 min, 10—15% B for 15 min, isocratic 13% B for
Smin, 15—18% B for 3 min, and 18—353% B over 20 min. A flow rate
of 0.5 mL/min was used. Double on-line detection was carried out in
a diode array spectrophotometer (DAS). using 520 nm as the preferred
wavelength, in a mass spectrometer (MS) connected to the HPLC
system via the DAS cell outlet. The mass spectrometer was a Finnigan
LCQ (San Jose, CA) eguipped with an ESI source and an ion trap mass
analyzer, which were controlled by the LCQ navigator software.
Nitrogen was used as both auxiliary and sheath gas at flow rates of 6
and 1.2 L/'min, respectively. The capillary voltage was 4 V, and the
capillaty temperature was 193 °C. Spectra were recorded in positive
ion mode between m/z 150 and 1300. The MS detector was programmed
to perform a series of three consecutive scans: a full scan, a zoom
scan of the most abundant ion in the first scan, and an MS—MS scan
of the most abundant ion. using a normalized cellision energy of 43%.
The compounds were identified from their elution characteristics. UV—
vis spectra, molecular ion, and MS? fragmentation patterns by
comparison with previous data (2I). Pigment guantification was
obtained from the areas of their chromatographic peaks recerded at
320 nm and comparisen with calibration curves obtained with an
external standard of malvidin 3-glucoside (Extrasynthese, Lyon. France).

Other Phenolic Compounds. The contents of phenolic compounds
were determined by measuring the abscrbance at 280 nm (19). Total
proanthocyvanidins were estimated according to Ribéreau-Gayon and
Stonestreet (22). Dimethylaminocinnamaldehyde index (DMACH
index) was measured according to Nagel and Glories (23).

Mean Degree of Polymerization (mDP) and Percent of Mono-
mers. The proanthocyanidin mDP and the percentage of monomers
were measured according to Souquet et al. (24). A volume of 4 mL of
wine was evaperated on Genevae apparatus and then resolubilized in
4 mL of water with 2% acetic acid. A volume of 2 mL of wine was
eluted on SPE cartndges waters tcl8 (300 mg) which were previously
preconditioned with 3 mL of water following with 10 mL of methanol
and then with 10 mI of the first solvent, water— 2% acetic acid. After
rinsing the cartridge with 3 mL of water the components of interest
were eluted with § mL of methanol. This fraction was evaporated. A
volume of 100 uL of 0.1 N HC1 in methancl containing 30 g/L of
phloroglucinol and 10 g/L of ascorbic acid reacted with this fraction
at 30 “°C for 20 min and then was combined with 100 «L of agquecus
sodinm acetate (200 mM).

The proanthocyanidin composition of the wine was determined by
phloroglucinolisis after isolating and calibrating each of the reaction
products.

Phloroglucinol adducts were analyzed by HPLC. The column was a
C18 (Atlantis dc 18 water 4.6 mm x 250 mm; Waters Corporation,
Milford. MA) that exhibited enhanced retention of polar compounds.
The method used a binary gradient with meobile phases containing 2%
formic acid in water (phase A). 1% v/v agueous acetic acid (Phase A),
and 2% formic acid in acetonitrile’water (80/20) (phase B). Eluting
peaks were monitored at 280 nm. The elution conditions were 1.0 mL/
min; 0% B for 5 min. a linear gradient from 0 to 20% B in 35 min.
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The column was then washed with 90% B for 10 min and reeguilibrated
with 0% B for 5 min before the next injection.

The LC—MS analyses in positive mode were performed on the same
column to identify the components of the reaction.

The mDP was calenlated by adding up all the units (lower and upper
uaits) and dividing by the sum of the terminal units in mol The
percentage of each monomer in the polymer was calculated by dividing
each monomer by the all monomers and expressing this as a percentage
(24—26).

Astringency. Astringency was estimated using ovoalbumin as a
precipitation agent and tannic acid solutions as standards in accordance
with the previously described method (27).

Sensory Analysis. All the wines were tasted by a group of 10 expert
enologists from the Rovira 1 Virgili University 6 weeks after bottling.
A previous sensory season has been developed to homogenize the
criteria. Two sensory trials were conducted. The first of these was a
triangular test between the control and the micro-oxygenated wine in
which the tasters were caly asked to recognize the different glass. The
second was a descriptive trial in which each expert evaluated each wine
for 10 sensorial attributes: five olfactory (fruit. green pepper, toasting,
spices, and coffee) and five gustatory (body. mouth feel, persistence.
bitterness, and astringency). on a scale from 1 to 10, The values indicate
the intensity of the sensation for each attribute.

Statistics, For color and chemical analysis. all the data are expressed
as the arithmetic average & the standard deviation from three replicates
for each experimental condition. For the descriptive sensorial analysis,
all the data are expressed as the arithmetic average from the 10 expert
tasters. In thiz case, the standard deviation is not included in order to
avoid excessively complicating the graphs. Statistical comparisons
between values were established with Student’s #-test using Statview
(SAS Institute Inc., Cary, NC, version 4.01). In the triangle test,
statistically significant differences between wines were determined by
considering a p value of less than 0.05 (25).

RESULTS AND DISCUSSION

As we explained above, this work was performed to compare
the application of a micro-oxvzenation treatment before oak
aging with a process that uses oak aging only. The treatment
for the experimental group was clear (3 months 1n stamnless steel
with micro-oxygenation prior to 8 months of cak aging).
However, the treatment for the control group was not so obvious.
If the control wine had spent only 8 months of oak aging, it
would be not comparable with the mucro-oxvgenated wine
because the time of evolution was not the same. Therefore, we
decided to maintam the wine for 3 months in stainless steel
tanks to equalize the time of storage. The scientific logic would
suggest storing the control wine for 3 months m stainless steel
tanks before oak aging to reproduce exactly the conditions of
the micro-oxygenated wine. However, these conditions are
typically not used m wineries. Nowadays. the wine cellars put
the wine in casks as early as possible, even before malolactic
fermentation. The reason for proceeding this way 1z that
winemakers consider this practice to be good to enhance wine
quality. and 1t also allows the producer to obtain a stabilized
and aromatized wine before (/9. 29). For tlus reason, we decide
to first perform oak aging and afterward store the wine in
stainless steel tanks, to better reproduce the typical conditions
of commercial cellars.

Table 1 shows the color parameters of the wine at the
beginning of the experiment and after the application of both
experimental conditions. In general, the changes in color duning
aging were as expected. Both the MO and control wines
presented a lower color mtensity (CI) and a higher hue (H*)
and lnminosity (L*) than their muitial values. However, the
chroma (C*) was almost not modified.

When we compared the color parameters of the wine that
was micro-oxygenated before oak aging (MO wine) with those
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Table 1. Color Parameters?®

initial contral MO

wine wing wing
Ad20 0460 0488+0023b 0465 +0010a
AR20 0925 0847 +0040 b 0791+0023a
AB20 0232 021800110 0177+ 0.006 a
Cl 16.17 1553+ 0.74b 1433+038a
G 5430 53.05+009a 5462+060b
] 37.00 3890+190a 4273£093b
H* 785 1453+017a 16.33+021b

7 Al data are expressed as the average of three replicates + standard deviations
{n=13). Cl, color intensity, C*, chroma; L*, luminosity, H*, hue. Statisfical analysis:
one-factor ANOVA and Scheffe's test (both p = 0.05). Different lefiers indicate
statistical differences.

Table 2. Spectrophotometric Analysis of Anthocyaning and Related
Parameters®

initial control MO

wine wine wine
free anthocyanins {mg/L) 269 130+16a 178+ 16b
combined anthocyanins (mglL} 145 1M+2a 210£10b
total anthocyanins (mgfL) 414 322+13a 389+9b
ionization index (%) 353 517+23a 489+45a
copigmentation index (%) 148 116+18a 6+22a

3 Al data are expressed as the average of three replicates + standard deviations
(n = 13). Statistical analysis; one-factor ANOVA and Scheffe’s test (both p =
0.05). Different letiers indicate statisical differences.

of the wine that was only oak aged (control wine) we found
some statistically significant differences. The values of CT and
the three color components (A420-vellow, A520-red, and AG20-
blue) were significantly lower in the MO wine. On the other
hand. chroma (C*), hue (H*). and especially luminosity (L*)
significantly increased when micro-oxygenation was applied
before oak aging. Micro-oxygenation before oak aging therefore
seems to produce wines with a slightly less intense color and
slightly more evolved to yellowish nuances. Although no
information 1s published about the effect of micro-oxygenating
wines before oak aging. these results agree in general terms
with the observed effect of oxygen on the evolution of wine
color (30, 31).

Table 2 shows the results from the spectrophotometric
analysis of anthocvanins and other related parameters. Total and
free anthocyamins decreased duning the aging period, whereas
the combined anthocyanins increased.

Simultaneously, the contribution of anthocyanins to wine
color {ionization index) increased and the percentage of the color
due to the copigmentation process decreased. Both changes were
probably due to the augmentation of the combination of
anthocvanins with proanthocyvanidins. These results agree with
those published by other authors (79, 20. 32).

Some statistically significant differences were found be-
tween MO and control wines regarding anthocyanins. As
expected, the concentration of combined anthocyanins in MO
wines was significantly higher than in control wines. This
indicates that color 15 more stable i the MO wimnes than
control wines (6). Unexpectedly, however, the MO wine also
had a higher free anthocvanin concentration than the control
wine. These results were confirmed by the HPLC analysis of
anthocyvanins (Table 3).

The total anthocyanin concentrations determuned by HPLC
(33) were much lower than those obtained by spectrophotometry
(19). This could be logical as spectrophotometric analysis 1s
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Table 3. HPLC Analysis of Anthocyanins and Anthocyanin-Derved
Pigments2
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Table 4. Total Phenolic Compounds, Preanthocyaniding, and Related
Parameters?

control MO initial confrol MO

wine wing wine wine wing
anthocyanidin-3-menoglycosides (mg/L) 2868 +404a  6038+771b AZ80 nm 78.0 756+15a TBT+03a
acetylated anthocyanins (mglL) 570+044a 1100+161b proanthocyanidins (g/L) 45] 412+0052 408+0071a
p-coumaroyl anthocyanins (mafL) 417+026a GO0+057b DMACH index 46.7 313+15a 326+14z
total anthocyanins (mgiL) 3iM+473a TT32993b astrngency (g/L) 0707  0596+0024b 0383 +0025a
vitisin A {magiL) 6.74+008a 671+0.17a mDP 453+011a 477 +001b
witisin B (mglL) 206 +007a 190+0.10a {+}-catechin (%) 1594 +024 3 1592 +005a
vinylcatechin—mabviding {mg/L) 414+013a 429+004a (—Fepicatachin (%) 60.19+023a 6042+027a
vinylphenel-malwidine (mgiL) 1570032 159+£0.04 2 (—}epigalocatechin (%) 2117 £015a 21030332
catechin—ethyl-malvidine (mg/L) 429+007a 4540100 (—Fepicatechin gallate (%) 2710132 265+002a

3 Al data are expressed as the average of three replicates + standard deviations
{n = 3). Stafistical analysis: one-factor ANOVA and Scheffe’s test (both p =
0.05). Differant letters indicate statistical differences.

known to overestimate the total anthocyanin concentration
because mn its measurement 1t mncludes the contribution from
other pigments (34), whereas only free anthocyamns are detected
by the HPLC method (33). With the PVPP imndex we can
ndirectly quantify both free anthocyvanins and, by subtraction.
the combined ones (16). In any case, the free anthocyanin values
obtained by tlus method were still higher than those obtained
by HPLC. probably because the different way used to express
the results in each case. which makes them not directly
comparable.

Despite the different values obtained by HPLC and spectro-
photometric methods. the anthocvanin concentrations showed
the same tend. The MO wine had significantly higher levels of
anthocyanidin-3-glycosides and acetylated and p-coumaroyl
anthocyaning than the control wine.

These results are surprising. Micro-oxygenation favors the
combination of anthecyanins and flavanols via the formation
of ethyl bridges (30, 35). A higher combined anthocyanin
concentration in MO wines could be therefore completely
logical. but simultaneously. a lower free anthocyanin concentra-
tion should be expected. A possible explanation for the lugher
free anthocyanin concentration in MO wine may be the
mstability of anthocyanin—ethyl-flavanol compounds, which
may undergo cleavage of the ethyl bridge and allow free
anthocyanins and structural rearrangements (7). Theoretically,
m the first 3 months of aging, the formation of these compounds
m the MO wine must be higher than in the control wines because
of the micro-oxygenation process and the subsequent availability
of acetaldehyde (35—37). In further stages, a degradation of
the ethyl-linked oligomers would take place to again releasing
free anthocyanins.

Table 3 also shows the concentration of the anthocyanin-
denved pigments. No important differences were found between
the composition of the control wime and the MO wine. The levels
of pyranoanthocyvanins such as vitism A, vitisin B, and vinyl-
catechin— and vinylphenol—anthocyanin adducts were almost
wlentical. We should point out that, as pyruvic acid and
vinylphenol (precursors of vitisin A and vinylphenol—antho-
cyanins) are products of the metabolism of microorganisms (38),
we should expect that vitisin A and vinylphenol—anthocyanin
adducts to be present at similar levels m both wines, Microor-
ganisms also produce ethanal, but this compound may also
derive from the oxidation of ethanol. We should therefore expect
that the MO wine have higher levels of ethyl-linked products
and, possibly. vitisin B. The ongin of vinyleatechin—anthocya-
nin adducts is more debatable. It has been suggested that
vinylcatechin can derive either from the reaction between
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3 All data are expressed as the average of thres replicates + standard deviations
(n=3) DMACH, dimethylaminocinnamaldehyde; mOP, mean degree of polym-
grization. Stafistical analysis: one-factor ANOVA and Scheffe's test (both p =
0.05}. Different letters indicate statisical differences.

catechin and acetaldehvde or from the degradation of catechin—
ethvl-anthocyanin adducts (39) and that vinylcatechin later reacts
with the anthocyanin to yield the denved pigment. Higher levels
of this type of pigments would therefore be expected in MO
wines. However, no important differences were found in the
concentrations of vitisin B or vinylcatechin—anthocyanin ad-
ducts in these wines. We should bear 1 nund that both wines
were maintained in new oak barrels for 8 months and that oak
aging also mmplies a certain micro-oxygenation. Also. most of
these anthocyanin-derived pigments are probably produced
during the fermentation process (38). This may be why no major
differences were found between the anthocyanin-derived pig-
ments 1 the MO wine and the control wine.

It has been reported that catechin—ethyl-anthocyamn adducts
are produced during red wine micro-oxvgenation (40). Our
results agree with this, though the differences between the wines
are very slight and just a minor but significant increase of 6%
was detected in the levels of catechin—ethyl-malvidin in the
MO wine with respect to that of the control wine (see Table
3). This small difference could be due to mstability of the ethyl-
bridged compounds and their tendency to increase in size in
the presence of available ethanal (7, 9, 41).

Table 4 shows the results for total phenolic compounds.
proanthocyanidins, and other related measurements. Generally,
proanthocyanidin concentration decreases throughout aging in
both wines. Tlis decrease may be explained by the precipitation
of some of the polymers formed during the aging period (19).
This increase in the degree of polymerization during wine aging
1s supported by the decrease m the DMACH index The
DMACH reacts with the catechin moieties in the proanthocya-
mdin ends, so its reactivity duminishes as the degree of
polymernization increases. As we expected (¢2), the increase in
the degree of polymerization and proanthocyanidin precipitation
throughout aging was accompanied by a decrease i astningency,
measured by chemical analysis. On the other hand. despite the
decrease in proanthocyamdin concentration, the differences in
total phenolic compounds (A280 nm) were only slight. This 1s
probably because of the precipitation of the proanthocyamdins
1s compensated by the dissolution of other phenolic compounds
from the wood of the casks (I, 4, 43).

No statistically significant differences were found between
the proanthocyanidin concentrations, A280 nm, or DMACH
indexes of the control wine and the MO wine. However, the
MO wine was 35% less astningent than control wine. This
supports the sutability of using micro-oxygenation to treat very
astringent wines before oak aging.
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Figure 1. Sensory analysis of control and micro-oxygenation wines. All data are the arithmetical average corresponding to the results of 10 tasters. The

* Indicates the existence of statistically significant differences.

Table 4 also shows the mDP of the proanthocyanidins and
their monomeric composition. Though the differences are small
(5%%), the mDP of MO wine 15 significantly higher than that of
the control wine which confirms that. as expected. micro-
oxygenation favors the polymenzation of proanthocyanidins (10,
12, 35, 37). The increase m the mDP was not detected in the
DMACH mdex. As shown above, this index 1s only an indirect
measurement of the polymerization degree and so is less pre-
cise than using acid cleavage in the presence of phloroglucinel
(43—4¢6). On the other hand, no significant differences were
found between the monomeric compositions of the proantho-
cyamdins of these wines.

Some authors have reported that the size of the proantho-
cyanidin molecule is related to astringency: the greater the
mDP, the greater the astringency (47, 48). In our case, the MO
wines present a slightly, but significantly, higher mDP, but they
are much less astringent. The reason for this apparent contradie-
tion may be related to the fact that many other factors influence
wine astringency. Some authors have suggested that the
combination of proanthocyamidins and anthocvamins may be
responsible for the decrease m astningency during oak aging
(49, 50). Our results indicate that MO wines have a significantly
higher concentration of catechin— ethyl-malvidin and combined
anthocyanins than control wine. Although these differences are
small, they may partially explain the lower astringency of the
MO wines.

On the other hand, the sensory companson of the two wines
by the tmangular test indicates that 7 owt of 10 tasters
differentiated between the two wines. According to the statistical
tables (28), these results are statistically sigmificant (p < 0.05)
and confirm that micro-oxygenation before oak aging produces
a different wine.

Figure 1 shows the results of the descriptive sensory analysis
of the two wines. The MO wme had significantly higher levels
of toasting, spices, and coffee aromas and a significant lower
astningency than the control wine. No differences were found
in the other sensorial attributes. The lugher mtensity of some
of the olfactory attributes could be due to the fact that MO wine
was more recently extracted from wood than control wine or
because micro-oxygenation before oak aging accentuates these
aromatic notes. Similarly. the observed sensory astringency had
the same tendency as the astringency determined by chemical
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analysis, which confirms micro-oxygenation before oak aging
may help to diminish this disagreeable sensation.

We can conclude that applving micro-oxygenation before oak
aging presents the disadvantage of producing wines with a
slightly less mtense red color and somewhat more evolved
toward vellowish nuances. However, this techmique has the
advantages that the wines obtained have a higher anthocyanin
concentration, a clearer impact of oak aromas, and especially,
a much lower astringency. Applying micro-oxygenation before
oak aging 15 therefore mainly advised for very astringent wines
such as press wines or wines obtained from not well-ripened
grapes.
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CONCLUSIONES:

A continuaciéon se presentan las conclusiones derivadas de todo el trabajo
experimental que se ha reflejado en esta tesis doctoral.

NUEVA METODOLOGIA PARA EVALUAR LA ASTRINGENCIA EN VINO
TINTO Y ASPECTOS RELACIONADOS

Se ha desarrollado un nuevo método que permite la determinacion objetiva de
la astringencia de los vinos tintos. Este método, que utiliza ovoalbiimina como
agente precipitante de los taninos, y 4cido tanico como patron, es mas preciso,
rapido, reproducible y se correlaciona mejor que el indice de gelatina con los
resultados obtenidos mediante degustacion.

La aplicacion de esta metodologia permite visualizar el efecto de algunos
componentes no fendlicos de la matriz del vino sobre la astringencia. El pH, la
concentracion de etanol y de glicerol ejercen un efecto sobre la astringencia.
No obstante, los resultados indican que, dentro de los intervalos habituales de
dichos parametros, las posibles variaciones de la astringencia serian
moderadas. Por el contrario, la adicion de goma arabiga al vino produce una
importante disminucion de esta propiedad.

La ovoalbumina precipita mas acido tanico que el conjunto de proteinas
salivares a la misma concentracion proteica. No obstante, ambos modelos de
proteina presentan una alta correlacion estadistica, lo que indicaria un
comportamiento similar frente al 4cido tanico a pesar de presentar diferentes
afinidades hacia ¢él.

La aplicacion de ovoalbiimina y del conjunto de proteinas salivares como
agentes precipitantes dio resultados estadisticamente similares en mas del 80 %
de los vinos estudiados. Debido a las dificultades metodologicas que entrafia la
utilizacion de proteinas de la saliva, la utilizacion de ovoalblimina como agente
precipitante puede ser una buena solucion para la determinacion objetiva de la
astringencia en vinos.

La aplicacion de la metodologia de determinacion de astringencia a lo largo del
proceso de polimerizacion, inducida mediante la adicion de etanal a los
diferentes mondmeros, permite confirmar que la astringencia aumenta a
medida que crece el grado de polimerizacion y ante la presencia de Galato de
Epicatequina.

La utilizacion de proteinas salivares como agente precipitante para determinar
la astringencia de los polimeros inducidos mediante adicion de etanal, da lugar
a valores sensiblemente superiores a los obtenidos mediante la utilizacion de
ovoalbumina. Estos resultados difieren de los obtenidos en vinos tintos, donde
apenas habia diferencias. Sin embargo, la existencia de una estrecha
correlacion entre los valores obtenidos con ambos modelos de proteinas, tanto
en vino como en los polimeros inducidos, confirmaria un comportamiento
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similar de ambos modelos de proteinas a pesar de que puedan presentar
afinidades diferentes hacia los diversos compuestos fenolicos.

Del conjunto de proteinas presentes en los extractos de saliva, las més reactivas
frente a las proantocianidinas inducida por adicion de etanal fueron las PRP
basicas de bajo peso molecular (14-22 kDa), seguidas de las PRP basicas de
alto peso molecular (37-43 Kda). Después se sittian las proteinas pertenecientes
a la banda de las a-amilasas y PRP basicas glicosiladas, seguidas de la
mucina/ lactoferrina. En el caso de los polimeros de epicatequina galato, las
PRP 4cidas muestran una mayor reactividad.

INFLUENCIA DE LA MADUREZ Y LA MACERACION EN LOS
COMPUESTOS FENOLICOS Y LA ASTRINGENCIA DE LOS DIFERENTES
COMPONENTES DEL RACIMO DE UVA.

10.

11.

12.

13.

La madurez de la uva y la duracion de la maceracion ejercen una gran
influencia sobre la extraccion de taninos de los diferentes componentes del
racimo de uva y su correspondiente astringencia.

A medida que la uva madura, disminuye el aporte de tanino de la semilla y de
forma paralela también decrece su astringencia. Por el contrario, en las pieles y
el raspon, el aporte de tanino aumenta al madurar la uva, si bien la astringencia
decrece.

Los taninos de las pieles y de los raspones se liberan rapidamente,
estabilizandose hacia el dia 5 de la maceracion. Por el contrario, los taninos de
las semillas se solubilizan mdas lentamente y tardan mas en estabilizarse,
especialmente cuando la uva esta verde.

La presencia de raspon aumenta notablemente la astringencia del vino
especialmente cuando las uvas no estan bien maduras, por lo que es aconsejable
su eliminacion previa a la maceracion.

De acuerdo con estos resultados, una maceracion corta produciria vinos con
una concentracion moderada de taninos los cuales procederian principalmente
de las pieles. Contrariamente, una maceracion larga produciria vinos con una
alta concentracion de taninos los cuales en un alto porcentaje procederian de las
semillas.

Dado que el grado de maduracion afecta a la astringencia de los taninos de
pieles y especialmente de semillas, deberia ser considerado para determinar el
tiempo de maceracion. Cuando las uvas estén bien maduras el tiempo de la
maceracion deberia seleccionarse en funcion del estilo del vino que deseemos
producir: una maceracion corta para vinos afrutados y de rdpido consumo, y
una maceracion larga para vinos tanicos destinados a la crianza. Sin embargo,
cuando las uvas no han madurado bien, una maceracion larga no es conveniente
ya que conduciria a un exceso de la extraccion del tanino de semilla, lo que
produciria vinos demasiado astringentes.
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INFLUENCIA DEL USO DE LA MICROOXIGENACION ANTES DE LA
CRIANZA EN BARRICA DE ROBLE.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

La aplicacion de la microoxigenacion al vino antes de la crianza en barricas de
roble origina vinos con una ligera disminucion de la intensidad colorante y una
aumento de la Croma (C*), la Claridad (L*) y la tonalidad (H*). Por lo tanto,
los vinos asi obtenidos serian percibidos por los consumidores con un color
levemente menos intenso y ligeramente més evolucionado.

El vino obtenido mediante microoxigenacion antes de la crianza en barricas de
roble presenta una concentracion de antocianos superior a la del vino criado
unicamente en barrica. Esta diferencia se observa tanto en antocianos libres
como en combinados, y tanto en los andlisis espectrofotométricos como
cromatograficos. El vino microoxigenado presentd niveles significativamente
mayores tanto de los monoglucésidos de los antocianos como de sus derivados
acetilados y cumarilados.

No se observaron diferencias significativas en la concentracion de
piranoantocianos (vitisina A y B), ni en la de vinilcatequina-malvidina, ni en la
de vinilfenol-malvidina. Por el contrario, el vino microoxigenado presentd una
concentracion ligera pero significativamente superior de catequina-etil-
malvidina.

El DPM del vino obtenido mediante microoxigenacion previa a la crianza en
roble fue ligera pero significativamente superior al del vino unicamente criado
en barricas. No se observaron diferencias significativas en el indice de
polifenoles totales (A280 nm), la concentracion de proantocianidinas, el indice
DMACH, ni en la composiciéon monomeérica de las procianidinas.

En ambos grupos experimentales se observd una clara disminucién de la
astringencia respecto al vino de partida. Esta disminucion fue
significativamente mayor en el vino microoxigenado antes de la crianza (46 %)
que en el vino Unicamente criado en barricas (16 %). Esta disminucion de la
astringencia fue corroborada mediante analisis sensorial.

La percepcion de los aromas de crianza fue mas nitida en el vino al que se le
aplico la microoxigenacion antes de la crianza.

De acuerdo con estos resultados la aplicacion de la microoxigenacion al vino
antes de la crianza en barricas de roble seria aconsejable en vinos muy
astringentes tales como vinos de prensa o los vinos obtenidos de uvas no muy
maduras.
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ANEXO I. MATERIALES Y METODOS

Intensidad _Colorante (IC): La Intensidad Colorante se calcula segun la
metodologia descrita por Glories (1984). Se miden las absorbancias del vino a las
longitudes de onda 420 nm, 520 nm y 620 nm, usando cubeta de cuarzo de 1 mm de
camino optico.

IC = Ao + Aszot As2o
CIELAB: Se mide la absorbancia del vino a las longitudes de onda 450, 520, 570,
630 nm en cubeta de cuarzo de Imm camino Optico.

Las coordenadas C* (croma), L* (Luminosidad), H* (hue: tono) se calculan
utilizando el programa MSCYV (Universidad de la Rioja) para Windows 95/98 y NT.

Indice de polifenoles totales (IPT): Segiin metodologia descrita por Ribéreau-
Gayon. (2000).

El vino se diluye 1 en 100 en agua destilada y se lee la absorbancia a 280 nm
utilizando cubeta de cuarzo con camino 6ptico de 10 mm.

IPT= A230 x 100

Antocianos totales (AT): Segun metodologia descrita por Ribéreau-Gayon y
Stonestreet. (1966).

Soluciones:
- Mezcla: A 1 mL de vino se le afiaden 1 mL de etanol (absoluto, Panreac) y
20 mL de HCl al 0,7 % ( Panreac).
- Solucién de metabisulfito sédico (anhidro 97%, Acros) al 15%.

Procedimiento:
Tubo 1 Tubo 2
e 5 mL de la mezcla e 5 mL dela mezcla
e 2 mL de agua destilada e 2 mL sol. de Na,OsS,

Ambos tubos se agitan y después de 10 minutos se mide la absorbancia a 520 nm
usando cubeta camino optico de 10 mm. La concentraciéon de antocianos totales se
calcul¢ siguiendo la siguiente expresion:

AT = (A1-A2) x 875

875: El coeficiente de extincion molar de la malvidina 3-glucosido, para expresar el resultado directamente en
mg/L.

= En los vinos de crianza y microoxigenacion se realizo la técnica utilizada por

Niketic-Aleksic y Hrazdrina (1972) donde el vino se diluye en acido clorhidrico 1 N.
Después de 4 horas en la oscuridad se mide la absorbancia a 520 nm en cubeta de quarzo
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de 10 mm de camino 6ptico. Los antocianos totales se expresaron como la concentracion
de la malvidina 3-glucosido (mg/L).

pH: Se mide el pH de los vinos directamente en un equipo de lecturas de pH (Crison
micropH 2002)

Indice de polivinil-polipirrolidona (PVPP): Segin metodologia descrita por
Glories en 1984, con la variante de utilizar un equipo de extraccion en fase solida
bajo vacio para facilitar el trabajo de presionar la jeringa y estandarizarlo al mismo
tiempo.
Soluciones:
- 70 mL de etanol (absoluto, Panreac), 30 mL de agua destilada y 1 mL de
HCL concentrado ( Panreac)
- Suspension de PVPP (polivinil-polipirrolidona, Sigma) afiadiendo agua
destilada hasta conseguir una mezcla.

Procedimiento:

En una jeringuilla de 10 ml se coloca una torunda de algoddn en la punta y se afiade
una suspension de PVPP. Después se presiona hasta que quede una columna
compacta de alrededor de 1 mL. Posteriormente, se coloca la jeringa en un equipo
para extraer en fase sélida bajo presion (Supelco Visiprep), se anade 1 mL de vino y
se pone en funcionamiento la bomba de vacio hasta que el vino es absorbido por la
columna de PVPP, del mismo modo se vierten 10 mL de agua destilada para liberar
todos los compuestos no fenolicos del vino.

Finalmente, se adiciona el volumen suficiente de la solucion 1 hasta colectar un
volumen de 20 mL de solucion. La solucion 1 libera los antocianos libres.

A estos 20 mL se adicionan 2 mL de HCI para igualar el pH al pH que utilizamos en
la determinacion de antocianos totales y se aplica el mismo procedimiento que para
la determinacion de los antocianos libres (A1), teniendo en cuenta las diluciones.

El indice de PVPP, nos indica el porcentaje de antocianos que estd combinado con
taninos, calculdndose mediante la siguiente expresion:

indice de PVPP = 100 x (AT- A1)/ AT
Desde esta expresion se calculan los antocianos combinados:

Antocianos combinados = AT x ( Indice de PVPP/100)

Copigmentaciéon: Utilizando la metodologia propuesta por Boulton (1996). Los
vinos son tratados con acetaldehido, para eliminar el efecto decolorante del HSO;'.
Las muestras se diluyen 1 en 20 en solucion sintética al pH del vino para romper la
copigmentacion.

Soluciones:
- Solucion al 10% de acetaldehido (Panreac, Espafia) en agua a 4°C mantener
bien cerrada y en frio.
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- Solucion Sintética: 12,5 % Etanol absoluto (Panreac, Espafia), 4 g/L acido
tartarico (Panreac, Espana), pH igualado al de cada vino en particular.

Procedimiento:
- En un tubo de ensayo se vierten 2 mL de vino anadiendo 20 pL de solucion de

acetaldehido al 10%.
- Se tapay se deja reaccionar durante 45 minutos.

Al A2

e Absorbancia a 520 nm

(cubeta de 1 mm de
camino Optico).

e Dilucion 1: 20 con
solucion sintética.

e Absorbancia a 520 nm
(cubeta de 10 mm de
camino Optico).

% del color debido a la copigmentacion = [(Al- (2 x A2))/ A1] x 100

Indice DMACH: EIl reactivo DMACH (p-dimetilaminocinnamaldehido) reacciona
con el extremo del polimero de flavanol dando lugar a un aducto que tiene su
maxima absorcion a 640 nm. Esta técnica se realiza segiin la metodologia descrita y
modificada por Nagel y Glories. (1991).

Soluciones:

- Se diluyen 10 mg de reactivo DMACH (p-dimetilaminoaciannmaldehido,
Sigma) en 10 mL de HCI al 37 % (Panreac) enrasando a 100 mL con
metanol (Panreac).

*El reactivo se puede utilizar durante dos dias de experimentacion y se mantiene

a 4°C, tapado cuidadosamente para evitar su deterioro y/o evaporacion.

Procedimiento:

- Los vinos se diluyen 1 en 25 con metanol .

Tubo 1 Tubo 2
e 1 mL de vino (1:25) e 1 mL de vino (1:25)
e 5 mL de reactivo e 5 mL de metanol

Se esperaron 10 minutos para leer la absorbancia a 640 nm, usando cubeta de cuarzo
con paso optico de 1 mm.

La expresion utilizada para calcular el indice DMACH fue:

DMACH = (A1- A2) x 10 x 25
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Taninos Totales: Segin la metodologia descrita por Ribéreau-Gayon y Stonestreet
(1966), se basa en que las procianidinas del vino al ser calentadas en medio
suficientemente acido, se transforman en cianidina (reaccion de Bate- Smith).

Procedimiento:

- El vino se diluye 1 en 50 en agua destilada.

Tubo 1 Tubo 2
e 2 mL de vino diluido e 2 mL de vino diluido
e | mL de agua destilada e | mL de agua destilada
e 6 mL de HCI12N (Panreac) e 6mLdeHCI12N

Ambos tubos han de protegerse de la luz y cerrarse herméticamente.

El tubo 1 se coloca a bafio de Maria y el tubo 2 se deja a temperatura ambiente.
Después de exactamente 30 minutos de ebullicion del tubo 1, ambos tubos se enfrian
rapidamente en hielo.

Se les anade 1 mL de etanol absoluto (Panreac) y se agitan brevemente para medir
inmediatamente la absorbancia a 550 nm en cubetas de 10 mm de camino 6ptico.

Taninos Totales (g/L) = ( Assor1- Assor2) X 19,33

19,33: El coeficiente de extincion molar de la cianidina, obtenida por hidrolisis acida de los taninos condensados,
para expresar el resultado directamente en g/L.

Indice de etanol: Segin Manual de Enologia escrito por Glories (1984).

- A 1 mL de vino se le anaden 9 mL de etanol (absoluto, Panreac) se
homogeniza y se deja en reposo 24 horas a 4°C.

- Se centrifuga a 11700 g durante 10 minutos para eliminar el precipitado.

- Se lee la absorbancia a 280 nm, usando cubeta de cuarzo de 10 mm de
camino optico a.

o A2: El sobrenadante diluido 1 en 10 en agua destilada
o Al: El vino original diluido también 1 en 100 en agua destilada.

El indice de etanol se calcula siguiendo la siguiente expresion:
Indice de etanol = 100 x (A1-A2)/ Al

El indice de etanol nos permite calcular el porcentaje de taninos combinado con
polisacaridos en los vinos:

Taninos combinados con polisacaridos = taninos x (Indice de etanol/100)

Indice de Ionizacién: Indica el porcentaje de antocianos que contribuyen al color.
(Glories, 1984).
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Soluciones:

- Solucién de metabisulfito sodico (anhidro 97%, Acros) al 15% en agua
destilada.
- Solucioén de 4cido clorhidrico (Panreac) 0,1 N en agua destilada.

Procedimiento:
Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4
e 10 mL de vino e 10 mL de vino el mLdevino e1 mL devino
e 2 mL agua e 2 mL solucion e 7 ml solucion e 7 ml solucion
destilada Na,OsS, HCl HCl
o2 mL agua ¢ 2 mL solucién
destilada Na,05S,

Se tapan, se mezclan y se dejan reaccionar durante 10 minutos.
Se mide la absorbancia a 520 nm:
- Delos tubos 1y 2, en cubeta cuarzo de 1 mm de camino optico
Ada = [(Al- A2) x 12]/10
- De los tubos 3 y 4, en cubeta cuarzo de 10 mm de camino Optico

Ady = [(A3- A4) x 100]/95

El Indice de Ionizacién = 100 x (Ado. / Ady)

Para vinos jovenes seran valores entre 10- 30%, se incrementa con la crianza siendo
para vinos muy envejecidos entre 80- 90%.

Indice de Gelatina: Esta técnica permite conocer el porcentaje de taninos capaces
de reaccionar con las proteinas del vino y por tanto da una idea de la astringencia.
(Glories, 1984).

Soluciones:
- Solucion de gelatina 35 g/L. (Sigma)

Procedimiento:
Vaso 1 (T1) Vaso 2 (T2)
e 25mL de vino e 25mL de vino
e 5 mL de agua destilada e 5 mL de solucion de gelatina

Ambos vasos de precipitado se mantiene a 4° C durante 72 horas.
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Posteriormente, se centrifugan a 11700 g durante 10 minutos. Y se determinan los
Taninos Totales de los sobrenadantes.

indice de gelatina = [(T1- T2)/ T1] x 100

Método de determinacion de astringencia: Esta metodologia permite determinar la
astringencia usando la ovoalbumina como proteina precipitante y patrones a acido
tanico que permiten hacer una recta patron. La astringencia se expresara como g/L de
acido tanico.(Ver Capitulo III. Apartado I)

Soluciones:
- Solucion sintética: 13% etanol absoluto (Panreac), 4 g/L. acido tartarico
(Panreac), pH 3,5.
- Patrones de acido tanico (0; 0,2; 0,4, 0,6; 0,8; 1 g/L) en solucidn sintética

- Soluciones de ovoalbiimina (0-8 g/L) en solucion sintética.
*Se prepararan cantidades de tubos de acuerdo a la capacidad de la centrifuga.

Procedimiento:

Para cada muestra o cada patroén se preparan los tubos de la A al H con 1ml de las
soluciones crecientes de ovoalbimina como se detalla:

Tubos A B C D E

[ovoalbimina g/L] 0 0,5 0,75 1 1,5

(Sl lps!

G
3

& |z

A cada tubo (desde la A hasta la H) se le adiciona 1 ml la muestra de vino o patron
motivo de ensayo.

- Se dejan reaccionar durante 10 minutos.

- Se centrifugan a 11700 gy 4°C.

- El sobrenadante se diluye 1 en 50 en agua destilada utilizando matraces
aforados.

- Se mide la absorbancia a 280 nm en cubeta de cuarzo de 10 mm de camino
optico.

- Loa valores de absorbancia del sobrenadante decreceran a medidas que
aumenta la concentracion de ovoalbimina, pues precipitara mayor cantidad
de tanino astringente. Cuando exista un exceso de ovoalbimina los valores de
absorbancia aumentaran. Con los valores decrecientes de absorbancia se
elabora un gréafico donde el eje X seran las concentraciones de ovoalbimina
en g/L y el eje Y la absorbancia a 280 nm..Este grafico debera ajustarse a una
curva de tipo logaritmica. (Y= -a log(X) + b)

Patrones Muestra
Las pendientes de cada curva logaritmica La pendiente de la curva logaritmica se
se grafican vs. la concentracion de los sustituye en la ecuacion de la recta
patrones de acido tanico, dando como patron(valor Y) dando como resultado los
resultado una recta de ecuacion: g/l de é4cido tanico (valor X) que
Y=aX+b representan la astringencia del vino.
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Determinacion _de anhidrido sulfuroso libre v combinado (Método Paul o
Rankine): Se basa en que el diéxido de azufre de un vino o mosto se libera, después
de acidular, por arrastre con una corriente de aire y se oxida a acido sulfurico
haciéndolo borbotear a través de una solucién diluida y neutra de perdxido de

hidrégeno. El 4cido sulfurico formado se determina con una soluciéon de hidroxido de
sodio (OIV, 1990).

La liberacion en frio (20°C) asegura la extraccion del dioxido de azufre libre y en
caliente (100°C) la del dioxido de azufre combinado.

Material y reactivos:

- Compresor de aire, capaz de suministrar un flujo de =1 L/min.

- Dosificador del acido fosforico de 10 mL.

- Manta calefactora.

- Matraz de fondo redondo de 100 mL.

- Refrigerante.

- Borboteador con un aforo de 10 mL y tubo de conduccion de los gases
terminado en una placa de vidrio fritado para garantizar la formacion de un
gran nimero de pequefias burbujas, facilitando el contacto de las fases
gaseosa y liquida.

- Acido orto-Fosférico 85% PA-ACS-ISO

- Peroxido de Hidrogeno 0,9% p/v (3 vol) VINIKIT,

- Indicador Mixto I (Indicador de Tashiro) VINIKIT

- Hidréxido de Sodio 0,01 mol/L (0,01N) VINIKIT

Procedimiento:

- Para el SO, libre: Se colocan en el borboteador 10 mL de la solucion de peroxido
de hidrégeno, 3 gotas del indicador y se neutraliza con la solucién de hidroxido de
sodio 0,01 M hasta color verde oliva. En el matraz de 100 mL de fondo redondo se
introducen 30 mL de vino, se conecta con el sistema de arrastre y desde el
dosificador de acido fosforico se introducen 10 mL. Se hace borbotear el aire
mediante el compresor durante 20 min. El 4cido sulfurico formado por oxidacion del
dioxido de azufre se valora con la solucion de hidroxido de sodio 0,01 M hasta color
verde oliva. V= volumen gastado.

- Para el SO, combinado: Se vuelve a conectar el borboteador y el matraz que
contiene el vino se lleva a ebullicién usando la manta calefactora y se mantiene ésta
mientras se hace pasar la corriente de aire durante 20 minutos mas. El 4cido sulfurico
formado se valora con la soluciéon de hidroxido de sodio 0,01 M hasta color verde
oliva. V'= volumen gastado.
- Calculos:

SO, libre, mg/L = (V x 0,01 x 32 x 1.000)/ 30 =10,7x V

SO, combinado, mg/L = (V'x 0,01 x 32 x 1.000)/ 30 =10,7 x V'

S0, total, mg/L = [(V + V') x 0,01 x 32 x 1.000]/ 30= 10,7 x (V + V')
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V = mL hidréxido de sodio 0,01M consumido en la valoracién del SO, libre
V'=mL hidréxido de sodio 0,01M consumido en la valoracion del SO, combinado

Microoxigenacion: Se utilizaron tanques de acero inoxidables de 230 L de
capacidad con altura de 2,2 m y didmetro de 0,4 m. Las dosis de oxigeno aplicadas
durante la microoxigenacion se aplicaron utilizando un microoxigenador modelo:
VISIO 2/6, difusores de ceramica recubiertos de acero inoxidable de 4,2 cm de
diametro y conexiones de polietileno (Oenodev, Francia). Tanto las dosis como las
degustaciones periddicas del vino microoxigenado se realizaron bajo la supervision y
con la ayuda de AZ3 (Grupo Oenodev).

Preparaciéon _de barricas nuevas: Las barricas utilizadas fueron de 225 L de
capacidad, roble americano, tostado medio de la toneleria Torné (Vilafranca del
Penedes). Se prepararon usando el protocolo facilitado por AZ3.

- Lavado con agua para eliminar el polvo.

- Rellenar con agua sulfitada 4g/L. y mantener 24 horas

- Vaciar, lavar con agua y dejar escurrir.

- Quemar un disco de 10 g de azufre.

= La correccion del sulfuroso tanto en microoxigenacion como en barrica se
realiz6 manteniendo niveles de 25-30 mg/L de dioxido de azufre libre
utilizando comprimidos efervescentes de metabisulfito potasico (Effersol 2,
Esseco- Italia)

= El embotellado se realizd en botellas de 750 mL, luego de rectificar el
sulfuroso libre. Tapadas con tapones sintético de 38 x 21.5 mm (Supreme

Corq, Supreme Corq, LL; Washington, USA).
= La degustacion final se realizé 6 semanas después del embotellado.

Degustacidon: Los vinos fueron degustados por un panel de 10 endlogos que se
retnen frecuentemente para realizar degustaciones de los vinos con que trabajamos
en la Facultad de Enologia de la URV.

Previamente se realizé una degustacion para establecer los criterios de degustacion.

Se realizaron dos tipos de degustaciones en funcion de los experimentos, como se
puede observar en las fichas de degustacion. Degustaciones de tipo triangular para
diferenciar un vino entre otros dos iguales, segun el manual de degustacion
profesional de Jackson (2002) y andlisis sensorial descriptivo utilizando analisis
visual, olfativo y gustativo.

FICHA 1:  Tast Triangular Encercleu la vostra resposta
Test
Quina mostra és diferent
v | 2 | 3 |
Quina mostra prefereixes
v | 2 | 3 |
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FICHA 2: Tast Encercleu la vostra resposta

VINOS 1 2 3 4 5

Color Intensitat
1:Violaci, 10:teula | Evolucio

Olfacte Fruita/flor
Redox
Pebrot verd
Cafe
1: reduit, 10: oxidat | Especiat bota
Fumat bota
Untuositat
(greix)
Tanicitat
(estructura)
Astringencia
Amargor (fi
boca)
Persisténcia

Boca

Observacions:

Las valoraciones se realizaron del 1 al 10, donde el 10 representaba la maxima
intensidad de cada descriptor.

Los niveles de madurez en el experimento de extracciones (Capitulo I1I) fueron
determinados siguiendo:

- Peso medio de 5 racimos de uva.

- Peso medio de los 5 raspones correspondientes.

- Peso medio de 20 granos de uva.

- Grado alcoholico probable, utilizando un refractometro (RCT 0,21 %, vol
AP Casals).

- Acidez total, se determind por valoraciéon con NaOH 0,1 N (Sigma)
utilizando como colorante la Fenolftaleina al 1 % ( Sigma)

- pH: Del mosto directo en equipo Crison micropH 2002.

Coleccion v preparacion de Saliva:

Soluciones:
- Soluciéon EDTA (Sigma) 0,5 M en agua destilada, se ha de afiadir hidroxido
de sodio hasta que se disuelva.
- Tampén fosfato: 1000 ml de solucion 50 mM de K,HPO,4 se anadid una
solucion 50 mM de KHPO; hasta llegar al pH 6,8.
- Patrones de ovoalbumina y BSA en agua destilada desde 0,025-1 mg/ ml.
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La saliva se recogié en un vaso de precipitado refrigerado en un bafio de hielo. El
saliveo se estimulaba masticando parafilm durante 2 minutos (Schwartz y col.,
1995). Diariamente, las muestras recogidas se congelaban a —20°C.

El conjunto muestras de saliva congeladas se descongelaba y se procesaba cuando
llegabamos a tener volumenes de 100 mL. El proceso se realizaba siempre a 4°C
(Steiner y Keller, 1968; Levine y Kaller, 1977):

- Se homogenizaba

- Se centrifugaba a 11700 g durante 10 minutos

- Se anadia EDTA (Sigma) hasta una concentracion de 0,5 mM

- Se dializaba contra tampon fosfato.

- Para conocer la concentracion de proteinas total de la saliva, se utiliza la
técnica. BRADFORD y usando el Kit Bio-Rad Protein assay (Bradford,
1976). En este caso utilizamos la recta patron de ovoalbimina por las
caracteristicas de nuestro trabajo. Se realizaron los Ensayos Standards (0,125-
1,5 mg/mL) segun el manual de Bio-Rad (tech note 1069).

- Las muestras eran liofilizadas y mantenidas a -20°C hasta el dia de
experimentacion.

Separacion de proteinas mediante SDS- Page: Descrita por Laemmli (1970). Se
trata de aplicar la electroforesis a geles de poliacrilamida utilizando agentes que
desnaturalizan las muestras en presencia de calor.

Los agentes desnaturalizantes son [B-mercaptoetanol, que destruye los puentes
bisulfuro y el Duodecil sulfato de Sodio (SDS) que desnaturaliza y recubre a las
proteinas, separdndose como cadenas polipeptidicas aisladas.

Materiales y reactivos:

- Solucion  solubilizadora: Tampoén Tris-HCI 0,125 mM , 2% B-
mercaptoetanol, 4 % SDS, 20% v/v glicerol, 0,02% de azul de bromofenol.
pH 6,8.

- PhastGel Homogeneous-20 (rango de separacion de 2- 150 kD, cod. 17-0624-
01 Amersham, Espafia)

- PhastGel Buffer Strips - SDS (0.112 M acetate, 0.112 M Tris, pH 6.4) (cod.
17-0516-01, Amersham, Espana)

- Marcadores de proteinas de bajo peso molecular para SDS-Page. (nimero de
catdlogo 161-0304, Biorad, California, USA).

Preparacion de muestra y patrones:
Preparacion de muestra y marcadores de masa molecular:
1. Se liofilizaron 20 pL del sobrenadante del ultimo punto del ensayo de
astringencia utilizando saliva como agente precipitante o ovoalbumina.
2. Las muestras y la mezcla los marcadores de masa molecular se disolvieron en

20 pL solucién solubilizadora utilizando un vortex Reax 2000 (Heildolph).
Muestras y marcadores se mantuvieron 5 minutos en bafio de Maria a 100°C.
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3. Después de colocar los geles y tampones en el equipo Phastssystem, se
aplicaron muestras y marcadores a los peines y se puso en marcha el
programa para Phastsystem (Pharmacia LKB Biotechnology, Suecia)
recomendado por Amersham en el protocolo de técnicas de separacion (SDS
PAGE in Homogeneus media, Phastsystem Separation Technique File no.
111) donde:

Pasos de Separacion Voltaje Intensidad Potencia temperatura Tlgmpo e

voltios-hora
Sep 3.1
250V 10 mA 3.0W 15°C 1 Vh
El tampon llegara hasta el frente
Sep 3.2
L, 50V I mA 3.0W 15°C 1 Vh
Para la aplicacion de la muestra
se reduce la corriente
Sep 3.3
250V 10 mA 3.0W 15°C 99 Vh

Las mue

stras corren a través del
gel.

La tincion con azul de Coomasie:

Soluciones:

Solucidn fijadora: Etanol absoluto ( Panreac), acido acético (Panreac), agua:
40:10:50 (v:v)

Soluciéon de Azul de Coomasie: 0,2 g de Azul Coomasie (Coomassie™ Blue
R-350, Amersham, Espafia) en metanol, agua ,de 4cido acético glacial.
40:60:10 (v:v)

Solucidén de destefiido: Acido acético al 10% (omitiendo el metanol para
visualizar correctamente las PRPs).

Pasos a seguir:

Fijacion: Sumergir el gel con solucion fijadora durante 1 hora en agitacion
suave.

Tincion: Sumergir el gel en 5 volimenes de colorante al menos 1 h con
agitacion suave (el maximo se consigue en 20 minutos aproximadamente).
Destincion: Sumergir el gel en solucion de destenido y agitacion, cambiando
repetidas veces la solucion. *

Fotografiar.

Pasar a programa Quantity One Software Version 4.3.1 para PC. Donde
podemos determinar las cantidades relativas y densidad de cada proteina.
Con estos datos se calcula la cantidad de proteina, a partir de la concentracion
inicial aplicada al gel.

*Los mejores resultados se obtuvieron cuando se dejan las placas, después de varios lavados, en solucion de
destefiido durante 12 horas.
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